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Inibicao de diferentes formas de ocratoxina
derivadas de Aspergillus carbonarius ao empregar Bacillus spp.
como estratégia de biocontrole em uvas
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Resumo

Espécies de Bacillus tém sido utilizadas como estratégia de biocontrole para reduzir o uso de fungicidas sintéticos na viticultura,
0s quais podem trazer diversas consequéncias negativas, incluindo o risco ocupacional e geracéo de residuos no solo, rios e
nas proprias uvas. Aspergillus carbonarius € um fungo encontrado em uvas que pode produzir ocratoxina A (OTA), entre outras
ocratoxinas (OTs), em uvas. O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade de quatro cepas de Bacillus spp. (P1, P7, P11 e
P45) em inibir o desenvolvimento de A. carbonarius e a sintese de OTs em uvas. A ocorréncia de formas de ocratoxina (OT) foi
verificada com o uso da cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas com analisador hibrido quadrupolo-tempo
de voo (LC-QtoF-MS). As uvas tratadas com a cepa P1 ndo apresentaram coldnias fungicas (100% de redugéo), ja as cepas P7,
P11 e P45 causaram redugao fungica em 95, 95 e 61%, respectivamente. Além da OTA, foram identificadas outras seis formas de
OTs nas uvas inoculadas com A. carbonarius: OTa, OTR, OTa metil-éster, OTa amida, e N-formil-OTa amida. Dessas, quatro OTs
(OTB, OTa metil-éster, OTa amida, N-formil-OTa amida) foram relatadas pela primeira vez em uvas. Todas as cepas de Bacillus
testadas foram capazes de inibir a sintese de OTA. Nas uvas tratadas com as cepas P1 e P7 nenhuma OT foi encontrada. Ja nas
uvas tratadas com as cepas P11 e P45, OTa e OT( foram detectadas. Nas uvas tratadas com a cepa P45 também identificamos

OTa metil-éster e a N-formil-OTa amida.
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Introdugéao

Um dos desafios na viticultura é o controle fungico, pois as
condigbes climaticas das regides vitivinicolas favorecem a
ocorréncia desses microrganismos. A ocorréncia de Aspergillus
carbonarius em uvas € menos frequente do que outros fungos
do mesmo género, entretanto, quase todos os isolados
produzem niveis altos de OTA (WELKE, 2019). A exposigédo
a essa micotoxina esta relacionada a efeitos genotoxicos,
nefrotoxicos, teratogénicos, imunossupressores, entre outros
(CIMBALO; FONT; MANYES, 2020). Além disso, a OTA esta
classificada como possivelmente carcinogénica para humanos
(grupo 2B) pela Agéncia Internacional de Pesquisa sobre
o Cancer (IARC, 1993). Além da OTA, outras OTs ja foram
identificadas em culturas de A. carbonarius, como a OTa, OTR,
OTC, entre outras (GIL-SERNA; VAZQUEZ; PATINO, 2020;
WANG et al., 2016).

O uso de fungicidas sintéticos € uma pratica comum para o
controle das infec¢des fungicas. Entretanto, sua aplicagcao
esta associada ao aumento da resisténcia dos fungos a esses
produtos quimicos, além de causar danos ao ambiente e a saude
humana (ZHANG, Hongyin et al., 2020). Devido ao impacto
negativo causado pelo uso de fungicidas sintéticos, o estudo
de métodos alternativos utilizando agentes de bioncotrole vem
se destacando. Espécies de Bacillus tém sido exploradas por
possuirem o potencial de inibir o desenvolvimento fungico e

a biossintese de micotoxinas (REN et al., 2020). A atividade
antifungica de Bacillus spp. pode estar relacionada a capacidade
de sintetizar lipopeptideos, sideroforos, compostos volateis e
enzimas, além de competicdo por espago e nutrientes com os
patégenos (CALVO et al., 2019; CAULIER et al., 2019).

Em trabalho prévio, dez cepas de Bacillus isoladas de ambiente
aquatico na regido Amazonica, Brasil, foram testadas contra
fungos toxigénicos em meio de cultura (VERAS et al., 2016).
O objetivo deste estudo foi avaliar as quatro cepas mais
promissoras selecionadas como agentes de biocontrole para
a inibicdo de A. carbonarius e a ocorréncia de OTs em uvas.

