Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Instituto de Ciéncias e Tecnologia de Alimentos

Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos

Marcia Gabriela D’Elia Bellos

Avaliacéo de Bacillus velezensis como Agente de Biocontrole de Fungos

Toxigénicos e Fitopatogénicos em Uvas

Porto Alegre, RS, Brasil
2024



Marcia Gabriela D’Elia Bellos

Avaliacao de Bacillus velezensis como Agente de Biocontrole de Fungos

Toxigénicos e Fitopatogénicos em Uvas

Dissertacdo apresentada como requisito
parcial a obtencdo do titulo de mestra em
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos pelo
Programa de Pdés-graduacao em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos do Instituto de
Ciéncias e Tecnologia de Alimentos da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul.
Orientador: Juliane Elisa Welke

Co-orientador: Adriano Brandelli

Porto Alegre, RS, Brasil
2024



FICHA CATALOGRAFICA

CIP - Catalogacao na Publicacao

Bellos, Marcia Gabriela

Zvaliagic de Bacillus velezensis como Agente de
Biocontrole de Fungos Toxigénicos e Fitopatogénicos em
Uvas / Marcia Gabriela Belles. —-- 2024.

83 f.

Orientadora: Juliane Elisa Welke.

Coorientadora: Adrianc Brandelli.

Dissertacgdo (Mestrado) -- Universidade Federal do
Ric Grande do Sul, Instituto de Ciéncia e Tecnologila
de Zlimentos, Programa de Pos—Graduacdc em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, Porto Alegre, BR-R3, 2024.

1. Bacillus velezensis. 2. controle biclogico de
fungos em uva. 3. Aspergillus. 4. micotoxinas. 5.
Botrytis cinerea. I. Welke, Juliane Elisa, orient.
II. Brandelli, Zdriano, coorient. III. Titulo.

Elaborada pele Sistema de Geragao Automatica de Ficha Catalografica da UFRGS com os
dados fornecidos pelo(a) autor(a).



FOLHA DE APROVACAO

Marcia Gabriela D’Elia Bellos

Avaliacao de Bacillus velezensis como Agente de Biocontrole de Fungos Toxigénicos

e Fitopatogénicos em Uvas

Dissertacdo apresentada como requisito
parcial a obtencdo do titulo de mestra em
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos pelo
Programa de Pos-graduacdo em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos do Instituto de
Ciéncias e Tecnologia de Alimentos da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul.
Orientador: Juliane Elisa Welke

Co-orientador: Adriano Brandelli

Aprovada em: 06/08/2024.

BANCA EXAMINADORA:

Orientadora doutora Juliane Elisa Welke
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS)

Co-orientador doutor Adriano Brandelli
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS)

Membro da banca: doutora Patricia da Silva Malheiros
Membro PPGCTA /JUFRGS



Membro da banca: doutora Ana Carolina Ritter
Membro ICTA /JUFRGS

Membro da banca doutora Karla Joseane Perez
Membro externo Universidade Estadual do Rio Grande do Sul (UERGS)



DEDICATORIA

A Enzo Gabriel D’Elia Thoen e
Isaias Ullmann Thoen por todo apoio e

compreensao



AGRADECIMENTOS

Gostaria de expressar minha gratidao, primeiramente, aos meus orientadores,
especialmente a Juliane. Aos colegas do meu grupo de pesquisa, em particular:
Flavio, Vanessa, Rafaela, Karolina e Athus, que me apoiaram e incentivaram a

continuar.

Agradeco também aos colegas do laboratério "218", sempre prontos para

ajudar, especialmente Carolini, Henrique e Naiara.

Sou grata aos colegas do Nucleo Técnico Cientifico (NTC), que estiveram

sempre disponiveis para esclarecer minhas inUmeras duvidas.

As minhas amigas Priscilla Reque, Camy e Joaninha, pelo apoio constante,
motivacdo e ajuda no dia a dia. Minhas colegas e professora do yoga, que

contribuiram para meu bem-estar.

Aos meus vizinhos Elissa, Felipe e Téo, por estarem sempre presentes, me

ouvindo e motivando diariamente.

A minha chefia e direcdo do ICTA pelo suporte e compreens&o durante todo o

processo.



