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RESUMO GERAL

Os AspergillusSecaoNigri tém sido considerados os principais fungos
responsaveis pela contaminacdo de uvas com OTAevepcdo, no campo, do
crescimento desses fungos € a estratégia maisaefetira controlar a presenca
desta toxina nos alimentos. Este estudo foi reddizam os objetivos de avaliar
a incidéncia dos fungadsspergillusSecadNigri em diferentes cultivares de uvas
viniferas da regido tropical do Brasil e verifieaefeito de fungicidas sobre o
crescimento deA. carbonariuse a producdo de OTA. O&spergillus Secao
Nigri foram isolados de cinco cultivares de uvas e ifleatios
morfologicamente. A quantificacdo de OTA dos isokdoi realizada por
HPLC. Foram isolados, no total, 272 fungos, sersldeomaior frequéncia nas
uvas OA. niger Agregado (42%), seguido da espésiecarbonarius(38%). A
uva ‘Petit Verdot’ foi a que apresentou a maioidénocia dosAspergillusSecéo
Nigri. Todos os isolados d&. carbonarius(103) foram produtores de OTA,
enquanto das demais espécies nenhum dos isoladaxriioxigénico. Os
resultados demonstraram que a cultivar de uva ipdidenciar a incidéncia dos
fungosAspergillusSecaadNigri. Além disso, para a regido, o potencial risco de
contaminag&o das uvas com OTA esta relacionadoacalta frequéncia da.
carbonarius Devido a elevada frequéncia desta espécie, tanfitiéavaliado o
efeito de diferentes fungicidas no crescimento producédo de OTA. Para isso,
foi realizadoscreeningde cinco fungicidas comumente utilizados na calula
uva no Brasil, em meio CYA inoculado cof carbonariuscom posterior
incubacdo a 25 °C e avaliacao diaria do diametrootnia, durante dez dias. A
OTA foi extraida no décimo dia e quantificada poPUE€. Em seguida,
determinaram-se a concentracdo minima inibitériardecimento do fungo e os
efeitos dos fungicidas sobre a producédo de OTA eio semissintético a base
de uva, com incubacéo a 15, 20 e 30 °C, durantka®0 O efeito dos fungicidas
diretamente nas uvas também foi avaliado. Na doseicial recomendada, a
maioria dos fungicidas testados foi efetiva no mdatdo crescimento dA.
carbonariuse na produgéo de OTif vitro, sendo este efeito influenciado pelo
tipo de fungicida, a dose e a temperatura. A teatpex foi considerada fator
determinante que influencia a efetividade dos ftidgs sobre o crescimento de
A. carbonariuse a producédo de OTA, tendo a maior reducdo deionesto e a
maior producdo de OTA sido detectados a 15 °C. ésesl dos fungicidas
testadas ndo foram efetivas no controleAdearbonariusem uvas. Assim, o
efeito direto dos fungicidas nas uvas deve ser gstisdado, a fim de se obter
uma maior aproximacao das condi¢cdes que ocorrecampo.

Palavras-chavéAspergillus SecadNigri. Uva. Fungicidas. Brasil.



GENERAL ABSTRACT

The Aspergillus section Nigri is reported as the main contaminant
species of wine grapes. The production profile 3ACcan be changed under
different fungus cultivation conditions, such asitability of water, nutrients,
pH and temperature. Thus the prevention of growfttmgcotoxin-producing
fungi is the most effective strategy for contraijithe presence of mycotoxins in
foods. In this sense, the present study aimed &duate the occurrence of
Aspergillus section Nigri in different grapes varieties cultivated in tradic
vineyard of Brazil, and evaluate the impact of thgplication of several
fungicides onA. carbonariusgrowth and OTA production. Théspergillus
SecaoNigri were isolated from five grape cultivar and mofgital identified.
OTA was quantify by HPLC. A total of 272 isolatedsAspergillussectionNigri
was isolated and identified in the following spsde carbonariusA. niger, A.
niger Agregado,A. foetidus A. aculeatusand A. japonicus Among them,A.
niger Agregado was the most common specie in all grapepbngs (42%),
followed by theA. carbonariug38%). All isolates ofA. carbonariug103) were
OTA producers. The other species were not ochrgémi¢. These data suggest
that the potential risk of OTA contamination in gea was associated with
carbonarius due to the high frequency of occurrence and tfA&\ Qevels
produced in vitro. Five fungicides used in Braziligrapes were screen in CYA
media and then incubated at 25°C. The colony dianveas measured every day
during ten days of incubation period. OTA was qifeat after period of
incubation by HPLC. Then, the minimum inhibitorynoentration (MIC) of
each fungicide foA. carbonariuggrowth on semi synthetic grape medium at 15,
20 and 30°C was found. The effect of fungicidesforcarbonaris-inoculated
grapes was investigated. At the doses recommengeddnufacturers the
majority of fungicides tested reduced carbonariis growth rate and OTA
production. This effect was affected by fungicidese and temperature. The
temperature was the main factor that affected twhegi€ides effectiveness again
A. carbonaris growth and OTA production. The reduced growth @A
levels were higher at 15°C than 20 and 30°C. Thgifides doses tested on
grapes were not effective.

Keywords:Aspergillus Section Nigri. Grape. Fungicides. Brazil.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO GERAL

1 INTRODUCAO

A incidéncia de fungos filamentosos em produtosicatps esta
diretamente relacionada com a qualidade e a seguds alimentos e bebidas.
Dentre os produtos susceptiveis a esta contamirestdo as frutas.

Os fungos filamentosos podem causar a deteriordeddrutas e/ou
contamind-las com metabdlitos secundarios toxicdgnominados de
micotoxinas. Dentre elas, a ocratoxina A (OTA) @eha principal micotoxina
encontrada como contaminante das uvas e seusdizsjveomo vinhos e sucos,
sendo considerada uma das mais prejudiciais psaéde humana.

Em paises de clima tropical, as principais espéuiedutoras de OTA
em alimentos pertencem ao génaspergillus Dentro deste género, as espécies
pertencentes a Secadigri sdo as mais frequentemente encontradas como
contaminante de uvaéspergillus carbonariug considerada a maior fonte de
OTA para vinho, uva e derivados da uva, em fungd® rdveis desta toxina
produzidos e do nimero de isolados ocratoxigénicos.

As instituicbes de controle da seguranca alimetéar demonstrado
grande interesse em pesquisas relacionadas arnn@dé@e micotoxinas e suas
concentracbes em alimentos e bebidas, devido adssvéfeitos toxicos
prejudiciais para a saide humana. Com relacéo a @dsde 2005, a Comissao
Europeia estabeleceu o limite maximo para estatmit®, em vinho € em suco
de uva, de 2,0 pg/L (COMMISSION REGULATION, 200%o Brasil, em
fevereiro de 2011, foi estabelecido este mesmadimiaximo toleravel para
OTA em vinhos, sucos de uva e derivados (AGENCIAQWANAL DE
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VIGILANCIA SANITARIA, 2011). Assim, torna-se cadae¥ mais necessario
adotar medidas preventivas no campo para evitagiide contaminagdo
elevados, ja que, para a maioria dos alimentos;stemstabelecido um limite
toleravel de micotoxina como critério para expdies

O uso de fungicidas tem sido uma das principa@isias adotadas para
evitar o crescimento de fungos no campo. EntretarddBrasil, os fungicidas
comumente utilizados para a cultura da uva ndcegistrados para o controle
de fungos toxigénicos com@. carbonarius Estudos realizados na Europa
mostram que alguns fungicidas podem atuar posigvéenou negativamente na
producdo de OTA (LO CURTO et al., 2004; TJAMOSIet2004; BELLI et al.,
2006). Assim, o conhecimento destes efeitos podmigar um melhor
manuseio desses componentes quimicos, de formanimimdar os riscos de
exposicao dos consumidores brasileiros, tantoesiduos quanto a OTA.

Nesse sentido, este estudo foi realizado com etiebj de avaliar a
incidéncia e o potencial de producdo de OTA dogdarispergillus Secéo
Nigri isolados de diferentes cultivares de uvas vinéfela regido vitivinicola
tropical do Brasil e o efeito de fungicidas sobmr@scimento dé. carbonarius
e a producéo de OTA.

Os resultados deste trabalho sdo apresentados isncajtulos. No
primeiro capitulo foi avaliado se existe diferengapercentual de contaminacao
por AspergillusSecaadNigri em uvas viniferas de diferentes cultivares daéiegi
vitivinicola tropical do Brasil, com especial aténcas espécies potencialmente
produtoras de OTA. No segundo capitulo foi avaliadgiciéncia de diferentes
fungicidas utilizados em uvas no Brasil sobre aamento dé\. carbonariuse
a producdo de OTA. Verificou-se também o efeitodiferentes doses dos
fungicidas em meio semissintético a base de uvagiterminar a concentracéo
minima inibitéria do crescimento d&. carbonarius As doses mais efetivas

foram testadas diretamente em uvas.



15

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Uvas e vinhos no Brasil

No Brasil, a uva foi introduzida no ano de 1532¢estado de S&o Paulo.
Por algum tempo, o cultivo das variedadesMites vinifera procedentes de
Portugal e da Espanha ficou restrito a pequenas d@ispersas pelo territério
nacional (CALDAS et al., 2008). Permaneceu comtucalldoméstica até o final
do século XIX, tornando-se uma atividade comeiipartir do inicio do século
XX, por iniciativa dos imigrantes italianos estamiios no sul do pais
(PROTAS et al., 2006).

Desde seu inicio até a década de 1960, a vitraulwasileira ficou
restrita as regides sul e sudeste, mantendo asedsticas de clima temperado,
com ciclo vegetativo anual e periodo de repousmidef pela ocorréncia das
baixas temperaturas nos meses de inverno. A partiécada de 1960, o cultivo
da videira foi introduzido com sucesso na regiamiggada do Vale do Sao
Francisco, o que marcou o inicio da viticulturgical no Brasil. Na década de
1970, consolidou-se um polo no Norte do Paranaaegdétada seguinte, no
nordeste de Sdo Paulo e norte de Minas GeraisdD@vdiversidade ambiental
é possivel observar diferentes caracteristicaslifiaticas entre as regides
vitivinicolas do Brasil, sendo possivel encontraeiras com um, dois ou trés
ciclos anuais (PROTAS et al., 2006).

A legislacdo brasileira define vinho como a bebidiatida pela
fermentacdo alcodlica do mosto simples da uva m&scd e madura. A
denominacgéo de vinhos finos é utilizada para desigs vinhos elaborados a
partir de uvas europeias da espéafiies viniferaL. Ao contrario destes, vinhos
que sdo produzidos de uvas americanas, coNitisalabruscae seus hibridos,

sdo classificados como vinhos comuns. Esta cleas@b é empregada pela
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diferenciacdo entre as espécies de uva utilizadadatoracdo do vinho, o que
nao implica na qualidade das mesmas (AMORIM eRaDg).

As areas viticolas do Brasil, que incluem o cultt® uvas para a
producéo de sucos e/ou a elaboracdo de vinhosipseleclassificadas em trés
zonas. A viticultura temperada esta concentradaestazlos do sul e do sudeste,
representando cerca de 88% da &rea de vinhedois elen@8% da uva utilizada
para processamento (vinhos, sucos e outros dedyvddqoais. A regido norte do
Parand é considerada subtropical. As regifes reraesSao Paulo, norte de
Minas Gerais e Vale do Submédio do Sdo Francisexiaizam-se como zonas
tropicais (IBRAVIN, 2010).

De acordo com dados do IBGE (2010), a producdovds no Brasil
cresceu cerca de 9,5%, no periodo de 2002-200%lo teomo principal
produtora a regido sul, também se destacando estiroento a regido nordeste
que, no mesmo periodo, apresentou crescimentotprodie aproximadamente
48%, principalmente com participacdo dos estaddzedeambuco e da Bahia.