Material e Métodos

Uvas (Vitis vinifera) cultivar Chardonnay, colhidas em 2019 na
cidade de Canela, Rio Grande do Sul, Brasil, foram usadas.
As uvas foram submetidas a desinfegdo com hipoclorito de
sodio 1%.

A. carbonarius (ITAL293) foi cultivado em meio &gar batata
dextrose (BDA) por 7 dias a 25°C. As cepas de Bacillus utilizadas
neste estudo (P1, P7, P11 e P45) foram isoladas de ambiente
aquatico da regiao Amazonica, e previamente descritas como
as mais promissoras contra fungos toxigénicos em testes in vitro
(VERAS et al., 2016). As cepas de Bacillus foram cultivadas em
caldo Brain-Heart infusion (BHI) a 37°C.
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O efeito das cepas de Bacillus (P1, P7, P11 e P45) sobre o
crescimento de A. carbonarius em uvas foi avaliado através da
imersdo das bagas na suspensdo de células de Bacillus 10°
UFC mL™", e posteriormente na suspensdo de esporos de A.
carbonarius 10% esporos mL'. As uvas foram incubadas por 7
dias a 30°C. O efeito inibitdrio das cepas de Bacillus foi avaliado
pela contagem de colbnias de fungos e por inspegéo visual de
acordo com JIANG et al., (2014).

As OTs foram extraidas das uvas com acetonitrila:acido
formico 0,1% (v/v) e analisadas com o uso da LC-QTOF-MS
em coluna C1g, fase moével composta por agua MilliQ:acido
acético:acetato de aménia e acetonitrila:acido acético:acetato
de amonia com fluxo de 0,4 mL min.". Os compostos foram
identificados através do tempo de retengédo, massa protonada,
padrao de fragmentacao, e ordem de eluicdo na coluna C18 em
comparagao com os dados da literatura (BITTNER et al., 2015;
GONZALEZ-ARIAS et al., 2017; ZHANG, Jian et al., 2016).

As analises estatisticas foram realizadas no software
XLSTAT2017 (Addinsoft, New York, USA).

Resultados e Discussao

A contagem de col6nias fungicas verificada nas bagas de uvas
inoculadas com as cepas de Bacillus e a porcentagem de bagas
de uvas que ndo apresentaram desenvolvimento fungico apds
o uso dos agentes de biocontrole esta apresentada na Figura
1. Todas as cepas bacterianas causaram reducgéo significativa
(p <0,05, de acordo com o teste t de Student) na contagem
de coldnias fungicas quando comparadas as uvas do grupo
controle. As cepas P1, P7 e P11 foram as mais eficientes. As
bagas tratadas com a cepa P1 ndo apresentaram colbnias
de fungos (100% de redugao), enquanto as cepas P7 e P11
causaram uma reducédo de cerca de 95% na contagem de
fungos. A menor porcentagem de redugdo nas contagens de
coldnias de fungos foi encontrada para a cepa P45 (61%).
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A espessura e a dureza da casca da uva sao fatores-chave na
colonizagao de A. carbonarius. Cultivares com menor espessura
de casca e dureza, como as uvas Chardonnay em estudo,
sd0 mais suscetiveis a colonizagao por fungos do que outras
cultivares. Portanto, controlar o crescimento de A. carbonarius
torna-se mais desafiador em cultivares com essas caracteristicas
de casca (VERAS et al., 2020).

A Tabela 1 mostra o tempo de retengdo, massa monoisotépica
e relacdo massa-carga (m/z) de ions precursores das OTs
detectadas usando LC-QToFMS. Foram encontradas seis formas
de OT nas uvas inoculadas com A. carbonarius, incluindo OTa,
OTR, OTa metil-éster, OTa amida, N- formil- OTa amida e OTA.
Apresenga de OTB, OTa metil-éster, OTa amida e N-formil-OTa
amida néo foi relatada anteriormente em uvas.