RESUMO

A uva é uma fruta conhecida por seus atributos Unicos de sabor e aroma. No entanto,
a contaminacdo fungica pode prejudicar a qualidade sensorial das uvas, como
também comprometer a produtividade. Além disso, alguns fungos podem produzir
metabdlitos toxicos que comprometem a seguranca do alimento. O método
convencional para inibir o crescimento dos fungos € através da aplicacdo de
fungicidas sintéticos, os quais também podem causar efeitos desfavoraveis a saude e
danos ao meio ambiente. Diante dessas circunstancias, torna-se necessario buscar
novas alternativas que sejam mais seguras e sustentaveis, como agentes de
biocontrole. Este trabalho teve como objetivo propor a utilizagdo de quatro estirpes de
Bacillus velezensis, provenientes da regido amazoénica do Brasil, para controlar fungos
gue comumente acometem a viticultura, como Botrytis cinerea, Colletotrichum
acutatum e espécies de Aspergillus. Além disso, testou-se o efeito das cepas sob a
sintese de micotoxinas produzidas pelos fungos toxigénicos. Os resultados
demonstraram um efeito significativo sob a inibicdo do crescimento fangico, sob a
germinacao de esporos e a formacéo de estruturas reprodutivas in vitro. Houve uma
inibicdo do crescimento micelial de B. cinerea e C. acutatum entre 97 e 100% quando
as 4 estirpes foram usadas a 1,0 x 10’ UFC/mL. Quando as estirpes foram avaliadas
a 1,0 x 10° UFC/mL verificou-se a supressdo total do crescimento micelial e
germinacao de esporos dos 5 fungos em estudo. As quatro estirpes de B. velezensis
também causaram uma reducao significativa da germinacéo de esporos flungicos, que
variou de 66 a 92%. Em uvas, houve a reducdo notavel do crescimento fungico e a
reducdo da sintese de micotoxinas a niveis ndo detectaveis. As quatro cepas de B.
velezensis suprimiram totalmente o crescimento de C. acutatum, que foi o fungo mais
sensivel a essas bactérias no experimento em uvas, enquanto A. flavus demonstrou
ser o mais resistente. A combinacdo das estirpes proporcionou uma inibicdo completa
dos cinco fungos avaliados, indicando um grande potencial para o desenvolvimento
de bioprodutos antifungicos que promovam uma vitivinicultura sustentavel e de alta

gualidade.

Palavras-chave: uva, biocontrole, Bacillus, micotoxinas, ocratoxina A, aflatoxina,

biofungicida.



ABSTRACT

Grapes are a fruit known for their unique flavor and aroma attributes. However, fungal
contamination can impair the sensory quality of grapes and compromise productivity.
Additionally, some fungi can produce toxic metabolites that jeopardize food safety. The
conventional method for inhibiting fungal growth is through the application of synthetic
fungicides, which can also have adverse effects on health and cause environmental
damage. Given these circumstances, it is necessary to seek new alternatives that are
safer and more sustainable, such as biocontrol agents. This study aimed to propose
the use of four Bacillus velezensis strains from the Amazon region of Brazil to control
fungi commonly affecting viticulture, such as Botrytis cinerea, Colletotrichum acutatum,
and Aspergillus species. Additionally, the effect of these strains on the synthesis of
mycotoxins produced by toxigenic fungi was tested. The results demonstrated a
significant effect on the inhibition of fungal growth, spore germination, and the
formation of reproductive structures in vitro. Mycelial growth inhibition of B. cinerea and
C. acutatum ranged from 97 to 100% when the four strains were used at 1.0 x 107
CFU/mL. When the strains were evaluated at 1.0 x 10° CFU/mL, total suppression of
mycelial growth and spore germination of the five fungi under study was observed. The
four B. velezensis strains also caused a significant reduction in fungal spore
germination, ranging from 66 to 92%. In grapes, there was a noticeable reduction in
fungal growth and a reduction in mycotoxin synthesis to non-detectable levels. The
four B. velezensis strains completely suppressed the growth of C. acutatum, which was
the most sensitive fungus to these bacteria in the grape experiment, while A. flavus
proved to be the most resistant. The combination of strains provided complete
inhibition of the five fungi evaluated, indicating great potential for the development of

antifungal bioproducts that promote sustainable and high-quality viticulture.

Keywords grape, biocontrol, Bacillus spp., mycotoxins, ochratoxin A, aflatoxin,
biofungicide
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1 INTRODUCAO

A cadeia produtiva da uva e seus derivados enfrenta prejuizos significativos
anualmente devido a presenca de fungos em todas as fases do processo produtivo.
Muitos géneros e espécies de fungos podem causar prejuizos nos vinhedos, com
destaque para Botrytis cinerea e Glomerella cingulata e espécies do género
Aspergillus, entre outros como Alternaria, Cladosporium, Fusarium (Ferranti et al.,
2018), Penicillium, Rhizopus e Colletotrichum (Welke, 2019). Ainda, existe uma
grande preocupacao em relacdo aos fungos Aspergillus spp., como o Aspergillus
niger, Aspergillus flavus e Aspergillus westerdijkiae que podem ser produtores de
micotoxinas. As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios toxicos para seres humanos
e animais. Entre as principais micotoxinas produzidas por esses fungos estdo as
aflatoxinas (AFs) e as ocratoxinas (OTs). As AFs sédo classificadas como
carcinogénicas para os seres humanos (grupo 1) e ocratoxina A (OTA) esta no grupo
2B, entre os compostos possivelmente cancerigenos para humanos (grupo 2B)
segundo a Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC) (IARC, 1993,
2012; Ostry et al., 2017).

A utilizacdo de fungicidas sintéticos tém sido a principal estratégia de controle
destes micro-organismos. No entanto, o emprego desses produtos quimicos pode
causar danos ao meio ambiente, resisténcia do fungo e tem sido associado a algumas
doencas em animais e humanos. Deste modo, uma alternativa para minimizar os
agravos causados pelo uso indiscriminado de fungicidas sintéticos sdo os agentes de
controle biologico, que também podem ser chamados de micro-organismos
antagonistas (Otoguro; Suzuki, 2018; Zhou et al., 2020).

A prética do uso dos micro-organismos antagonistas para o controle de
doencas fungicas tém emergido como uma solucao eficaz, mais segura e sustentavel
para o meio ambiente, por estes motivos tém sido melhor aceitas pelos consumidores.
As leveduras, fungos e bactérias sdo exemplos destes agentes de controle biolégico
(Gembloux Agro-Bio Tech, ULiege (University of Liége), Belgium et al., 2021; Shafi;
Tian; Ji, 2017).