Segundo Protas et al. (2006), a maior parte daupéad de uvas no
Brasil é destinada ao mercado interno. O pringpatiuto de exportacédo é o
suco de uva, representado por 30% da producém Atéd de 2006, apenas 5%
das uvasn naturae menos de 1% dos vinhos foram comercializadas dor
pais. Entretanto, de acordo com dados de exportdg@009, 11% dos vinhos
produzidos foram destinados ao mercado externaeegiando um aumento
significativo na exportacdo deste produto. Os jpais paises importadores dos
vinhos brasileiros sdo EUA, Alemanha e PortugalNB$% FROM BRAZIL,
2010).
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2.2 Vitivinicultura no Vale do Submédio Sao Franciso

A producdo de uvas destinadas a elaboracdo desviimiciou-se na
regido do Vale do Submédio Sdo Francisco, em medm®snos 1980, com a
implantacdo de videiras europeias trazidas dos@8rdsil. Em meados dos anos
1990 e no inicio do ano 2000, outras empresasssglaram na regido, o que
proporcionou um aumento no volume de vinho elalmrédVale é considerado
a segunda maior regido produtora de vinhos findBrdsil, representando cerca
de 15% do mercado nacional. Este avanco ocorrefurgio do sucesso no
cultivo de variedadeVitis vinifera que se adaptam melhor em areas de verdo
longo e seco com invernos brandos, devido a akaestibilidade a doencas
fungicas (PEREIRA, 2006; TONIETTO; CAMARGO, 2006).

O Vale do Séo Francisco tem caracteristicas dliastjue o distinguem
das demais regides produtoras de vinho no mundem@eratura média anual &
de 27 °C (variando de 18 a 34 °C), com baixos éwlite precipitacdo anual
(cerca de 540 mm por ano), intensidade de luz sWarada (cerca de 3.000
horas por ano), ar relativamente seco, o que tdieuproliferacdo de pragas e
doencas, e uma fonte de agua disponivel e con&rgdad meio da irrigacéo, o
que facilita a producéo de uvas durante todo oEmooutras regides, como Rio
Grande do Sul, Santa Catarina e Parana, a prodig;@ivas esta restrita entre
quatro e seis meses do ano. Assim, as experién@ass na producdo de uvas
foram incentivadas pelas vantagens agroclimatiaasgido (SELWYN, 2010).

Segundo Pereira (2006), Vale do Sao Franciscoudi@ regido do
mundo que produz uvas o ano todo, sendo possiependlendo da cultivar,
colher entre duas a trés safras, anualmente. &st@dorre em fungéo do clima
e da irrigacdo a partir do rio S&o Francisco, gzecbm que o ciclo fenolégico
da videira seja mais curto. Além disso, é posgiealizar o escalonamento da

producdo ao longo do ano, o que reduz o0s investoreem termos de
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infraestrutura para a elaboracdo dos vinhos, alénpassibilitar escolher os
periodos do ano mais favoraveis para obtencdo de awinhos de melhor
qualidade e com tipicidades. Segundo o autor, @stasigens estdo tornando o
Vale um dos polos vitivinicolas mais dindmicos désp

2.3 Ocratoxina A

Micotoxinas séo produtos naturais de baixo pesiecutar, produzidos
como metabdlitos secundarios por fungos filamerstosem geral, sdo
consideradas compostos estaveis e a ocratoxinalA)(@m particular, € uma
molécula moderadamente estavel ao calor que pecmenéacta durante a
maioria das operacdes de processamento dos alsnent@ortanto, pode
permanecer nos produtos finais (BULLERMAN; BIANCH]|R0Q7).

Os metabdlitos secundarios podem ser definidosoaam conjunto de
compostos quimicos que ndo aparentam ter funcadoidiefno crescimento
celular. Este conceito é considerado contrario atabelecido para o
metabolismo primario, o qual fornece energia eymsres quimicos as células,
que sa0 essenciais para 0 crescimento e a repmddg& organismos
(BRAKHAGE; SCHROEKHE, 2010).

Ocratoxinas sdo um grupo de micotoxinas estrut@ale relacionadas
e, dentro deste grupo, a OTA é considerada a niaisaf em funcdo da
presenca do atomo de cloro na posi¢cdo C5, adiaioaadresenca de um OH
fendlico (Figura 1). O grupo também inclui a ocrta C (OTC), 4-
hidroxiocratoxina A (4-OH OTA), ocratoxina B (ndontém o atomo de cloro
no 5C da di-idro-metil-isocumarina) e a ocratoxina(OTa, em que a
fenilalanina esta ausente) (DUARTE et al.,, 20103sds micotoxinas sao
compostas, basicamente, de dois grupamentos: ushalrdki isocumarina,

ligada, através do seu grupo 7-carboxi, & amidgrdpamento L-f3 fenilalanina
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(essa ligacdo é muito estavel em relacdo a hidrd@isa temperatura), com
excecdo da Od, em que o grupamento fenilanina esta ausente (RIN& al.,
2006).

A OTA é um composto branco cristalino cujo noméngeo é (R) N-
[(5-cloro-3,4-di-hidro-8-hidroxi-3-metil-1-oxo-1H-Benzopiran-7-il) carbonil]
— L-fenilalanina. E pouco solGvel em agua e sol(aml solucdo aquosa de
bicarbonato de sédio. Sua formula empirica,g1¢cOsNCl (Figura 1) e o peso
molecular é de 403,82 g mlanNLI; ALKIS, 2010).

OH o)
NH [0}
COOH O H
CH,
c

Figura 1 Estrutura da ocratoxina A
Fonte: Anli; Alkis (2010), modificada.

Desde 2005, a Comissdo Europeia de alimentosedstain o limite
maximo para a OTA em vinho e suco de uva de 2,0 @OMMISSION
REGULATION, 2005). Mais de 300 micotoxinas ja foragonladas e descritas
(DUARTE et al., 2010) e, dentre elas, a OTA ¢é ums mhais estudadas, devido
aos seus efeitos teratogénicos, embriotéxicos, tgricos, neurotdxicos,
imunossupressores, carcinogénicos e nefrotoxicoammais (JECFA, 2001;
CHIOTTA et al., 2009). Foi classificada, em 1998|apAgéncia Internacional
de Pesquisa sobre Cancer, como um potencial cgésiieo humano (IARC,
1993).

OTA foi originalmente descrita como um metabol#ecundario de
Aspergillus ochraceufMERWE et al.,, 1965). Atualmente, sabe-se que é
produzida por vérias espécies de fungos filamestdss géneroAspergilluse
Penicillium (LASRAM et al., 2008).
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2.4 Espécies produtoras de ocratoxina A em uvas

Estudos indicam qui. verrucosung a principal espécie associada com
a producao de OTA em alimentos e racfes de reffidae® de clima temperado
(CHULZE et al., 2006). As espécies ocratoxigénidas géneroAspergillus
predominam em regi6es mais quentes e em paisdsaimpe pertencem as
SecdeLircumdatie Nigri (BELLI et al., 2004; CHULZE et al., 2006).

Os fungos da Secadigri apresentam esporos de cor preta que conferem
protecdo a luz solar e a radiacdo UV, atuando camme vantagem competitiva
em regifes de clima quente (PITT; HOCKING, 19930 8spécies resistentes a
temperaturas relativamente altas, tolerantes deaaidpreferem atividade de
agua (Aa) um pouco mais baixa (LOGRIECO et al. 320&CFA, 2008).

Os fungos responsaveis pela contaminacdo de wrasGTA sdo 0s
Aspergillus SecaoNigri (FRISVAD et al., 2007; LASRAM et al., 2010). As
espécied\. brasiliensisA. ibericuse A. foetidussdo ocasionalmente encontradas
em uvas e as mais frequentes gamiger, A. tubingensis A. japonicuse A.
carbonarius (OLIVER et al., 2008). Durante a maturacdo dassueeorrem
aumento no teor de agucar e amolecimento da pelficubaga, e, até a colheita,
as uvas tornam-se mais susceptiveis a infeccapgos do génerdspergillus
(BATTILANI et al., 2006; LEONG et al.,, 2007). Assjno retardamento da
colheita de uvas pode aumentar o risco de contgdmneom OTA (GAMBUTI
et al., 2005).

Sabe-se que a infeccdo fangica ocorre por meio injérias,
principalmente nas bagas maduras, e sob condigdesldr (20-25 °C), e se
espalha promovendo a colonizacdo de todo o cagdsasHnjdrias podem ser
causadas por manuseio inadequado dos cachos, uaahachecanicas ou

ferimentos causados por insetos ou passaros, gbaradornecendo uma porta
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de entrada para o tecido das bagas, no qual osdergontram um habitat ideal
para o seu desenvolvimento (COZZI et al., 2006).

Dentro da SecaNigri, a espécidspergillus carbonariug considerada
a principal fonte de OTA em uvas (HOCKING et ab02; LASRAM et al.,
2008) e os niveis da toxina variam em funcdo do tip vinho, da regido
vitivinicola e da safra (SOLFRIZZO et al., 2018). niger é a espécie mais
comum do génerdspergillus presente em uvas, mas poucos isolados sédo
ocratoxigénicos, o que a difere de carbonarius(VARGA; KOZAKIEWICZ,
2006; LEONG, 2007).

A espécie A. carbonarius produz esporos maiores, cresce em
temperaturas mais baixas do qeniger com temperatura 6tima de 30 °C, e
sua capacidade de crescer em baixa atividade de(Ag) € mais restrita. Ja a
espécieA. niger é xerofilica, com germinacéo relatada em Aa d& @,B5 °C
(DUARTE et al., 2010).

2.4.1Aspergillus carbonarius

Aspergillus carbonarius se caracteriza, morfologicamente, por
apresentar conidios pretos com paredes rugosgesekingas e largas. Devido
as suas caracteristicas morfologicas microscopigagle ser facilmente
distinguivel de outras espécies bisseriadas pemées a SecadNigri. A
germinacédo dos esporos Alecarbonariusé muito rapida e ocorre num periodo
de 24 horas, a temperatura entre 25 °C e 35 °Gyidagle de agua entre 0,90 a
0,99. A temperatura 6tima para o crescimento é ©e’@ a 30 °C, com
temperatura minima de 10 °C e maxima de 42 °Cjvalatle de agua 6tima
entre 0,95 e 0,99 (PERRONE et al., 2008). Entretar# condi¢cdes Otimas para

a producé@o de OTA pok. carbonariusdiferem das condi¢cbes 6timas para o
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crescimento do fungo e ocorrem a 15 °C e 20°CPp9%:-0,99 de atividade de
4gua (LEONG et al., 2006; BELLI et al., 2007).

2.4.2Aspergillus niger

O fungo da espéci@spergillus nigerapresenta distribuicdo geogréafica
mundial e é considerado uma das principais espdetesiorantes de alimentos.
E responséavel pela contaminacéo pré e pos-coltreitaitas, como uvas, alguns
vegetais e gréos. Esta espécie cresce em tempsratar30 °C a 35 °C e
atividade de agua entre 0,93 e 0,98 (KLICH, 20@2)producdo de OTA,
normalmente, ocorre a 20 °C e 25 °C, e 0,95 e O@&tividade de agua
(ESTEBAN et al., 2004). Apenas uma baixa porcema(# a 10%) de cepas
deA. nigeré produtora de OTA (PERRONE et. al., 2008).

Devido as suas caracteristicas fisiologicas, esiéae se torna
predominante em regides ou em determinadas estagbe®o nas quais as

temperaturas atingem os 40 °C.

2.5 Ocratoxina A em uvas e vinhos

Durante algum tempo, 0s cereais e 0s produtos @niftaam
considerados os principais alimentos contaminados ©TA. Na atualidade,
sabe-se que esta micotoxina pode estar presentiivensos alimentos. Entre
eles, o vinho é considerado uma das principaisefodie OTA para 0s seres
humanos, devido a elevada incidéncia desta miguaoxneste produto
(COUNCIL FOR AGRICULTURAL SCIENCE AND TECHNOLOGY,@3).