O efeito das diferentes cepas de Bacillus sobre a ocorréncia de
OTs esta disposto na Figura 2. As OTs foram quantificadas como
equivalente a OTA usando uma curva analitica (y = 317673x -
6255,1) com linearidade adequada (coeficiente de determinagéo,
R? de 0,9998), limite de detecgdo (LOD; 0,01 ug kg™') e o limite
de quantificagédo (LOQ; 0,05 ug kg™') mostram que o método é
suficientemente sensivel para quantificar OTs em uvas, uma
vez que esses valores sdo, respectivamente, 200 e 40 vezes
inferiores ao limite maximo permitido para OTA em produtos
de uva (2 ug kg') pela Comissdo Europeia (EUROPEAN
COMMISSION (EFSA), 2006) e agéncia Brasileira (ANVISA,
2011). GALLO et al., (2012) relataram o OTa como produto da
hidrélise da OTA por A. carbonarius, o que foi sugerido como
estratégia de autoprotecado. Esta hipétese também poderia ser
investigada em relagdo ao metabolismo de A. carbonarius na
presencga de Bacillus spp. Ainibicao da sintese de OTAtambém
foi verificada quando Bacillus vallismortis EBHVSH28 e B.
amyloliquefaciens EBHVSH29 foram usados como estratégia de
biocontrole para uvas. Outras ocratoxinas ndo foram avaliadas
(EL-SHANSHOURY et al., 2018).
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Figura 1: Porcentagem de bagas de uvas que nao apresentaram desenvolvimento fungico apds o uso dos agentes de biocontrole
(A) e contagem de coldnias fungicas verificadas nas bagas de uvas inoculadas com as cepas de Bacillus (B). O asterisco indica
uma diferenca significativa entre as uvas tratadas com Bacillus e as uvas controle (p <0,05, de acordo com o teste t de Student).

Tabela 1: OTs identificadas nas uvas inoculadas com A. carbonarius (10® esporos mL")

Micotoxina OTa oTB OTa metil- éster OTa amida N-Formil- OTa OTA
amida
Variaveis analiticas
TR (min) 1,0 1,1 1,2 1,4 1,5 2,5
Massa monoisotépica 256,0139 222,0528 270,0295 255,0298 283,0247 403,0823
m/z ion precursor e modo 294,9776 245,0426 253,0268 273,0642 284,0326 404,0901
IM+K]* [M+Na]* [M+H-H207* [M+NH4]* M+H]* M+H]*

2 Tempo de retengdo em minutos.
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Todas as cepas de Bacillus foram capazes de inibir a sintese
de OTA, a forma mais téxica de OT. As uvas tratadas com
Bacillus sp. P1 ndo apresentaram crescimento fungico, e
consequentemente, nenhuma OT foi encontrada quando esta
cepa foi usada nas uvas. Bacillus sp. P7 também foi capaz de
inibir todas as OTs que foram identificadas nas uvas do grupo
controle.

Nas uvas tratadas com Bacillus sp. P11, OTa e OT[ foram
detectadas. Niveis semelhantes dessas OTs foram encontrados
nas uvas tratadas com a cepa P45, além das outras formas de
OTs como OTa metil-éster e a N-formil-OTa amida. Os niveis
encontrados nas uvas tratadas com essas cepas (P11 e P45)
foram cerca de 97% mais baixos do que aqueles encontrados
nas uvas controle.
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Conclusoes

As cepas de Bacillus P1, P7, P11 e P45 mostraram potencial
para serem utilizadas como agentes de controle bioldgico
para prevenir ou reduzir o crescimento de A. carbonarius e a
ocorréncia de OTs em uvas. A sintese da OTA, a forma mais
téxica da OT, foi inibida pelas quatro cepas de Bacillus em
estudo. A cepa P1 revelou ser o agente de biocontrole mais
promissor, apresentando 100% de inibigéo fungica. Seis formas
de OT foram identificadas por LC-QToF-MS nas uvas inoculadas
com A. carbonarius: OTa, OTR, OTa metil-éster, OTa amida, e
N-formil-OTa amida. O potencial promissor das cepas de em
inibir o desenvolvimento de A. carbonarius e sintese de OTs
em uvas abre perspectivas para novas opgdes de biofungicidas
para a agricultura.
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