As bactérias do género Bacillus spp. possuem caracteristicas distintas, tais
como serem Gram-positivas, aerobicas e formadoras de enddsporos, o que as
destacam como agentes de controle biolégico de fungos. Além disso, muitas dessas

bactérias sdo reconhecidas como seguras ("Generally Recognized as Safe" - GRAS)
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pela FDA (Food and Drug Administration) (Gembloux Agro-Bio Tech, ULiege
(University of Liege), Belgium et al., 2021; Shafi; Tian; Ji, 2017).

Portanto, a fim de reduzir os possiveis danos causados a saude e ao meio
ambiente pelo uso dos fungicidas sintéticos, este trabalho propde a utilizacdo de um
método de biocontrole a partir de cepas de Bacillus velezensis, provenientes do
intestino de peixes nativos da regido amazodnica do Brasil, para inibir o
desenvolvimento de fungos toxigénicos (A. niger, A. flavus e A. westerdijkiae) e fungos
causadores das doencas podriddo da uva madura e podrid&o cinzenta, Colletotrichum
acutatum e Botrytis cinerea, respectivamente, bem como avaliar o efeito das estirpes

de Bacillus na producdo de micotoxinas.

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial de quatro estirpes de Bacillus velezensis como estratégia de

biocontrole de fungos em uvas, bem como na prevencao da producao de micotoxinas.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Verificar o potencial antifungico de Bacillus velezensis P1, P7, P11 e P45 sobre
o desenvolvimento dos fungos Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus
westerdijkiae, Botrytis cinerea e Colletotrichum acutatum em meio de cultura e
em uva;

e Avaliar o potencial das estirpes de B. velezensis sobre o crescimento micelial
dos fungos in vitro;

e Examinar o efeito das estirpes de B. velezensis sobre a germinacao de esporos;

e Mensurar a capacidade das bactérias antagonistas em suprimir a sintese de
OTs e AFs em uvas;

e Verificar o efeito da combinacéo das cepas Bacillus na efetividade do controle

das doencas fangicas em uva.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 UVAS

As cultivares de uva (hibridos Vitis vinifera L. e V. vinifera com V. labrusca L. e
V. amurensis Rupr.) pertencem a familia Vitaceae de plantas lenhosas perenes
deciduas, sendo uma das frutas ndo climatéricas mais consumidas em todo o mundo
(Romero et al., 2020). A cultivar Vitis labrusca tem como principais representantes as
uvas tintas Isabel, Bordd, Concord entre outras, que destacam-se pela
comercializacdo in natura, para producédo de suco e vinhos de mesa (Veras et al.,
2021).

Em 2022 a producédo mundial de uva foi superior a 77 milhdes de toneladas,
destas, 47,8% foi destinada para uva de mesa, 8% para uva seca e 44,2% para vinho
(International Organisation of Vine and Wine - OIV, 2022). Deste montante, a producao
de uva de mesa (Vitis labrusca) girou em torno de 31 milhdes de toneladas, sendo a
China, india e Turquia como os principais produtores (Statistics Department of the
International Organisation of Vine and Wine (OlV), 2022). Para 2023 estimou-se uma
reducdo da producéo de vinho devido aos efeitos causados pelas condi¢des climéticas
extremas, como secas e inundac¢des nas areas de producao da uva (Revista Adega,
2024). Neste mesmo ano, o Brasil produziu em torno de 1 721,5 mil toneladas. Em
relacdo ao consumo médio per capita de uva in natura em 2022, os EUA consumiram
4 Kg, Brasil 3,5 Kg e Franga 2,3 Kg (International Organisation of Vine and Wine - OIV,
2022).

A uva apresenta aspecto notavel dentre as outras frutas por suas
caracteristicas sensoriais (aparéncia, cor, textura, sabor e aroma). Bem como, o seu
alto valor nutricional sendo uma fonte de vitaminas, minerais, antioxidantes e fibras.
O teor de acucares, acidez, compostos fendélicos e outros constituintes quimicos sao
influenciados pelo estagio de maturacdo, que interferird diretamente no sabor, no
aroma e na cor dos vinhos produzidos (Askari-Khorasgani; Pessarakli, 2019a, 2019b;
Rouxinol et al., 2023).

Em razdo de sua composicdo, a uva € altamente perecivel, sendo o seu
amadurecimento influenciado por varios fatores internos, como a estrutura e
consisténcia da casca e da polpa, a taxa de maturacdo, além de fatores externos,
sendo a temperatura e a umidade relativa os mais significativos para a incidéncia de

fungos (Romero et al., 2020).
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2.2 FUNGOS EM UVA

A uva é uma fruta ndo climatérica, o que significa que deve ser colhida quando
j& estd madura. Isso, por sua vez, cria condi¢des favoraveis a proliferagéo de fungos.
A infeccdo causada por fungos pode ter inicio no campo, persistir durante a colheita e
estender-se até a fase pods-colheita (Kgang et al., 2023). Essa susceptibilidade
abrange todas as partes da videira, incluindo caule, flores, folhas e, especialmente, os
frutos (Solairaj et al., 2021).