A presenca de OTA em suco de uva e vinho foiadkgtprimeiramente,
por Zimmerli e Dick (1995). Posteriormente, varestudos foram realizados

para avaliar os niveis desta toxina em sucos deewiahos da Europa e da
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Africa do Sul. Dados sobre a ocorréncia de OTA @mhosapresentaram niveis
de até 7,0 pug/L, sendo os niveis mais elevadostddtess nos vinhos tintos
elaborados na Europa (KOZAKIEWICZ et al., 2003; EANAKI et al., 2003;
LO CURTO et al., 2004) e na Africa do Sul (SHEPHARBIal., 2003).

No Brasil, Rosa et al. (2004) analisaram o teoOdé& em vinhos de
mesa nacionais e importados comercializados n@®itaneiro. A concentracdo
média de OTA obtida foi de 0,034 pg/L, tendo a mpmrcentagem e nivel de
contaminacéo sido detectados em vinhos tinto. Rosteente, Shundo et al.
(2006) pesquisaram vinhos de diferentes regidesiléiras e detectaram OTA
em 31% das amostras estudadas. Apenas duas dasddfas oriundas do
estado do Rio Grande do Sul apresentaram concéesra@ge OTA de 0,10 e 0,24
pg/L. O nivel mais elevado (1,33 pg/L) foi encodtrano vinho produzido no
Vale do Séo Francisco, localizado na regido noeddstBrasil, onde todas as
amostras estavam contaminadas em concentracfesaigaeam de 0,36 a 1,33
pg/L.

De acordo com Chulze et al. (2006), em estuddzaeas com vinhos
da América do Sul foi demonstrado que estes coni@eis de OTA inferiores
aos detectados na Europa. Entretanto, mais inf@@sagdo necessarias para
permitir uma melhor determinacdo do risco de comswla OTA entre as
populacdes destes paises.

No Brasil existe um regulamento técnico, aprovadmblicado em 22
de fevereiro de 2011, sobre os limites maximogddigs para micotoxinas em
alimentos. Esse regulamento tem o objetivo de elgedr os limites maximos
para aflatoxinas (AFB1, AFB2, AFG1, AFG2 e AFMlyratoxina A (OTA),
desoxivalenol (DON), fumonisinas (FB1 e FB2), patul(PAT) e zearalenona
(ZON) admissiveis em alimentos prontos para ofedaconsumidor e em
matérias-primas. Os limites maximos tolerados esfese aos resultados

obtidos por metodologias que atendam aos critémfess desempenho
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estabelecidos pelo Codex Alimentarius. Este regetdmaplica-se as empresas
que importem, produzam, distribuam e comercialiadgmns produtos descritos
nesta resolucéo. Entre as bebidas encontram-saluss\e seus derivados e 0s
limites maximos aceitaveis para a ocratoxina A d&o2 pg/L (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2011).

2.6 Fatores relacionados com o crescimento e a pragio de OTA por

fungos

A producao de metabdlitos secundarios ndo é dasepara o
desenvolvimento do fungo e € regulada por variosaisi ambientais
(MUHLENCOERT et al., 2004). O estresse é frequertgmmencionado como
uma causa para a sintese de micotoxinas (BIRZERBNGE; KRAMER,
2000).

Existem varios parametros que influenciam a comagdo fungica, o
crescimento e a producdo de ocratoxina A, tais camperatura, atividade de
agua (@), pH e tipo de substrato, dentre outros (ANLI; ABK2010; LASRAM
et al., 2010). Dentre esses parametros ambiemsisnais importantes sdo a
temperatura e a disponibilidade de agua (VARGA; RREWICZ, 2006), que
sd0 mais restritivos para a producdo de micotoxiimague para o crescimento
de fungos (MAGNOLI et al., 2007).

Estudos detectam elevada ocorréncia de espécratoxigénicas do
género Aspergillus em vinhedos localizados, principalmente, em regide
clima quente e seco (BLESA et al., 2006). Além aliasvas danificadas tém
apresentado maiores niveis de contaminagédo comddTue uvas sadias.

Em estudos de Lasram et al. (2010) nenhuma egé&elpdde ser obtida
entre crescimento e producao de OTA Aocarbonarius o que esti de acordo

com dados da literatura. Segundo Marin et al. (R@G86 temperaturas elevadas,
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A. carbonariuscresce rapidamente com o0 consumo maximo de nigsieio
meio de cultura em poucos dias. De acordo com irastal. (2010), é provéavel
que este fungo utilize alguns nutrientes do sutosfrara a producédo de OTA.
Desse modo, em alta temperatura, ha diminuicdapactdade de producédo da
toxina em funcdo do esgotamento de nutrientes do.rBegundo os autores,
isto explica porque ocorre a produgdo maxima de QA temperaturas
inferiores a de crescimento méximo.

Além de fatores ambientais, as caracteristicaitistrato, a presenca de
microflora competitiva e a integridade do grdo <d@wortantes para a
contaminacao por espéciesAlepergilluse a producdo de OTA (RAMOS et al.,
1998).

O conhecimento sobre a ecologia e a fisiologia elpécies
potencialmente ocratoxigénicas pode fornecer fexrdas importantes para
controlar a contaminagdo com OTA durante a prodagiavas (LASRAM et
al., 2010).

2.7 Efetividade de fungicidas no controle de fungdsxigénicos

A prevencdao do crescimento de fungos micotoxigénécuma estratégia
efetiva no controle da presenca de micotoxinasatiogentos. Em muitos casos,
0 uso de fungicidas é a Unica maneira eficienten@uica e frequentemente
bem sucedida para evitar o crescimento fangico (GIWRCELA et al., 2011).
Vérios fungicidas tém sido testados no controlesgjgécieA. carbonariusem
uvas, no campo e em laboratério (LO CURTO et &042 TJAMOS et al.,
2004; BELLI et al., 2006). Entretanto, as restrigfgais sobre o limite maximo
de residuos e a demanda dos consumidores por psodeguros tornam

necessario o uso de antifingicos menos agressivoeim ambiente.
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Autores relatam que o Ciprodinil, um tipo de fuida
amilinopirimidino, € efetivo na reducao da produd@dOTA porA. carbonarius
em meio sintético de uva e também nas bagas (BELAI., 2006). De acordo
com Valero et al. (2007), a aplicacdo de ciprodinfludioxonil em vinhedos
inibe o crescimento e a producao de OTA de espdai&@ecadligri.

Em estudos de Techarat e Dachoupakan (2012) casndavTailandia, o
crescimento e a produgdo de OTA porcarbonariusforam significativamente
reduzidos ao aplicar os fungicidas testados (Caddmm e difeconazol) em
concentracdes mais elevadas.

Garcia-Cela et al. (2011) avaliaram o impactordadancas climaticas
de temperatura e umidade previstas para Espantteseavolvimento de fungos
ocratoxigéncos. Os autores concluiram que o efio® fungicidas depende,
principalmente, do ingrediente ativo, sendo os lredos apenas fracamente
relacionados as mudancas nas condi¢cdes ambientais.

De acordo com o principio ativo, os antifingicdsasn de modo
diferente na fisiologia da célula microbiana. Alguoomo os azoles, inibem a
sintese de ergosterol, o principal componente dmbrana celular flngica,
responsavel pela sua fluidez e integridade. Oltiagueiam a sintese da parede
celular, por meio da inibicdo da sintese dos pmtesdeos glucano e quitina,
gue sdo essenciais para garantir a rigidez da @arexlitar a lise celular. Por
fim, tém-se os antifingicos que inibem a sinteseddidos nucleicos e proteinas
essenciais ao metabolismo celular (KATHIRAVAN et 2D12).
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CAPITULO 2

Incidéncia dos fungosAspergillus SecaaNigri em diferentes cultivares de

uvas viniferas do Brasil

RESUMO

Os AspergillusSecaoNigri tém sido considerados os principais fungos
responsaveis pela contaminagéo de uvas com OT/A-&aljue varios fatores
influenciam a infeccdo, a colonizacdo e a produgdoOTA pelos fungos
ocratoxigénicos, dentre eles, as condi¢cbes amiematdocalizacdo da vinicola,
as praticas agricolas e as caracteristicas dasNwgwesente estudo, objetivou-
se avaliar a incidéncia dos fungdsspergillus SecdoNigri em diferentes
cultivares de uvas viniferas da regido vitivinicatapical do Brasil, com
especial atencdo as espécies potencialmente pragude OTA. Nesta regido
foram coletadas as seguintes cultivares Syrah, VRatilot, Cabernet Sauvignon,
Merlot e Chenin Blan, totalizando 15 amostras. Aspéeies do género
AspergillusSecaadNigri foram identificadas por caracteristicas morfolégioca
guantificagdo de OTA dos isolados foi realizada H®LC com detector de
fluorescéncia. Foram isolados, no total, 22&pergillus Sec&o Nigri,
identificados nas espécies carbonarius A. niger A. niger Agregado, A.
foetidus A. aculeatuse A. japonicus Os fungos detectados com maior
frequéncia nas uvas foram o gruponigerAgregado (42%), seguido da espécie
A. carbonarius(38%). A uva ‘Petit Verdot' foi a que apresentourreior
incidéncia dos Aspergillus Secado Nigri, principalmente da espécié.
carbonarius Todos os isolados d&. carbonarius(103) foram produtores de
OTA, em niveis médios (5-20 ug OTA/g CYA) e altes20 ug OTA/g CYA),
enquanto, das demais espécies, nenhum dos isdladosratoxigénico. Os
resultados mostraram que o tipo de cultivar depode influenciar a incidéncia
dos fungodAspergillusSecadNigri. Além disso, para a regido, o potencial risco
de contaminacgdo das uvas com OTA esta relacionamioAc carbonarius em
funcdo da alta frequéncia de ocorréncia e dosspredduzidosn vitro.

Palavras-chave: HPLC; ocratoxina A; uva; Seldapi; Aspergillus carbonarius
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1 INTRODUCAO

Os AspergillusSecaoNigri tém sido considerados os principais fungos
responsaveis pela contaminacdo de uvas com OTAnpodser isolados desde
os estadios iniciais de desenvolvimento da baga affoca de colheita (BAU et
al., 2005; FRISVAD et al., 2007; LASRAM et al., ZDIPALUMBO et al.,
2011; SAGE et al., 2002). Dentre dsspergillus SecdoNigri, a espécie
Aspergillus carbonariusé considerada a principal fonte de OTA em uvas
(HOCKING et al., 2007; LASRAM et al., 2008).

A ocratoxina A (OTA) é um metabdlito secundario durido por
algumas espécies de fungos filamentosos dos géAspesgilluse Penicillium
E uma micotoxina classificada como um possiveligagénico renal humano
(grupo 2B), devido aos vérios efeitos téxicos enmais (INTERNATIONAL
AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 1993). A OTA tem aid
amplamente detectada em vinho e em suco de uva B@AEt al.,, 2007;
VARGA,; KOZAKIEWICZ, 2006), o que os tornam fontemportantes de
ingestdo diaria para os seres humanos, especiangnt paises europeus,
devido as condicBes climaticas favoraveis a sintdssta micotoxina
(KHOURY; ATOUI, 2010). Varios fatores influenciam anfeccdo, a
colonizacdo e a producdo de OTA pelos fungos adg@nicos. Dentre eles
estdo as condicdes ambientais, a localizacdo deolan as praticas agricolas e
as caracteristicas das uvas (LASRAM et al., 2012).

O Brasil apresenta regifes produtoras de vinho camacteristicas
agroclimaticas bem distintas. Dentre elas, a redi@d/ale do Sdo Francisco,
onde embora a vitivinicultura seja uma atividadeente, ela se destaca das
demais areas produtoras de vinho no mundo por &aica na qual € possivel
produzir uvas durante o ano todo. Esta caractaistem favorecido o

reconhecimento do grande potencial do Vale pamdugao de vinhos finos e
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outros produtos derivados de uva. Assim, para garaom consumidor a
gualidade e a seguranca micotoxicoldgica destdsoginha a necessidade de
mais estudos sobre os parametros abiéticos quentilam a contaminacéo das
diferentes cultivares de uvas com OTA. Assim, estado foi realizado com os
objetivos de avaliar a incidéncia dos fungaspergillus SecdoNigri em
diferentes cultivares de uvas viniferas da regifiginicola tropical do Brasil,
com especial atencdo para as espécies potencialrpesdutoras de OTA, e

quantificar a capacidade ocratoxigénica dos isslado

2 OBJETIVO GERAL

Este trabalho foi realizado com o objetivo geralagaliar a incidéncia
dos fungodAspergillusSecaadNigri em diferentes cultivares de uvas viniferas da
regido vitivinicola tropical do Brasil, com espédc@encdo para as espécies

potencialmente produtoras de OTA.