As condigbes climaticas, especialmente relacionadas a precipitacdo
pluviométrica distribuida ao longo do crescimento vegetativo da videira, bem como a
amplitude térmica estéo relacionados com a maior incidéncia de fungos (Welke, 2019).
Além disso, condi¢des inadequadas de armazenamento, transporte, demora para o
processamento ou consumo in natura podem potencializar a perda da qualidade da
uva e a reducao da produtividade (Abbey et al., 2019).

A presenca de fungos patogénicos na viticultura pode causar impactos
negativos na qualidade das uvas, interferindo de forma desfavoravel no perfil de
compostos aromaticos (Veras et al., 2021); ocasionar alteracdes no aspecto visual
(escurecimento em uvas brancas e perda de cor em uvas tintas). Além disso, 0s
fungos tém o potencial de modificar a composi¢cao quimica e consequentemente o
valor nutricional (Solairaj et al., 2021), e ainda, podem interferir na composicao de
alguns compostos desejados como polifenois, antocianinas e resveratrol (Otoguro;
Suzuki, 2018).

Em vinhos produzidos com uvas contaminadas por fungos, pode ocorrer perda
da cor, apresentacdo de sabor amargo ou sabor estranho de mofo, producédo de
odores de cogumelo e terra, além da formacdo de acetato de etila e acido acético.
Esses compostos tém o potencial de diminuir a aceitacao do produto (Steel; Blackman;
Schmidtke, 2013).

Os fungos Colletotrichum acutatum e Botrytis cinerea, estdo entre os mais
comuns na viticultura e um destaque se da aos fungos toxigénicos, representados
pelas espécies pertencentes ao género Aspergillus (Welke, 2019). Estes apresentam
uma preocupacao adicional, pois podem causar efeitos adversos a saude humana e
animal, por serem produtores de micotoxinas. Dois grupos de micotoxinas séo

recorrentes em uvas, Sao as ocratoxinas, em especial a ocratoxina A (OTA) e as
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aflatoxinas. Essas substancias podem ser prejudiciais em caso de ingestdo, razao

pela qual sua presenca nas uvas € um motivo de preocupacao (Wang et al., 2022).

2.2.1 Colletotrichum acutatum

O fungo Colletotrichum acutatum pertence a um extenso grupo de espécies do
género Colletotrichum sp., é conhecido globalmente por ocasionar grandes perdas de
producdo em diversas culturas, incluindo, cereais, frutas, leguminosas e vegetais. As
frutas de clima tropical, como a uva, s&o as que mais sofrem com a ocorréncia deste
fungo. No Brasil, C. acutatum tem causado consideraveis perdas nas safras da uva,
inclusive no RS, devido ao clima quente e umido, associado a longos periodos de
chuva (Dowling et al., 2020; Echeverrigaray et al., 2020).

Durante muitas décadas, a podriddo da uva madura foi atribuida a presenca de
Glomerella cingulata, que é o teleomorfo de Colletotrichum gloeosporioides ou
Colletotrichum acutatum. No entanto, avancos recentes em técnicas de classificacao
morfologica e molecular, possibilitaram a identificac@o de diversas espécies distintas
de Colletotrichum como causadores da antracnose e da podriddo da uva madura.
Dentre esses, foram identificados complexos Colletotrichum que afetam a videira: C.
acutatum, C. gloeosporioides, C. orchidearum e C. boninesse (Echeverrigaray et al.,
2020; Hsieh et al., 2023).

A podridao da uva madura caracteriza-se por diversos sintomas nos frutos, nas
flores e em outros tecidos vegetativos, que dependem da viruléncia da cepa, dos
fatores ambientais e da interacdo com o hospedeiro. A disseminacédo do fungo ocorre
a partir do indculo presente em folhas e frutos contaminados de safras anteriores,
sendo o vento e as chuvas os responsaveis pela dispersdo dos esporos (De Silva et
al., 2017).

A acao do fungo inicia com a invaséo das bagas, a qual pode ser facilitada a
partir de rachaduras na superficie causadas por insetos e outras pragas. Os sintomas
manifestam-se predominantemente durante a fase de maturacéo, caracterizados por
manchas concéntricas marrom-avermelhadas sobre a pelicula das bagas. Nas lesfes,
observa-se a presenca de massas de conidios de coloragdo laranja ou salmdo,
conforme demonstrado na Figura 1. Em seguida, ocorre o escurecimento do fruto e
posterior murchamento com a mumificacdo das bagas, de acordo com a ilustracao

demonstrada na Figura 2 (a, b) (Echeverrigaray et al., 2020; Hsieh et al., 2023).
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Apesar do fungo estar presente durante todas as fases do cultivo da uva, o
aparecimento tardio dos sintomas, durante o amadurecimento da baga, € um dos
principais motivos pelos quais ocorrem as maiores perdas de producéo (Hsieh et al.,
2023).

Figura 1 - Fungo Colletotrichum acutatum em meio Agar Batata Dextrose (BDA)

cultivado 25 °C por 7 dias

Fonte: elaboracao prépria.

Figura 2 - Podriddo da uva madura causada por Colletotrichum spp. em cachos de
uva (a,b)

Fonte: Adaptado de Hsieh et al. (2023).