2.1 Objetivos especificos

a) avaliar a frequéncia de ocorréncia Alspergillus SecaoNigri em
uvas viniferas de diferentes cultivares;

b) quantificar a ocratoxina A produzida pbr Carbonarius

c) avaliar se ha diferenca na frequéncia de ocorrédeiaespécies

toxigénicas em relacado as cultivares de uva.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Area de estudo

As amostras de uvas viniferas foram obtidas nadoegitivinicola
tropical do Brasil, localizada no Vale do Subméfiam Francisco (9°S; 40°W),
nordeste brasileiro (Figura 1). Na regido, a temupea média anual é de 27 °C,
a precipitacdo anual € de 500 mm e o clima trogiealiarido. Destaca-se pelas
vantagens geobiolGgicas e climéticas em relac@izi@msis areas tradicionais de
producdo de vinho no mundo, que propiciam condipdea a producdo de uvas
durante o ano todo. Na regido, embora o climaesé¢gfjamamente seco, o cultivo

da uva é possivel por meio de projetos de irrigacéo

3.2 Amostragem das uvas

Uvas viniferas para vinhos foram coletadas nosgistafinais de
maturacao da baga (época de colheita), em trésoldisi situadas nos municipios
destacados na Figura 1. Foram obtidas trés amaitraada uma das seguintes
cultivares: Syrah, Petit Verdot, Cabernet Sauvignderlot e Chenin Blan,
totalizando 15 amostras (n=15). Nas vinicolas focaetados dois cachos de
uvas em trés pontos distintos (P1, P2 e P3) eGaiesino vinhedo, totalizando
seis cachos para cada cultivar de uva. Foram daletzachos representativos do
estado observado nas vinhas. As uvas foram traasiasrpara o laboratério em

sacos plasticos estéreis lacrados, dentro de dairaias.
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Vinicolas 2 ¢ 3

Figura 1Municipios pertencentea regido do Vale do ®médio Sao Francis,
situada nonordeste brasileirocom as respectivas local¢cdes das
vinicolas(1, 2 e 3)onde foram coletadas amostras de uv

3.3 Isolamento e identificacdo doAspergillus SecaoNigri

O isolamento dos fungos das uvas foi realizadooraord descrito pc
Samson et al. (2000), com algumas modificacBes.sApdprocedimento c
desinfec¢do superficial, 50 bagas de cada pontostaado (total de 15
bagas/amostra) foram plagueadas diretanem meio de culturdichloran ros:
de bengala clemfenicol (DRBC). As placas foram incubadas no m, por 5-7
dias, a 25°C. Posteriormente, os fungos identificados, canéoraspecto
morfologicos, como pertencentes ao génAspergillus SecdoNigri foram
reisolados no mei@gar maltepara purificacdo das coldnias. Os fungos
cultura pura foram incubados em meios e tempematyradronizados
identificados de acordo com Klich (2002), Same Varga(2007) e Varga et &
(2011).
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3.4 Extracdo e quantificacdo de OTA das culturas

A ocratoxina A foi extraida de acordo com o métatio Bragulat,
Abarca e Cabanes (2001) modificado. Os isoladaarfoinoculados em trés
pontos distintos no meio de cultura CYA e incubagms sete dias, a 25 °C.
Posteriormente, trés plugs da cultura foram renwsvida area interna, meio e
borda de cada col6nia e colocados em tubos decei@siplugs foram pesados
e, em seguida, homogeneizados com 1 ml de metApds 60 minutos, os
extratos foram filtrados em unidades filtrantedPdé-E (0,22 um) (Millipore) e
injetados no cromatégrafo liquido de alta efici@rn@&PLC).

O equipamento utilizado foi um HPLC Shimadzu, egdigp com duas
bombas de alta pressdo modelo SPD-M20A, degashificaodelo DGU 20A3,
interface modelo CBM-202, injetor automatico modgla-10AF e detector de
fluorescéncia RF-10 AXL Mgy 330 nm; Aem 460 nm). Foram utilizadas as
colunas Agilent-Zorbax Eclipse XDB-C18 (4,6 x 250nm5um) conectadas a
uma pré-coluna Agilent-Zorbax Eclipse XDB-C18 44,6 x 12,5 mm, 5
um). A eluicdo foi realizada em sistema isocratice 35:35:29:1
(metanol:acetonitrila:agua:acido acético), comdlae 0,8 mL mift. O volume
injetado das amostras e do padrao foi de 20 plen@po de retencdo médio foi
de 11+0,1 minutos. A quantificacdo da OTA nas amsdbi realizada por meio
da construcdo de uma curva analitica obtida poressgo linear (y =
1,11756x10 x = 2592,1485; em que y = area do pico e x = auinagdo de
OTA), correlacionando a area do piwersusa concentracdo da respectiva
solucdo padrao, tendo o coeficiente de determin@@imbtido sido de 0,9999.
Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQafo de 0,0004 e 0,0016
ug/g, respectivamente. A recuperacdo da OTA em deicultura CYA foi, em
média, de 87% (n = 3). Todas as amostras foramsadak em duplicata,

enquanto as solugdes padrdo de OTA foram injemasiplicata.
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3.4.1 Preparo da curva padrao

A curva padrao foi preparada baseando-se no métedorito pelo
Comité de Normalizacdo para a Analise de OTA enmh¥ia Cerveja. Para o
preparo da curva, utilizou-se uma solucdo estoqawigmente preparada,
dissolvendo-se o padrdo comercial de OTA (0187Gm8) em tolueno/acido
aceético (99:1, v/v). A concentracdo da solugdo gestofoi determinada por
medicdo da absorbancia UV a 333 nm e -calculada ndegulAOAC
(ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS, 2002em 136%
de OTA. Apls a determinagdo da concentracdo daz@wlestoque, foram
preparadas, por diluicdo, solu¢cdes padrdo com otnagdes de 0,001; 0,01;
0,025; 0,1 e 0,15 pg/g. Regularmente, novos padféesn preparados e

injetados, de forma a verificar e ajustar a cumvaalibracao.
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4 RESULTADOS

4.1 Ocorréncia das espécies despergillus SecadNigri

Das amostras de uvas estudadas foram isoladostaho272Aspergillus
Secdo Nigri, identificados nas espécies. carbonarius A. niger A. niger
Agregado,A. foetidus A. aculeatuse A. japonicus Na Figura 2 apresenta-se a
frequéncia de ocorréncia dessas espécies nas aivagidlo vitivinicola estudada.
Ao considerarA. niger, A. foetiduse A. niger Agregado como pertencentes ao
mesmo grupo, pode-se afirmar que o grApaiger Agregado (114/272) foi o de
maior frequéncia nas uvas (42%). Também foi obsleruana elevada ocorréncia
da espécieA. carbonarius(103/272), com frequéncia de 38%, semelhante ao
grupo de espécigs. nigerAgregado. As espécies unisseriadasaculeatus A.
japonicug foram detectadas em baixo numero nas uvas daorg§b/272),

representando 20% do total AlspergillusSecadNigri.
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Figura 2 Frequéncia de ocorréncia das espécies edagdo ao total de
AspergillusSecadNigri isolados das uvas
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4.2 Distribuicdo das espécies daspergillus SecaoNigri entre as cultivares
de uva

A porcentagem dos fungo&spergillus SecaoNigri isolados de cada
cultivar de uva esta descrita na Figura 3. Todascutvares estudadas
apresentaram-se contaminadas com estes fungos,reerabporcentagem de
isolados obtidos tenha sido diferente entre elastdial deAspergillusSecao
Nigri, 44% foi isolado da cultivar Petit Verdot, seguirs® da ‘Syrah’ (27%),
‘Cabernet Sauvignon’ (16%), ‘Chenin Blanc’ (8%)Merlot’ (5%). O fato de a
maior porcentagem de isolados flngicos ter sidad@bd partir da uva ‘Petit
Verdot' pode ser um indicativo regional de maiscaptibilidade desta cultivar a
contaminacdo com os fungdsspergillus SecaoNigri. Considerando que as
cultivares foram coletadas na mesma regido vitielaj sob as mesmas condi¢des
climaticas e ambientais, a diferen¢a no percemedsolados obtidos entre elas,
provavelmente, esta relacionada com as caraatadsta cultivar associadas com

as caracteristicas da regido, tornando-a maispisgen infecao fungica.

50 +

30

OJIII;

Chenin  Cabernet Petit Syrah Merlot
Blanc Sauvignon  Verdot

% de A. Secao Nigri

Figura 3 Porcentagem de SecaoNigri isolados das diferentes cultivares de
uva. Os valores representam a média do nimerokdel@s obtidos em
cada cultivar
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A distribuicdo das espécies depergillusSecaaNigri isoladas de cada
cultivar de uva pode ser observada na Figura 4ulivar Syrah apresentou-se
contaminada com todas as espécies identificadas mestudo, com similar
frequéncia de ocorréncia dos isolados de cada iespécarbonarius(18,3%),
A. niger (19,2%),A. nigerAgregado (20,5%)A. foetidus(13,9%),A. aculeatus
(19,2%) eA. japonicus(8,8%). Entretanto, ao considerar o grufo niger
Agregado A. niger, A. nigerAgregado éA. foetidu}, pode-se dizer que este foi
predominante entre os demdispergillusssp., com ocorréncia de 53,6% nas
uvas ‘Syrah’. Nas cultivares Cabernet Sauvignoretit Rerdot, a espécié.
carbonariusse destacou entre as demais, representando, treapente, 96,3%
e 63,5% do total de isolados despergillus SecdoNigri obtidos. Assim, é
possivel observar que a contaminacao fungica naGakernet Sauvignon’ foi
expressivamente determinada pelo fun§o carbonarius Na cultivar Petit
Verdot, embora com menor frequéncia, também foisotadas as espécids
niger (21,6%) e as unisseriad#s aculeatuse A. japonicus(13,5%). Das
cultivares Chenin Blanc e Merlot foram obtidos pmiésolados déspergillus
SecaoNigri, o que indica serem as mais resistentes a infqupestes fungos
na regido vitivinicola estudada. Isolados da espéci carbonarius foram
obtidos de todas as cinco cultivares, entretantoa@r incidéncia deste fungo
ocorreu na uva ‘Petit Verdot’. Do total médio Alecarbonarius 55,75% foram
isolados da cultivar Petit Verdot, seguida da ‘@abt Sauvignon’ (30,8%),
‘Syrah’ (9,8%), ‘Chenin Blanc’ (2,4%) e ‘Merlot’ (2%). A espéciéA. niger
também foi detectada com maior frequéncia na uedit'®erdot’, embora o
namero de isolados tenha sido expressivamentedne deA. carbonarius
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Figura 4 Distribuicdo das espécies/dpergillusSecaaNigri entre as diferentes
cultivares de uva. Valores representam o numeroiandsl isolados
das espécies obtidos das cultivares

4.3 Potencial ocratoxigénico das espécies

Todos os 272 isolados da&spergillus SecaoNigri obtidos (103A.
carbonarius 114 grupoA. niger Agregado e 55 unisseriados) foram testados
quanto a capacidade ocratoxigénica apés cultivanem CYA, a 25 °C, por 7
dias. Neste estudo, além do elevado numero dedolala espéciéi.
carbonarius obtidos, 100% (103/103) foram produtores de OTAguanto
nenhum dos isolados do gruponigerAgregado e das espécies unisseriadas foi
considerado ocratoxigénico. Na Tabela 1 obsenafsequéncia de distribuicdo
das concentragfes de OTA obtidas dos isolad@s darbonarius Os niveis de
OTA produzidos variaram entre uma ampla faixa 04 @, 169,97 (min-max g
OTA/g CYA), o que indica que oA. carbonariusapresentaram alto potencial

para producdo de OTA. Com relagdo aos niveis de ©b#dos, pode-se
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agrupar os isolados em baixa (<LD - 5), mediana (&0) e alta (> 20)
capacidade de producdo de OTA. Assim, os dadosramosjue 23,3% dos
isolados produziram niveis baixos, 43,7% foram ameak e 33% apresentaram
alta capacidade ocratoxigénica. No presente estadomaioria dosA.
carbonariusproduziu OTA em niveis médios e altos.

Tabela 1 Frequéncia de distribuicdo da concentrde&0TA dos isolados d&.
carbonariusem CYA
Faixa de concentragdo (ug OTA/g CYA) Numero de isolados Média (ug OTA/g CYA)

<LD?-5 24 2,86
5,0-20,0 45 10,91
20,0-50 19 32,66
50,0-100,0 12 67,27
100,00-150,0 2 130,30
150,00-200,00 1 169,97

LD: Limite de deteccéo

5 DISCUSSAO

Espécies deAspergillus Secdo Nigri foram isoladas de todas as
cultivares de uva, conforme relatado em estudosriangs, realizados em
diferentes paises no mundo. Estes fungos sdo ewvadis a micobiota
predominante de uvas, principalmente na época lteita (SAGE et al., 2002;
BELLI et al., 2006; LASRAM et al., 2007; LASRAM ai.,, 2012; LEONG et
al., 2006b; LUCCHETTA et al., 2010). Durante a fdsematuracdo, ocorrem o
amolecimento da casca das uvas e 0 aumento naléeacicar, tornando as
bagas mais susceptiveis a infec¢éo AspergillusSecaoNigri, principalmente
quando as uvas estdo danificadas (BATTILANI; MAGAN)GRIECO, 2006;
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LEONG; HOCKING; SCOTT, 2006; LEONG; HOCKING; SCOTZ007). Em
geral, estes fungos apresentam elevada resist@osiaraios UV e a forte
insolacdo (JOINT EXPERT COMMITTEE ON FOOD ADDITIVES008),
devido a espessura da parede dos esporos e agaaiemalta quantidade de
melanina como pigmento dos esporos (ROTEM; AUST9119Assim, as
condigcbes ambientais durante o cultivo de uvas e@do estudada, com
temperatura média de 27 °C e insolacdo média ddi&, ipodem proporcionar
uma vantagem competitiva paraAspergillusSecadNigri.

OsA. nigerAgregado sé@o considerados como sendo o grupgoéeies
mais comumente encontradas nas vinicolas, comé&neia de ocorréncia bem
superior a da espécie carbonarius Na Italia, 0sA. niger Agregado foram os
fungos predominantes nas uvas (LUCCHETTA et afl020Em um estudo com
uvas da Tunisia, do total de Se¢ad\igri obtidos, 72% pertenciam ao grufo
niger Agregado e somente 22% foram identificados Am carbonarius
(LASRAM et al., 2012). Sage et al. (2002) tambémoatraram poucos isolados
da espécié\. carbonariusem uvas na Franca. Entretanto, no presente esiudo,
total deA. carbonariusobtido das uvas foi semelhante acAdeniger Agregado,
com elevada ocorréncia na regido vitivinicola.

Em estudos realizados na Europa foi demonstradg dueante o
processo de secagem de uvas ao sol, ocorre um #ursignificativo na
contaminacdo comA. carbonarius (CORAVELLI et al.,, 2012; MAGAN,;
ALDRED, 2005). Neste processo ocorrem concentradpfoacucares e reducao
do teor de agua. A elevada incidéncia de insoldg#ante o cultivo de uvas na
regido vitivinicola do Nordeste do Brasil contrigp@ra a aceleracdo desse
processo e algumas uvas no campo atingem teomgidares mais elevados, o
gue pode favorecer a contaminacdo Porcarbonarius Assim, o atraso da

colheita de frutos maduros também pode ser com&ldeum dos fatores
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relevantes para 0 aumento da contaminagdo das ceas 0s fungos
ocratoxigénicos (GAMBUTI et al., 2005).

Dentre as cultivares de uva, a ‘Petit Verdot’dajue apresentou maior
contaminacdo com o#\. Secdo Nigri, principalmente com a espécid.
carbonarius o que indica ser esta a cultivar mais suscepties fungos
ocratoxigénicos na regido vitivinicola estudadayudeo Leong et al. (2006b), a
maior incidéncia de colonizacdo das uvas por éspéreAspergillusocorre
quando estas apresentam algum rompimento em sigalpeAssim, de acordo
com Martinez-Rodriguez e Carrascosa (2009), umapdasipais medidas a
serem tomadas para evitar o desenvolvimento deofungptencialmente
ocratoxigénicos € aquela aplicada para evitar dar@odaga, por meio do
controle de fungos patogénicos e insetos, duracigdtivo da uva. Além disso,
Lasram et al. (2012) sugerem outros fatores, aksncdndi¢Bes climéticas, que
podem influenciar a incidéncia de fungos nas ueaso as cultivares e as
diferentes praticas agricolas, que incluem os rratdos fitossanitarios e o
sistema de irrigacdo. Ao considerar que as culvague apresentaram as
maiores incidéncias dos fung8spergillusSecaaNigri foram coletadas sob as
mesmas praticas agricolas e condi¢des climaticzde-pe dizer que a maior
ocorréncia destes fungos na uva ‘Petit Verdot'yvavelmente, esta relacionada
com as caracteristicas da cultivar, que envolvdelesmposicao fisico-quimica,
tempo de maturacado até estrutura do cacho.

Battilani et al. (2004) relataram diferencas erasecultivares de uva
guanto a susceptibilidade a infec¢éo fungica eodymdo de OTAN vitro. Os
autores sugerem que estas tendéncias devem sadasdunente aplicadas as
vinhas, visto que as diferencas na contaminacdo @®v entre as cultivares
estdo mais fortemente associadas com as variagfasass do clima e do tempo
de maturacdo das uvas do que com as caracteristerasites a cada cultivar
(BATTILANI et al., 2006; LEONG et al.,, 2006a). Eetanto, em estudos
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recentes foi relatado que diferencas de contaminegéie as cultivares de uva
podem estar relacionadas com as propriedadessfisicuuimicas das mesmas
(JIANG; SHI; ZHU, 2013). Além disso, deve-se retmala importancia da
espessura da casca para evitar danos nas bagicukadia infeccdo fungica
(BATTILANI et al., 2004; VARGA; KOZAKIEWICZ, 2006).A estrutura do
cacho e a concentragdo de taninos também contrilpaeana resisténcia das
uvas a contaminacdo (GABLER et al., 2003). De azadm Leong et al.
(2006a), algumas cultivares, como a Sunmuscat,sept@n a estrutura do
cacho de maneira a permitir uma maior aeracdo @strevas e minimizar o
contato dos danos entre bagas, principalmentearsespnternas do cacho, local
a partir do qual os fungos sdo comumente isolaflesim, algumas cultivares
podem ser menos susceptiveis a esta contaminagficeduutras, em fungéo do
tipo de cacho, visto que a proximidade das bagasnbéém uma caracteristica
relevante.

Além da elevada incidéncia de carbonarius 100% dos isolados foram
produtores de OTA e a maioria deles em niveis, ideredos neste estudo,
medianos (5-20 ug OTA/g CYA) e alto (> 20 ug OTAYA). Esta espécie é
considerada a principal fonte de OTA para as uwsesfuncdo da porcentagem
de isolados positivos e dos niveis de OTA detestadeitro (HOCKING et al.,
2007; LASRAM et al., 2008; LEONG et al., 2006a; COFELLI et al., 2012;
LASRAM et al., 2012; ). Para a regido vitivinica@studada, o potencial risco de
contaminacao das uvas com OTA pode ser atribuipesenca da espédie
carbonarius

Embora tenha sido detectada elevada incidéncia. darbonariusnas
uvas, com alta capacidade de producdo de OTA, euuass anteriores foi
demonstrado que os vinhos e 0s sucos de uva pdoduzd nordeste do Brasil
apresentam baixos niveis dessa micotoxina (TERRAL.et2013). Este fato

indica que, provavelmente, as condi¢cdes ambiedidta regido favorecem a
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colonizacdo das uvas cofn carbonarius entretanto, ndo séo favoraveis para a
producado de OTA pelo fungo no campo. Terra eR8l18) sugerem que o clima
tropical semiarido, em que elevadas temperatu@®sisservadas durante o ano
todo, € um dos principais fatores relacionados laisos niveis de OTA
detectados nos vinhos elaborados na regido vitilaftropical. Além disso, em
outros estudos mostrou-se que a espdciecarbonarius apresenta maior
habilidade para producdo de OTA em temperaturasvgriem de 15 a 20 °C
(BELLI et al., 2005; ESTEBAN et al., 2004; MITCHELALDRED; MAGAN,
2003; TASSOU et al., 2007; LASRAM et al., 2010yue difere das condicdes
observadas na regido. De acordo com Battilani .e(2804), a temperatura
durante a maturacdo das uvas no campo é um fafticoctanto para o

desenvolvimento do fungo quanto para a producdoToe
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6 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo mostraram quiveaicde uva pode
influenciar a incidéncia dos fungofspergillus Secdo Nigri na regido
vitivinicola tropical do Brasil, principalmente @spécieA. carbonarius Além
disso, para a regido, o potencial risco de contaglim das uvas com OTA esta
relacionado com\. carbonarius em funcéo da alta frequéncia de ocorréncia e

dos niveis produzidos in vitro.
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CAPITULO 3

Efeito de fungicidas no crescimento e na producéaedcratoxina A por

Aspergillus carbonarius isolado de uvas viniferas cultivadas no Brasil

RESUMO

A prevencdo, no campo, do crescimento de fungasiupores de
micotoxinas é a estratégia mais efetiva para clamteopresenca dessas toxinas
nos alimentos. Com a frequente utilizacdo de fudgg para protecdo das
culturas, seus efeitos sobre a producdo de micw@exdevem ser considerados.
Portanto, o presente estudo foi realizado com etiobj de avaliar o efeito de
fungicidas sobre o crescimento Ae carbonariuse a producdo de OTA. Trés
experimentos foram desenvolvidos na seguinte segquéhscreeningde cinco
fungicidas comumente utilizados na cultura da ugaBmasil em meio CYA
inoculado comA. carbonariuscom posterior incubagcdo a 25 °C e avaliacdo
diaria do didmetro da coldnia durante dez dias. A\ @i extraida no décimo
dia e quantificada por HPLC; ii) determinagdo dancemtracdo minima
inibitéria do crescimento do fungo e os efeitosread producdo de OTA em
meio semissintético a base de uva, com incubad&g 20 e 30 °C, durante 20
dias e iii) avaliacdo do efeito dos fungicidas t@direente nas uvas. Na dose
comercial recomendada, a maioria dos fungiciddaades foi efetiva no controle
do crescimento dé. carbonariuse na producdo de OTi vitro, sendo este
efeito influenciado pelo tipo de fungicida, a desa temperatura. A temperatura
foi considerada fator determinante que influenciefetividade dos fungicidas
sobre o crescimento di&. carbonariuse a producdo de OTA, sendo a maior
reducdo do crescimento e a maior producdo de OTécielos a 15 °C. As
doses dos fungicidas testadas nao foram efetiva®mioole deA. carbonarius
em uvas. Assim, o efeito direto dos fungicidasunas deve ser mais estudado,
a fim de se obter uma maior aproximacgéo das coesligie ocorrem no campo.

Palavras-chaveSeguranga alimentar. Controle. Ocratoxina Aspergillus
carbonarius
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1 INTRODUCAO

Micotoxinas s&o substancias naturalmente prodsizidar fungos
toxigénicos que comumente se desenvolvem em d&/ershuras e causam
efeitos adversos quando consumidos por seres hgneaanimais (TIRADO et
al., 2010). O grupo das ocratoxinas inclui a octia A (OTA), a toxina mais
relevante e prevalente do grupo, e as ocratoxinas ®, que representam
menores riscos (GARCIA-CELA et al., 2011). Devidoisso, a Agéncia
Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARGksifleou a OTA como um
possivel carcinogénico humano do grupo 2B, baseadavidéncias de diversos
estudos INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER
2002).