A infeccdo da uva pelo C. acutatum pode ter impacto negativo na qualidade da
fruta, uma vez que altera¢cdes no sabor podem surgir antes mesmo da manifestacéo
visual da doenga nas bagas. Mesmo em casos de contaminacdo em pequena escala,

cerca de 3%, ja é possivel observar efeitos indesejaveis nos vinhos, como a reducao
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da acidez titulavel, inducdo da coloracdo marrom, e modificagcbes desfavoraveis no

perfil de aroma e amargor (Meunier; Steel, 2009).

2.2.2 Botrytis cinerea

B. cinerea também é um fungo conhecido mundialmente por estar presente em
uma grande variedade de frutas e vegetais; em uva, € o fungo de maior relevancia.
Em geral, B. cinerea age de forma patogénica, comprometendo a qualidade e a
produtividade (FelS6ciova et al., 2023). Em certas regides viniferas, sob condi¢cbes
especificas de umidade e temperatura, pode proporcionar a podriddo nobre, que é um
efeito desejado por conferir sabores e aromas especiais aos vinhos (Lovato et al.,
2019).

A forma indesejavel da doenca do mofo cinzento estd associada a alta
umidade, ocorréncia de chuvas ou irrigacdo em excesso, vento e as oscilacdes de
temperaturas durante o desenvolvimento da uva (Fedele; Brischetto; Rossi, 2020;
Thomidis et al., 2016; Wirz et al., 2020). A germinacdo de conidios e as infec¢des
ocorrem em condic¢des de alta umidade (>94% de umidade relativa), em temperatura
entre 20 e 24 °C (Kassemeyer, 2017).

A sua etiologia apresenta duas fases: uma chamada de perfeita (Botryotinia
fuckeliana) e outra imperfeita ou conidial (Botrytis cinerea). A segunda fase € a
responsavel por causar a doenca nas uvas. Apesar de poder sobreviver de forma
saprofita, a grande preocupacdo é a forma necrotrofica, que pode causar severos
prejuizos a viticultura (Calvo-Garrido et al., 2019; Solairaj et al., 2021; Steel; Blackman;
Schmidtke, 2013).

A infeccao inicia durante a floracéo, estagio em que o fungo invade a baga e
permanece de forma latente até o comec¢o dos primeiros sintomas, que ocorrem na
maturacéo (Ding et al., 2019). O processo de maturacao da uva, faz com que ocorram
alteracdes nos mecanismos de defesa da planta, havendo diminuicdo dos compostos
fendlicos, taninos e pectina e aumento no teor de agucar e a diminuicdo da acidez. A
partir destas alteracdes, o fungo consegue se desenvolver liberando metabolitos e
enzimas (glicerol, acido glucénico, B-glucano, pectinases, proteases, tirosinases e
lacases), que dardo origem aos sintomas caracteristicos da doenca da podriddo
cinzenta, de acordo com a Figura 3 (Fedele; Brischetto; Rossi, 2020; Steel; Blackman;
Schmidtke, 2013).
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Figura 3 - Botrytis cinerea em meio BDA cultivada 20°C por 14 dias e uva bord6

inoculada artificialmente com B. cinerea, incubado a 20 °C por 14 dias

Fonte: elaboracao prépria.

Na uva, aparecem manchas circulares arroxeadas, que progridem para uma
coloracdo parda e em seguida, as bagas tornam-se deprimidas, com abundante
esporulacdo acinzentada na superficie, Figura 3, que posteriormente apodrecem
Figura 4. Pode também ocorrer a podridao peduncular, que leva a perda do cacho ou
de parte dele. Nas folhas, aparecem manchas de coloracdo marrom, que também
podem levar a dessecacao (Latorre; Elfar; Ferrada, 2015; Shen et al., 2021).

Na pés-colheita, a ocorréncia latente do fungo nas bagas pode acentuar o
desenvolvimento da doenga do mofo cinzento dependendo de quais forem as
condicdes de armazenamento ou do tempo de espera até o processamento (Feng et
al., 2022). Durante esse periodo podem ocorrer alteracdes de cor das bagas, que de
roxas passam para avermelhadas, enquanto as uvas brancas passam a ficar marrom-

avermelhadas (Kgang et al., 2023).
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Figura 4 - Cacho de uva coletado em meio Atlantico nos EUA contaminada com o

fungo B. cinerea

Fonte: Cosseboom et al. (2021).

Pode ocorrer também alteracbes na composicdo da uva pela degradacao de
varios compostos: os compostos fendlicos sdo reduzidos (antocianinas, acidos
hidroxicinamicos e flavondides); os compostos aromaticos, como monoterpenos, sao
transformados em compostos menos odoriferos (Kelly et al., 2022).

A elevada taxa de esporulacdo de B. cinerea no mosto pode resultar na
producado de vinhos com odores desagradaveis caracterizados com notas terrosas e
de cogumelo, sendo os compostos volateis 1-octen-3-ona, 1-octen-3-ol, 2-heptanol e
2-octen-1-ol com notas de cogumelo ou 2-metilisoborneol os responsaveis (Rienth et
al., 2021).

2.2.3 Aspergillus sp.

As espécies de Aspergillus sp. séo frequentemente encontradas na viticultura
em diversas regifes do mundo, dentre estas espécies, estdo: Aspergillus carbonarius,
Aspergillus niger, Aspergillus niveus, Aspergillus paradoxus, Aspergillus versicolor,
Aspergillus wentii, Aspergillus westerdijkiae, Aspergillus flavus, entre outras (Diaz et
al., 2009; Freire et al., 2017; GOmez-Albarran et al., 2021; Taniwaki; Pitt; Magan,
2018). Ja o fungo Aspergillus flavus, na literatura € pouco citado como contaminante
de uva (Taniwaki; Pitt; Magan, 2018). No entanto, uma pesquisa recente, realizada

por Topor et al. (2023) revelou que este fungo foi encontrado em maior prevaléncia
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em uvas. Esse achado é preocupante devido a capacidade deste fungo produzir
aflatoxinas em alimentos. Na Figura 5 sdo apresentados cachos de uva contaminados

por espécies de Aspergillus spp.

Figura 5 — Cachos de uva contaminados com espécies de Aspergillus sp.

Legenda: (a) Cacho de uva coletado em Meio Atlantico nos EUA com fungo Aspergillus; (b) cacho de
uva (cv Malagouzia) com podridao de Aspergillus causada por Aspergillus sec¢édo Nigri; (c) uva com
podriddo negra contaminagdo causada por Aspergilli preto; (d) uva Thompson sem sementes
contaminada artificialmente com Aspergillus flavus; (e) uva contaminada por Aspergillus carbonario e
(f) Aspergillus flavus como contaminante de uva vermelha.

Fonte: (a) Cosseboom et al. (2021), (b) Mondani et al. (2020); (c) Somma e Perrone et al. (2012); (d)
Kasfi et al. (2018); (e) Hocking (2014) e (f) Dopazo et al. (2021).

Algumas espécies de Aspergillus merecem atencédo devido a possibilidade de
sintetizar micotoxinas, apresentando grande impacto agricola, epidemiolégico e
econdbmico (Taniwaki; Pitt; Magan, 2018). Na Tabela 1, sdo apresentados os fungos
filamentosos do género Aspergillus, as micotoxinas produzidas por estes, em qual tipo

de cultivar de uva foram encontrados e o pais de origem.
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Tabela 1 — Cultivares e micotoxinas produzidas por fungos filamentosos do género

Aspergillus spp. ja relatadas na literatura em uva

Fungo Micotoxinas Cultivar Origem Referéncia
Aspergillus OTA, OTB Chardonnay (Vitis vinifera) Brasil Topor et al,
niger biodinamica 2023
OTA Cabernet Sauvignon e Chipre Pantelides et al,
Maratheftiko 2017
- Cabernet Sauvignon, Concordia, Canada Qi et al, 2016
Vidal, Pinot noir
Syrah, Touriga Nacional, Muscat Brasil Freire et al,
Canelli 2017
Aspergillus Aflatoxinas B1, Uvas Chardonnay (Vitis vinifera) Brasil Topor et al,
flavus B2,Gle G2 convencional e biodinamica 2023
Pinot Blanc Eslovaquia
- FelS6ciova et al,
Syrah, Muscat Canelli Brasil 2023
- Uvas viniferas Libano Freire et al,
AFB1 2017
Vitis viniferas Eslovdquia El Khoury et al,
AFB1 2008
Uvas com praticas ecolégicas e Espanha FelSbciova et al,
- convencional 2015
GOmez-
Albarran et al,
2021
Aspergillus - Uva com praticas ecolégicas Espanha Gbmez-
westerdijkiae Albarran et al,
2021

Fonte: Elaboragéo propria.

A incidéncia de espécies de Aspergillus na uva esta correlacionada com a
existéncia de esporos fangicos no solo (que séo dispersos pelo vento e depositados
na superficie dos frutos (Mondani et al., 2020); aos fatores ambientais, como altas
temperaturas e a exposicdo a luz solar, juntamente com o amadurecimento da uva,
que quanto mais madura estiver, maior a probabilidade do ataque do fungo e,
consequentemente, maior a probabilidade de sintese de micotoxinas (Gil-Serna et al.,
2018; Taniwaki; Pitt; Magan, 2018). No entanto, n&o parece que alguns fungos do
género Aspergillus sejam capazes de penetrar na casca intacta das uvas, eles
necessitam que a baga seja danificada pela chuva na pré-colheita ou atacada por
outros fungos patogénicos como o oidio, Rhizopus stolonifer ou B. cinerea, insetos
vetores ou danos mecanicos causados por equipamento de cultivo ou colheita (Gil-
Serna et al., 2018; Mondani et al., 2020).
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As melhores condi¢des de desenvolvimento de Aspergillus ocorrem na faixa de
temperatura entre 17 e 42 °C, sendo que a temperatura minima para o crescimento
se situa entre 11 e 13 °C (Kassemeyer, 2017).

Como a ocorréncia da doenca é mais comum ao final da maturagéo da uva, na
colheita e pos-colheita, a disseminacdo do fungo e a sintese de micotoxinas serao
maiores durante o armazenamento. Nesta fase, as condicbes de temperatura,
umidade, nutrientes disponiveis e tipo de embalagem, serdo cruciais para a qualidade,
rendimento e seguranca da fruta (Fenta; Mekonnen; Kabtimer, 2023).