A biossintese de micotoxinas é determinada por ampla faixa de
fatores fisicos, biolégicos e quimicos, assim cqmeta interacdo entre eles.
Condi¢des ambientais, como temperatura e dispa@di de agua, séo fatores
primarios que afetam o desenvolvimento e a produtganicotoxinas pelos
fungos. Sabe-se que as condi¢Bes 6timas para acpmde OTA diferem das
do crescimento fungico. A temperatura 6tima parrescimento se encontra
entre 25 °C a 30 °C (PERRONE et al., 2008), enquardtimo para a producao
de OTA ocorre entre 15 °C e 20 °C (BELLI et al.020LEONG et al., 2006).

Os fungos filamentosos pertencentes aos géndresicillium,
principalmente a espéckenicillium verrucosume osAspergillusdas secdes
Circumdati e Nigri sdo considerados como as fontes de OTA para diers
alimentos. Em uvas, varios estudos relataramAspergillus Secao Nigri,
particularmente a espédepergillus carbonariuscomo o principal responsavel
pela presenca desta micotoxina (BATTILANI et al002; CABANES et al.,
2002), em funcédo da elevada proporcdo de isolagaifwres e dos altos niveis
produzidos (BATTILANI;GIORNI; PIETRI 2003; PERRONE et al., 2006). No
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Brasil foi detectada a presencaAlecarbonariuscomo contaminantes de uvas,
entretanto, os niveis de OTA dos vinhos produzéestavam abaixo do limite de
2 Mg/L, estabelecido pela legislacdo para vinhaerévados (TERRA et al.,
2013).

A prevencdo no campo do crescimento de fungos uposoes de
micotoxinas é a estratégia mais efetiva para clamteopresenca dessas toxinas
nos alimentos. O manejo sanitario adequado de é@vam ponto critico na
estratégia de controle da presenca de OTA em vinhoa vez que os fungos
patogénicos que incidem sobre a cultura expdem ratosf direta ou
indiretamente, a injurias que possibilitam a calegio por fungos
potencialmente produtores de micotoxinas.

Com a frequente utilizacao de fungicidas paraotegfo das culturas no
campo, seus efeitos sobre a produc¢do de micotoiensm ser considerados.
Tem sido relatado que alguns fungicidas influencf@msitivamente e outros,
negativamente na producdo de micotoxinas pelosoBIHOYACIOGLU;
HETTIARACHCHY; STACK, 1992; GAREIS; CEYNOWA, 1994;
BATTILANI; GIORNI; PIETRI, 2003; BELLI et al., 2006).

Embora o uso de fungicidas sintéticos seja cormibea maneira mais
eficiente e custo-efetiva para evitar a contamioad@ fungos patogénicos e o
desenvolvimento de doencas nas culturas (GARCIA/CELLal., 2011), ndo se
tém registros no Brasil do efeito dos fungicidasomente aplicados na cultura
da uva sobre o crescimento e producdo de OTA pugofu ocratoxigénicos
oportunistas, com@\. carbonarius Nesse sentido, os objetivos, neste estudo,
foram (i) realizar oscreeningde fungicidas utilizados em vinhas no Brasil e
testar a eficiéncia sobre o crescimentdddearbonariuse a producdo de OTA,;
(i) detectar a concentracdo minima inibitéria (CMlos fungicidas para o

crescimento deA. carbonariusem meio semissintético a base de uva e (iii)
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avaliar o efeito da CMI sobre o crescimentoAdecarbonariusinoculados em

uvas.

2 OBJETIVO GERAL

Neste trabalho, o objetivo geral foi avaligr vitro a eficiéncia de
diferentes fungicidas utilizados em uvas no Braslire o crescimento d&.

carbonariuse a producéo de OTA.

2.1 Objetivos especificos

a) realizar oscreeningde fungicidas utilizados em vinhas no Brasil e
testar a eficiéncia sobre o crescimento Alecarbonariuse a
producdo de OTA em meio CYA;

b) detectar a concentracdo minima inibitéria (CMI) flowicidas para
0 crescimento dé. carbonariusem meio semissintético a base de
uva;

c) avaliar o efeito das doses que apresentaram efeghacdo do
crescimento em meio semissintético a base de utme so

crescimento dé. carbonariusnoculados em uvas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Isolados fangicos

Para o estudo foram selecionados dois isoladog\.dearbonarius
(CDCA 01145 e CDCA 01146) capazes de produzir Odltjdos de uvas
viniferas cultivadas na regido vitivinifera tropic Brasil e estdo depositados
na Colecdo de Cultura de Microrganismos do Depamémnde Ciéncia dos

Alimentos da Universidade Federal de Lavras, emmrdsa\WMinas Gerais, Brasil.

3.2 Obtencéo do in6culo

Para a reativacao dos isolados, estes foram éréohe$ para placas de
petri contendo 0 meio czapek dox agar (Sigma-Afgrist. Louis, MO) e
incubados, a 25 °C, por 7 dias. Em seguida, esgoras suspendidos em agua
destilada estéril contendo 0,05% Tween 80 (Signuhiéh) e filtrados em gaze
estéril (Nexcare, 3M, Sao Paulo, Brasil). Em seguigna aliquota de 10 ul da
suspensao foi transferida para a cAmera de Neuffigena, Sdo Paulo, Brasil)
para determinar a concentracao final de esporassispenséao de i@sporos/ml
de cada isolado foi utilizada para inocular o aemte placas de Petri, sob

condicBes estéreis, em todos os tratamentos.

3.3 Screening de fungicidas em CYA 3Screening de fungicidas em CYA

Foram selecionados cinco fungicidas comumente&adibs na cultura
da uva no Brasil. Na Tabela 1 encontram-se o noomeercial, a empresa
fabricante, o ingrediente ativo e a dose comerei@dbmendada para cada um

deles. Eles foram diluidos em &gua destilada estgdlumes apropriados foram
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assepticamente adicionados ao meio CYA, quando smmeatingiu uma
temperatura de, aproximadamente, 45 °C, de fornse abter as seguintes
concentragBes decrescentes: para os fungicidas FA @D, 2xD; D, dose
comercial recomendada pelo fabricante; D2, 0,5x8; @25xD; D4, 0,125xD e
D4,1, 0,0625xD) e para os fungicidas F3, F4 e [Ej éxD; 2D, 2xD; D, dose
comercial recomendada pelo fabricante; D2, 0,5x8);@25xD e D4, 0,125xD).
N&o foram adicionados fungicidas nas placas deraent O meio foi
vigorosamente agitado e 16 ml foram assepticamesitzados em placas de
Petri. Inoculou-se 0,1 ml da suspensdo de esporésothdo CDCA 01146 (£0
esporos/ml) no centro das placas. A temperatuinaibacéo foi de 25 °C, por
10 dias. A taxa de extensao micelial foi avaliamios os dias, durante o periodo
de incubacdo. OTA foi extraida no décimo dia, derég@ com o método
modificado de Bragulat, Abarca e Cabanes (2001%a Pada tratamento, trés
placas foram preparadas e dois didmetros de cédlsiadoram mensurados. A
soma dos dois didmetros foi dividida por 4, pam@btencado dos raios. O raio
médio (mm) foi obtido a partir das trés placas roeaas. A curva de regresséo
linear do raio (mm)versustempo foi utilizada para determinar a taxa de

crescimento (mm/dia).

Tabela 1 Fungicidas estudados, empresa fabricamgeediente ativo e dose
comercial recomendada

Cdédigo  Fungicida Empresa Ingrediente Ativo Dose
F1 Bravonil Ultrex Syngenta Clorotalonil 82,5% bh
F2 Manzate 800 United Phosphoru#lancozebe 80% 3g/lL
F3 Kocide WDG Bioactive Du pont Hidroxido de col5&8% 1,8 g/L
F4 Cuprogarb 500 Oxiquimica Oxicloreto de cobre 849%2,5 g/L

F5 Folicur 200EC Bayer Tebuconazol 20% 1 ml/L
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3.4 Efeito de fungicidas sobre o desenvolvimento de carbonarius e sobre a

producdo de OTA em meio semissintético a base deauv

Os fungicidas que inibiram o crescimento Alearbonariusna dose
comercial recomendada (D) no experimento préviarfoselecionados para o
experimentain vitro, utilizando o meio semissintético a base de uvanale
determinar a concentragdo minima inibitoria do areento do fungo e os
efeitos sobre a producédo de OTA. Para o prepanmelo de cultura, uvas da
cultivar Syrah, sob condi¢8es ideais para a prazddegdvinho, foram coletadas
na regido vitivinicola tropical do Brasil, situad® Vale do Submédio Sao
Francisco (PE, Brasil). Utilizaram-se 175 ml docsde uva adicionados a 825
ml de agua destilada e 20 g de agar (Merck, Sat PRrasil). Para todos os
tratamentos, o pH do meio foi ajustado para 6,2 2dthNaOH, sendo o valor
de pH verificado em PHmetro (Digimed, Digicrom Aitiah Ltda., Sdo Paulo,
Brasil). A atividade de agua do meio foi mensuradi99, sendo verificada no
AqualLab CX-2 (Decagon Devices, Inc., Pullman, W& meio autoclavado,
em temperatura em torno de 45 °C, adicionaramssgpticamente, volumes
apropriados dos fungicidas, a fim de se obter amiisges concentracdes
decrescentes: D, dose comercial recomendada peicdate; D1, 0,75xD; D2,
0,5xD; D3, 0,25xD; D4, 0,125xD; D5, 0,0125xD e OKP06xD. Nao foram
adicionados fungicidas nas placas de controle. i© foevigorosamente agitado
e 16 ml foram assepticamente colocados em placaBette Em todos os
tratamentos foi inoculado 0,1 ml da suspenséo peres dos isolados CDCA
01145 e CDCA 01146 (2@sporos/ml) no centro das placas. As temperatigras
incubacao foram de 15, 20 e 30 °C, com base emmifgbes que indicam que a
temperatura Otima para a producdo de OTA ocorreeeth °C e 20 °C,
enquanto para o crescimento € préximo de 30 °GaxA tle extensdo micelial

foi avaliada a cada dois dias, durante o periodmeclébacdo de 20 dias. OTA
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foi extraida no vigésimo dia, de acordo com o neétoadificado de Bragulat,
Abarca e Cabanes (2001). Para cada tratamentqléréss foram preparadas e
dois didametros de cada col6nia foram mensuradasma dos dois didmetros
foi dividida por 4, para a obtencdo dos raios. @ médio (mm) foi obtido a
partir das trés placas mensuradas. A curva de ssfpelinear do raio (mm)

versustempo foi utilizada para determinar a taxa dedainesnto (mm/dia).

3.5 Extracédo e andlise de OTA

A OTA foi extraida no final do periodo de incubagioacordo com o
método de Bragulat, Abarca e Cabanes (2001) coumalg modificacbes. Para
isto, trés plugs da cultura foram removidos do rcerdo meio e da borda de
cada col6nia. Apds serem pesados em tubos de efmadalicionado 1 ml de
metanol. Os tubos foram homogeneizados vigorosandhrante 5 segundos e
mantidos, a 25 °C, por 60 minutos. Os extratosnfiofitrados em membranas
de politetrafluoroetileno (0,22 mm; Millipore CorpBillerica, MA) e, em
seguida, analisados por cromatografia liquida te eficiéncia em Shimadzu
acoplado com duas bombas de alta pressdo (modBlMZBA), degaseificador
DGU 20Ag interface CBM-20A, autoinjetor SIL-10AF e detactale
fluorescéncia RF-10 A (Shimadzu, Kyoto, Japan). A coluna utilizada foi a
Zorbax Eclipse XDB-C18 (4,6 x 250 mm, 5 um; Agiléfechnologies, Palo
Alto, CA) conectada a uma pré-coluna Zorbax Ecli)éBd-C18 4-Pack (4,6 x
12,5 mm, 5 um; Agilent). As condi¢Ges cromatogasicle comprimento de
onda foram de 332 nm para excitacdo e 476 nm des@&miO fluxo utilizado foi
de 0,8 mL/min e o volume injetado das amostras padivdo foi de 20 pL. A
eluichio foi realizada em sistema isocratico de R2R1
(metanol:acetonitrila:dgua:acido acético). O tendgoretencdo médio obtido

para OTA foi de 140,1 minutos. A quantificacdo da OTA nas amostras fo
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realizada por meio da constru¢do de uma curvat@aatibtida por regresséo

linear (y = 1,11756x1®& = 2592,1485, em que y = &rea do pico e X
concentracdo de OTA). O coeficiente de determin&cjiobtido foi de 0,9999.
Os limites de deteccéo (LD) e quantificacdo (LQaifio estimados por meio dos
parametros obtidos para a curva analitica consirisdndo calculados pelas
respectivas relagbes matematicas: LD = 3DP/m e QBP/m (em que DP =
estimativa do desvio padrdo da linha de regress@ic=ecoeficiente angular da
linha de calibragdo) (Harris, 2008). Os valoresdulst para LD e LQ foram de
0,0004 e 0,001@g/g, respectivamente. Todas as amostras foranmsadal em

duplicata e as solugfes padrao de OTA foram irgestadh triplicata.