Dentre as espécies de Aspergillus, o Aspergillus niger é distribuido em diversas
culturas apresentando recorréncias em frutas (frescas ou secas), como uvas, tomate,
milho, amendoim, café, cacau e vegetais (GEOSTATISTICAL ANALYSIS OF
TOMATO FRUIT ROT AND DIVERSITY OF ASSOCIATED FUNGAL SPECIES, 2020;
Taniwaki; Pitt; Magan, 2018). Pantelides et al. (2017) encontraram que, nas
variedades de uva Cabernet Sauvignon e Maratheftiko, 5,3% das espécies
identificadas eram representadas por A. niger.

Este fungo é conhecido por causar a doenca do mofo preto, podriddo de
Aspergillus, que se caracteriza por lesdo marrom encharcada de agua nas bagas

feridas e esporulacéo escura de cor preta, Figura 6 (Kgang et al., 2023).

Figura 6 — Aspergillus niger em meio BDA cultivada 25 °C por 7 dias e uva bordd
inoculada artificialmente com A. niger, incubado a 25 °C por 7 dias

Fonte: elaboracao prépria.

O Aspergillus westerdijkiae pertence ao grupo de Aspergillus secéo Circumdati,

que também inclui espécies de fungos encontrados em uvas. Estes fungos
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contaminam muito menos as bagas quando comparado com as outras espécies; no
entanto, em alguns casos, apresentam alta capacidade ocratoxigénica (Gil-Serna et
al., 2018).

A. westerdijkiae é comumente encontrado no solo e em alimentos
armazenados. Tem como temperatura de crescimento ideal de 33 °C e produz um
pigmento solavel laranja amarelado (Visagie et al., 2014) (Figura 7, colbnias de A.
westerdijkiae em meio de cultura BDA).

Gomez-Albarran et al. (2021) encontraram, em uvas cultivadas em regifes da
Espanha, espécies possivelmente ocratoxigénicas de A. westerdijkiae. Apesar de nao
terem sido o fungo predominante encontrado nas bagas, ndo se deve ignorar o risco
potencial desta cepa de Aspergillus. A Figura 7 ilustra uma baga de uva com o
crescimento de A. westerdijikiae.

Figura 7 — A. westerdijkiae em meio BDA cultivada 25°C por 7 dias e uva bordd

inoculada artificialmente com A. westerdijkiae, incubado a 25°C por 7 dias

Fonte: elaboracéo prépria.

O Aspergillus flavus apresenta col6nia filamentosa formada por hifas septadas
com aproximadamente 4 pm de espessura. E um fungo saprdfito, que sobrevive no
solo por longos periodos quando em condi¢cdes desfavoraveis ao seu crescimento.
Em condicbes favoraveis, os esclerodios germinam e produzem hifas e esporos
assexuados, conhecidos como conidios. Quando germinam, formam micélios que se
dispersam no ar e no meio ambiente por meio de poliniza¢des de insetos e vento, e a

partir dos conidios infectam a cultura. Os conidios apresentam coloracao esverdeada
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amarelada, inicialmente tém cor amarela, e, a medida que amadurecem, ficam mais
escuras, Figura 8 (Cimbalo et al., 2020).

A. flavus é considerado um patégeno oportunista, cuja acdo pode depender de
outros insetos ou micro-organismos que causem dano a cultura para instalar a doenca.
Ele compromete a qualidade sanitaria, fisica e nutricional dos graos, sendo mais
comumente associado a cereais, como trigo, soja, semente, milho, algodao,
amendoim e nozes. Apesar de ser relatado com maior frequéncia nestes alimentos,
também acomete frutas como a uva, devido a estar presente no ambiente de cultivo
(Cimbalo et al., 2020).

Topor et al. (2023) verificaram a diversidade de fungos como contaminantes de
uvas cultivadas por método convencional e biodindmico, e, o fungo de maior
ocorréncia nas duas formas de cultivo foi A. flavus, correspondendo a 67 e 42%,
respectivamente, de todas as espécies de fungos isolados nas uvas Chardonnay.
Gbomez-albarran et al. (2021) e Melguizo et al. (2023) também detectaram a presenca
de A. flavus como contaminante em uvas em diferentes regides da Espanha. Isso
significa que a ocorréncia deste fungo em uvas é uma preocupac¢ao crescente, uma
vez que esse fungo tem a capacidade de sintetizar aflatoxinas, representando um
risco emergente. As mudancas climaticas estdo sendo apontadas como uma das
principais razdes pelo aumento de A. flavus na viticultura e em outras culturas
(Melguizo et al., 2023; Wu et al., 2022).

Figura 8 - Aspergillus flavus em meio BDA cultivada 25°C por 7 dias e uva bordd

inoculada artificialmente com A. flavus, incubado a 25°C por 7 dias

Fonte: elaboracao prépria.
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2.3 MICOTOXINAS

Micotoxinas constituem a terceira categoria mais notificada como contaminante
em alimentos destinados a nutricdo humana e animal segundo dados do Sistema de
Alerta Répido para Alimentos e Racgfes, lancado pela Unido Europeia em 2021.
Dentro dessa categoria, a aflatoxina B1 liderou em namero de notificacdes, seguida
pela ocratoxina A (European Commission, 2022).

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios toxicos produzidos por fungos,
sendo sintetizados a partir de condi¢des especificas para cada fungo (Cimbalo et al.,
2020; Thakur; Teja, 2024). Por exemplo, Passamani et al. (2014), encontraram que a
temperatura de 15 °C, atividade de agua 0,99 e pH de 5,35 foram as condicdes 6timas
para a sintese de OTA por fungos do género Aspergillus. Um fato preocupante, é que
as condi¢des 6timas para a producdo da toxina podem ndo coincidir com aquelas
exigidas para o crescimento fangico.