3.6 Ensaios de recuperacéo

Os ensaios de recuperacdo foram realizados paaatigaa qualidade
analitica dos resultados. O meio de cultura semégio foi fortificado com
concentragdes iguais a uf/g; 3,0ug/g e 6,0ug/g, em triplicata. As amostras
foram extraidas com metanol e analisadas de acomo método de Bragulat,
Abarca e Cabanes (2001). A OTA foi recuperada dio ke uva em 82%, 87%
e 91%, respectivamente. Os resultados de recugeffiggram dentro dos
padrbes regulamentados pelo Codex Alimentarius mpétados analiticos (70%
a 110%) (CODEX ALIMENTARIUS, 2008), o que comprowasatisfatéria
reprodutibilidade do método.

3.7 Efeito de fungicidas nas uvas inoculadas cof carbonarius
A concentragdo minima inibitéria do crescimento Adecarbonarius

obtida em experimento prévio com os fungicidas F2, e F5 em meio

semissintético a base de uva foi utilizada pardiaava efeito direto em uvas.
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Bagas sadias da cultivar Syrah, coletadas na regtddnicola tropical do
Brasil, foram superficialmente desinfectadas petersdo em etanol (700
mL/L), por 1 minuto, em seguida em solu¢do NaCIl@ (), por 30 segundos e
em agua destilada estéril, por 2 minutos. As b&gyas colocadas em capela de
fluxo laminar, por 10 minutos, para remocao do ssoede agua. Para cada
tratamento, 20 bagas foram dispostas sob grades fpevenir o contato entre
as bagas) e colocadas dentro de caixa plastice866rml de dgua para garantir
umidade relativa (90%-100%) dos tratamentos. Aslega as caixas plasticas
foram previamente desinfetadas com etanol (700 jnk/lcolocadas sob luz
ultravioleta em fluxo laminar por 15 minutos. Agyba foram borrifadas com as
solucdes dos fungicidas ou com agua destiladaldst@mtrole). Todas as bagas
foram feridas com agulha estéril para facilitanfedcdo fungica e borrifadas
com suspensdo de esporos®(#8poros/ml) dos isolados de carbonarius
(SOV 02 e PVDU 11). As caixas com as uvas forarme&camente fechadas e
incubadas, a 25 °C, durante sete dias. ApOs o qmerie incubacdo, o
crescimento visivel de fungos foi avaliado e a eot@gem de infeccdo foi
calculada com base na comparagcdo entre os tratasneain fungicidas e o

controle. Foram realizadas duas repeticbes pantextto.

3.8 Analises estatisticas

O efeito dos fungicidas no crescimento micelialaeproducdo de OTA
nos meios CYA e semissintético a base de uva fatisticamente analisado no
software SAS (SAS Institute, version 2.0, Inc.,\C&.C., USA.) por andlise de
varidncia (ANAVA), seguida do teste de comparacaatipla Tukey. Foi
efetuada a transformacéo logaritmica dos dadosgpanantar a homogeneidade
de variancia, conforme a seguinte equacao: 2 +(¥pgsendo y a variavel

resposta. A significancia estatistica foi defired@<0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Screening de fungicidas em CYA

O crescimento dos isolados de carbonariusfoi significativamente
afetado pelos fatores fungicidas, doses, tempos)(die incubacdo e suas
interagbes mutuas (Tabela 2), a P<0,05. Os efaitns fungicidas no
crescimento diferiram entre si pelo teste multifiatode Tukey. Comparado ao
crescimento médio do fungo obtido no tratamentdrot®) observa-se que todos
os fungicidas testados foram efetivos, sendo F2 @s-mais eficientes, com
total inibicdo do crescimento, seguindo-se do FB,qeie ocorreu expressiva
reducdo media do crescimento e, em sequéncia,ecoFd3, que foi o de menor
eficiéncia (Tabela 3). Os fungicidas F1 e F2 apriase como ingrediente ativo
Clorotalonil 82,5% e Mancozebe 80%, respectivamehie estudos realizados
na Europa, fungicidas com o composto ativo manazambém atuaram na
completa inibicdo dé\. carbonariusem meio sintético de uva (BELLI et al.,
2006).

Os fungicidas F1 e F2 inibiram completamente sameento deA.
carbonariusem todas as doses testadas. Para o F5, foi dientascimento
fungico somente nas doses inferiores a dose camheeciomendada (D2, D3 e
D4), enquanto que em todos os tratamentos comnggcfdas a base de cobre
(F3 e F4) o crescimento foi observado. Em geraigiftidas com o mesmo
ingrediente ativo apresentam efeitos similares eomaducio de doses (BELLI
et al., 2006).
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Tabela 2 Efeito das variaveis estudadas sobresziotento deA. carbonarius
em meio CYA a 25 °C (P<0,05)

FV GL QM
fungicide 4 958442795
dost¢ 6 152775077
dias 9 46635924
fung*dost 19 52058748*
fung*dias 36 20900534*
dose*dia 54 3023661*
fung*dose*dia 171 1454665
Errc 60C 157562
Cv 239119¢
R-Squar 0,98703:

*Valores significativos a P<0,05.

FV: fonte de variagdo; GL: grau de liberdade; QMiadrado médio do erro; CV:
coeficiente de variacao.

Tabela 3 Crescimento médio dée carbonarius mensurado pelo diametro da
colbnia, obtido a partir dos diferentes fungicitiestados. Valores sao
representados pela media dos dois isolados e gatic@es +

+ erro
padrédo
Fungicida Diametro médio (mn Grupo?*
Controle 68,18+4,63

F3 5C,93+2,4¢ d
F4 28,29+2,21 c
F5 3,77+C,38 ak
F2 0+0 a
F1 0+0 a

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem sihtpelo teste de Tukey (P<0.05).
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O crescimento dé\. carbonarius avaliado pelo diametro da colénia
obtido com as diferentes doses dos fungicidas #& F3 em meio CYA, pode
ser observado na Figura 1. Na comparacdo com gob®nbbserva-se que o
aumento das doses do fungicida F5 influenciou ipasitente a reducédo do
didmetro da coldnia, ndo sendo detectado cresaimeat dose comercial
recomendada e em doses superiores (4D e 2D) (Fibya Foi possivel
observar que o tempo de duracdo da fase lag deimesgo aumentou com o
aumento da concentracéo do fungicida no meio, céqum fato esperado, visto
gue esta é a fase de adaptacdo celular do micisngarao novo meio de
crescimento que, no caso, apresenta substanciascgsiantifingicas. Para o
fungicida F4 (Figura 1B), comparado ao controletars® que as doses
superiores a D2 apresentaram maior efetividadeedac¢éo do didmetro da
colénia. A dose de menor concentracdo (D4) nacefefiva. Na Figura 1C
observa-se que o fungicida F3 somente reduziuszionento fungico em doses

superiores a dose comercial recomendada (2D e 4D).
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A taxa de crescimento (mm/dia) obtida dos trataogenom diferentes
doses dos fungicidas F3, F4 e F5 esta descritégnaal2. Nos tratamentos com
doses inferiores a D do F5, a taxa de crescimenteefluzida em torno de 3
mm/dia, em comparagdo com o controle, tornandeserma dose D e em doses
superiores. Para o F4, o crescimento diario reekezia partir da dose D2 e, em
doses superiores, tornou-se proximo de zero. Rigtiifa reducdo na taxa de

crescimento ao utilizar o F3 somente foi observeddose mais elevada (4D).
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Figura 2 Efeito dos trés fungicidas na taxa deocomento deA. carbonarius
cultivado em CYA a 25 °C

A producdo de OTA somente foi detectada nos teméms com os
fungicidas F3, F4 e F5, visto que nos demais n@wérarescimento fangico. O
efeito dos fungicidas, da dose e da interacao figeyidose sobre a producéo de
OTA porA. carbonariudoi estatisticamente significativo a P<0,05. N&dla 4
sdo apresentados os valores de OTA obtidos desneatos com os fungicidas
F3, F4 e F5, nas diferentes doses testadas. Nstgttoeobservou-se que, com a

diminuicdo das concentragBes das doses, ocorreauamento na producéo da



73

toxina, sendo a mesma correlagdo observada pamscdrmento do fungo. Na
dose D2 e nas inferiores (D3 e D4), o fungicidarffdienciou positivamente a
producdo de OTA, sendo detectados valores supgrameobservado para o
controle. O mesmo ocorreu ha dose mais baixa (D4udgicida F5. Na dose
comercial recomendada, o F4 atuou na reducéo dagiko de OTA, enquanto
0 F3 estimulou a produgéo da toxina pelo fungorefamnto, nas doses mais
elevadas, os fungicidas influenciaram negativamenf@oducdo de OTA. O
contrario foi observado por Medina et al. (2007)e gncontraram influéncia
positiva do fungicida carbedazim no acimulo de Od@m os maiores valores
da toxina detectados nos tratamentos com os maitkess do fungicida.
Batilani et al. (2003) também detectaram fungicidapazes de estimular a
producao de OTA por fungdsspergillusSecadNigri.

Tabela 4 Efeito dos fungicidas na producédo de Od®Ap carbonariusem meio
CYA apés dez dias de incubagéo a 25 °C. Valoregegd@sentados
pela média dos dois isolados e das repeticdespath@o

o Doses
Fungicida
4D 2D D D2 D3 D4
F3 1,89+0,48 2,74+2,03 6,04+0,29 4,34+0,18 4,2830,7 3,54+0,07
F4 0,02+0,01 0,018+0,005 0,050,011 7,32+1,70 1228 11,39+2,65
F5 - - - 0,23+0,20 1,42+0,12  7,68+0,63
Controle 3,69+0,99

Autores relataram que a producdo de micotoxinae @er estimulada
guando condi¢cdes ambientais de estresse e babses die fungicidas séo
mantidas durante o crescimento de fungos toxigéniD8VELLO et al., 1998;
MAGAN et al., 2002; MEDINA et al., 2007a; NESCI; RRIGUEZ;
ETCHEVERRI, 2003). Esta hip6tese foi confirmada opelresultados do
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presente estudo, o que indica que a aplicacdoismgicidas em baixas doses
por tempo prolongado pode estimular o crescimemt@ dcarbonariuse a
producédo de OTA.

Nenhum dos fungicidas comerciais avaliados nesttede é registrado,
no Brasil, para o controle de fungos do gérespergillus Além disso, as doses
comerciais propostas pelas empresas fabricantedesfioadas para o controle
de outros fungos. Entretanto, ao considerar a dosercial recomendada, os
fungicidas F1, F2, F4 e F5 apresentaram efeitasfigtivos na reducéo do

crescimento e da producdo de OTA porarbonariussm meio CYA a 25 °C.

4.2 Efeito de fungicidas em meio semissintético ase de uva

Os fungicidas F1, F2 e F5, que inibiram completam® crescimento
de A.carbonariusna dose comercial recomendada (D) no experimerdétaqy
foram selecionados para o experimanteitro utilizando o meio semissintético
a base de uva. Doses inferiores a recomendada d@mf testadas para
determinar a concentracdo minima inibitéria (CMi) atescimento fungico. Na
Tabela 5 apresentam-se as doses minimas dos fiemiajue inibiram
completamente o crescimento. Nota-se que estass diiseriram entre as
temperaturas avaliadas para cada fungicida. PRfa nas temperaturas de 20 e
30 °C, D1 foi a CMI, enquanto, a 15 °C, a conceydivaD3 foi suficiente para
inibir o crescimento. O mesmo ocorreu para F2 eeRbgue as CMIs do fungo
a 15 °C foram, respectivamente, D4 e D2, dosesionés as CMI observadas a
20 e a 30 °C. Isto realca as evidéncias de quedtypas baixas, como de 15
°C, nao sdo favoraveis para o crescimento de fudes: espécie.

Assim, em regibes de cultivo de uva onde predomitemperaturas

mais baixas, a aplicacdo de baixas doses dos fdagitestados, provavelmente,
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seria suficiente para inibir o crescimento Alecarbonarius o que é bastante

interessante, tanto do ponto de vista econdmic@@anitario.



Tabela 5 Crescimento de carbonariusa 15, 20 e 30 °C, em meio semissintético de owaas fungicidas F1, F2 e F5,
nas concentracbes D, dose comercial recomendada),t8xD; D2, 0,5xD; D3, 0,25xD; D4, 0,125xD; D5,

0,0125xD e D6, 0,006xD

. Doses
Fungi-
cidas DO D D1 D2 D3 D4 D5 D6
15°C 20°C 30°C 15°C 20°C 30°C 15°C 20°C 30°C 15°C 20°C 30°C 15°C 20°C 30°C 15°C 20°C 30°C 15°C 20°C 30°C 15°C 20°C 30°C

Controle + + +

F1 - - - - - - - + + - + + + + + + + + + + +

F2 - - - - - - - - - - - - - + + + + + + + +

F5 - + + - + + - + + + + + + + + + + + + + +

DO: meio sem adi¢do de fungicida; + crescimentealatio; - auséncia de crescimento.

9L
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Conforme os resultados apresentados na Tabek fatares fungicida,
dose, temperatura, tempo e suas interacdes apmesanefeito significativo
sobre o crescimento de carbonariusno meio semissintético a base de uva. De
acordo com o teste de Tukey, o crescimento médidudgo, expresso pelo
didmetro (mm), diferiu em funcdo do tipo de fundiitestado, sendo o F1
(clorotalonil 82,5% i.a.) o fungicida de maior édeinibitério, seguindo-se pelo
F5 (tebuconazol 20% i.a.) e o F2 (mancozebe 80% #idta efetividade do
composto mancozebe foi reportada por Mateo et2@ll1), em estudos com

fungos toxigénicos em meio a base de cevada.

Tabela 6 ANAVA do efeito das variaveis estudaddses@ crescimento de.
carbonariusem meio CYA a 25 °C (P<0,05)

FV GL QM
Fungicids 2 6831,51*
Dose 6 21514:,35*
Temperatur 2 15053¢37*
Dias 9 1803¢,44*
fung*dose 12 845¢3*
fung*temg 4 95(,22*
dose*tem, 12 2170441*
fung*dias 18 27€,26*
dose*dia 54 260¢,66*
temp*dia: 18 168¢,15*
Errc 314¢ 85,6

*Valores significativos a P<0.05.
FV, fonte de variacdo; GL, grau de liberdade; Qiadrado médio do erro.
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Para o fungicida F1, todas as doses testadasinatuz crescimento de
A. carbonarius em comparagdo com o tratamento controle (Figur®i8ersos
podem ser os efeitos dos diferentes fungicidaséhdacmicrobiana. No geral,
tem-se inibicdo da sintese de proteinas e acidisions, bloqueio da sintese de
esterdis ou inibicdo da sintese da parede celithifavan et al., 2012). Para
varios compostos, a germinagédo de esporos é coadida fase de crescimento
mais sensivel a inibicdo (SLAWECKI, 2002). Nestauds, os fungicidas F1 e
F2 inibiram completamente a germinacdo na dose migheecomendada (D)
em meio de uva, nas trés temperaturas avaliadgsrélsi 3 e 4). Para o F5 este
efeito somente foi observado a 15 °C (Figura 5yue difere dos resultados
obtidos por Belli et al. (2006), em que complethigdio ocorreu a 20 °C e a 30

°C, com aplicacao de fungicida a base de tebucbnazo
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Com relacdo a temperatura, para os trés fungicédpessivel observar,
nas Figuras 3, 4 e 5, que, a 15 °C, ocorreu a magucdo do crescimento,
sendo significativamente menor a 20 °C e a 30 °QUeja era esperado, visto
gue a temperatura 6tima para o crescimentd.dmrbonariusocorre entre 25 e
30 °C (PERRONE et al., 2008). Em estudo de Beltl.ef2006) concentracdes
mais elevadas de fungicida foram necessérias paverpr o crescimento deste
fungo na temperatura de 30 °C em relacdo a 20rfiGneio sintético de uva.

A producdo de OTA, avaliada apés 20 dias de ingdda foi
significativamente influenciada pelo tipo de furnidi; a dose e a temperatura, a
P<0,05. De acordo com o teste Tukey, a producadanatedtoxina diferiu entre
as trés temperaturas avaliadas, sendo o maior weildio detectado a 15 °C e o
menor, a 30 °C. Estes resultados corroboram estyaeselatam a producao
6tima de OTA porA. carbonariusentre 15 °C e 20 °C (BELLI et al., 2007;
LEONG et al., 2006). Em estudo realizado no Brasimaior producdo desta
toxina porA. carbonariusambém foi detectada a 15 °C, em meio a baseale uv
(PASSAMANI et al., 2014). Entretanto, em outrosudss com fungicidas em
meio de cevada observou-se que a producédo de GTafor a 25 °C do que a
15 °C. Isto indica que, além do tipo de fungiciddaetemperatura, o substrato
também influencia o acimulo desta toxina.

Na Tabela 7 apresentam-se os valores de OTA abtids diferentes
temperaturas e doses avaliadas. No geral, obsergaesa producao foi inferior
ao detectado em experimento prévio, no meio daévouYA. Os isolados
utilizados neste estudo foram obtidos de uvasveultis no Brasil e 0s niveis de
OTA em meio de cultivo otimizado para a producastal¢éoxina (CYA) foram
inferiores ao encontrado no meio semissintéticande Assim, a uva néo foi
considerada, neste estudo, como um substrato rfantravel para OTA.



Tabela 7 Efeito dos fungicidas na producdo de O@4p carbonariuscultivado em meio semissintético & base de uva,
a 15, 20 e 30 °C. Valores sao representados pelemés dois isolados e das repeticdesterro padrao.

Fungicida Temperatura poses
D1 D2 D3 D4 D5 D6
T-15 - - - - 2,472,021 0,46+0 0,850,461
F1 T-20 - - 0,22+0 0,22+0,047  7,35+7,166 0,060,022 05@0,0108
T-30 - - 0.06+£0,05 0,09+0,0025 0,138+0,028 0,0920,0 0,080,021
T-15 - - - - - 0,82+0,244  0,46+0,094
F2 T-20 - - - - 0,18+0,0005 0,26+0,045  0,29+0,03
T-30 - - - - 0,05+0 0,250,079 0,29+0,111
T-15 - - - 0,780,001  1,33+0,356 1,59+0,847 0,6340,
F5 T-20 0,31+0,002 0,34#0,1303 1,050,537 1,28+0,579 844#0,93 0,53+0,036 0,46+0,033
T-30 0,01+0 0,060,016 0,13+0,065 0,33+0,046  1,24#0 0,41+0,105 0,380,002
T-15 0,17+0,007
Controle T-20 0,240,031

T-30 0,24+0,043
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Na temperatura de 15 °C, em doses inferiores @ dm®mendada, ao
comparar com o tratamento controle, os trés fudgtciatuaram induzindo o
aumento da producdo da toxina. Efeito contrariorrecy nesta mesma
temperatura, para o crescimento. Dessa forma, eidese onde ocorre o
predominio de temperaturas mais baixas, a aplicaigfidaixas doses dos
fungicidas, durante um periodo prolongado, podesionar efeito inibit6rio
sobre o crescimento e, ao mesmo tempo, indutoratugdo de OTA.

Em doses baixas (<D3), o fungicida F5 (Tebucon@®8b) foi o que
mais favoreceu a producdo de OTA em meio de uv®,(B¥% em todas as
temperaturas. Outros fungicidas, como os a basaxigfre, tém sido relatados
como estimuladores da producédo de OTA em uvas (BAANI; GIORNI;
PIETRI, 2003; BELLI et al., 2006). Entretanto, messtudo, este efeito ocorreu
somente em doses subinibitérias. Assim, em dosésashanas quais o
crescimento fangico nao € inibido, a presenca dgifida pode ser considerada
um fator de estresse para os fungos toxigénicasndando a producdo da
OTA.

4.3 Efeito de fungicidas nas uvas

Para avaliar o efeito dos fungicidas nas uvasfosalecionadas doses
que apresentaram efetiva reducdo do crescimentexperimento prévio em
meio semissintético a base de uva. Foram escollugagsultados obtidos na
temperatura de 30 °C, j& que se encontra no idtergansiderado mais
favoravel para o crescimento de carbonarius As doses dos fungicidas
aplicadas diretamente nas bagas foram: F1 (D2Dg,3%2 (D3, 0,25xD) e F5
(D, dose comercial recomendada).

Nenhum dos fungicidas testados nas doses seldei®napresentou
efeitos significativos no controle de carbonariusem uvas. Assim, comparado
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com o tratamento controle, 100% de contaminacadalgas foi observada. I1sso
indica que a efetividade desses fungicidas em meicultivo difere quando
aplicados diretamente nas uvas. Sabe-se que, rodeeiultura, o tempo e a
intensidade de contato do fungo com os componepuiiesicos sdo maiores do
que na uva, 0 que pode explicar os resultadosasbpdra as doses avaliadas.
De acordo com os resultados do presente estudangicida F5 ndo seria
recomendado para o controle Alecarbonarius visto que nao foi efetivo nas
uvas na dose comercial recomendada e, na aplicdedaosagens mais
concentradas, provavelmente, ndo seria a formaadaiguada para solucionar o
problema.

Outros estudos foram realizados para verificafeitce de fungicidas
diretamente em uvas. Na Espanha, Belli et al. (2@86ontraram fungicidas
que controlaram o crescimento e a producdo de axicats tanto no meio
sintético de uva quanto nas bagas. Os antifungesiados em uvas no estudo
de Garcia-Cela et al. (2011), embora com ingregléeiativos diferentes dos
avaliados no presente estudo, também reduzirarfeec@o flingica em 40% a
84%. Assim, outros estudos devem ser conduzidii®, de determinar as doses

efetivas para o controle de carbonariusem uvas no Brasil.
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5 CONCLUSAO

De acordo com o presente estudo, pode-se congler na dose
comercial recomendada, a maioria dos fungicidatdes apresentou efeito
significativo no controle do crescimento decarbonariuse na producédo de
OTA in vitro, sendo este efeito influenciado pelo tipo de feiogi, a dose e a
temperatura. Entretanto, em doses subinibitériasfungicidas estimularam a
producéo da toxina, 0 que realca a importanciaahhecimento do efeito das
doses dos fungicidas a serem aplicados no camste lstudo, a temperatura
foi considerada um fator determinante que influgnei efetividade dos
fungicidas sobre o crescimento Alecarbonariuse a producéo de OTA, sendo a
maior reducdo do crescimento e a maior producd T detectadas a 15 °C.
Assim, regides de cultivo de uva onde predominampé&raturas mais baixas
séo mais susceptiveis ao efeito positivo dos fushggcna producao de OTA. O
efeito direto dos fungicidas nas uvas deve ser g&tisdado, a fim de se obter

uma maior aproximacao das condi¢des que ocorrecamgo.
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