Em estudos conduzidos por Diaz et al. (2009) e Ferranti et al. (2018), foram
identificadas diversas estirpes de Aspergillus responsaveis pela sintese de OTA em
uvas Vitis labrusca e hibridas. Estas incluiram: Aspergillus japonicus, Aspergillus
niger, Aspergillus welwitschiae, Aspergillus vadensis, Aspergillus uvarum, Aspergillus
carbonarius, Aspergillus brunneoviolaceus, Aspergillus westerdijkiae, Aspergillus
aculeatus e Aspergillus labruscus. Adicionalmente, em uvas Cabernet Sauvignon e
Maratheftiko, foram encontrados outros isolados; tais como, Aspergillus tubingensis,
Aspergillus sclerotioniger, Aspergillus sclerotiocarbonarius e Aspergillus ibericus.

Em geral, A. carbonarius é a espécie ocratoxigénica mais importante devido a
sua ocorréncia frequente em uvas e a sua alta capacidade de producédo de OTs.
Entretanto, os agregados de Aspergillus niger (A. niger, A. welwitschiae e A.
tubingensis), Aspergillus secdo Nigri (A. japonicus e A. aculeatus) e Aspergillus secao
Circumdati (A. steynii A. westerdijkiae e A. ochraceus) também estdo presentes em
uvas, e algumas cepas tém a capacidade de produzir a toxina, embora em niveis mais
baixos (Gil-Serna et al., 2018; Taniwaki; Pitt; Magan, 2018).

Outro grande problema em relacdo a sintese de micotoxinas € que, uma vez
sintetizadas, ha uma grande dificuldade de eliminar, pois sdo altamente estaveis ao
calor e as técnicas mais comuns de processamento de alimentos e ra¢cfes (Daou et
al., 2021; Liu; Xie; Wei, 2022).
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Considerando que os alimentos podem ser transportados por longas distancias
e por tempo prolongado e também armazenados por longos periodos até serem
processados ou consumidos, todas as etapas de manuseio pds-colheita representam
pontos criticos que influenciardo no maior ou menor acumulo de micotoxinas nos
produtos alimenticios e racdes (Godswill Awuchi et al., 2022).

Nos ultimos anos, devido ao aquecimento global, muitos eventos climaticos
extremos tém ocasionado reducédo da eficidcia das medidas de controle e favorecido
o crescimento fungico. Além disso, a globalizacdo gera o surgimento de novas pragas
e insetos que podem acometer a viticultura, assim, aumentando a producdo e o
acumulo de micotoxinas nas uvas (Tini; Beccari; Covarelli, 2020; Zingales et al.,
2022).

A presencga de micotoxinas em uvas representa um elevado risco para a
seguranca alimentar (Gomez-Albarran et al., 2021), pois os metabdlitos téxicos
produzidos pelos fungos filamentosos ndo sao degradados pelo metabolismo humano
e nem dos animais, consequentemente acumulam-se no organismo levando a
sintomas agudos ou cronicos, mesmo em baixas doses (Bennett; Klich, 2003).

Em situacdes de sintomas agudos, ocorre uma reacgao rapida a presenca das
toxinas, o que pode resultar em morte. Por outro lado, os sinais crénicos estéo
vinculados a exposicéo prolongada a baixas concentracfes e estdo, principalmente,
relacionados ao desenvolvimento de cancer. A toxicidade das micotoxinas pode ser
influenciada por fatores ambientais, idade, estado de saude e nutricional do individuo
(Cimbalo et al., 2020) e esta diretamente relacionada a estrutura quimica de cada
micotoxina. Como exemplo, temos as AFs e as OTs. As AFs séo classificadas como
carcinogénica para seres humanos (grupo 1) e tem por 6rgéo alvo o figado, podendo
causar necrose aguda, cirrose e carcinoma. A OTA é classificada como possivelmente
cancerigena para humanos (grupo 2B), acometendo principalmente os rins causando
nefropatias (IARC, 1993, 2012).

Devido aos riscos que a ingestado de alimentos contaminados por micotoxinas
pode ocasionar a saude humana e animal, a Unido Europeia e organizacdes
brasileiras possuem regulamentos técnicos que estabelecem valores maximos
tolerados para a presenca de micotoxinas em algumas categorias de alimentos.
Abaixo, de forma resumida, sdo apresentados os valores para OTA e AFs em produtos
fabricados a partir da uva, conforme o quadro 1 (Brasil, 2022; UNIAO EUROPEIA,
2023).
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Quadro 1 — Teores maximos permitidos de aflatoxinas e ocratoxinas em alimentos,

conforme regulamentacdes do Brasil e da Unido Europeia

Alimento ou categoria Brasil Comissao Europeia

alimentos LMT (pgkg) | Teor maximo (pg/kg)

Ocratoxina

Frutas secas e desidratadas™ 10 8

Suco de uva e polpa de uva** 2 2

Vinho e seus derivados™** 2 (pg/L) 2

Produtos que contenham pelo Nio determinado 4

menos 20 % de passas de uvas

Aflatoxinas SomaBl1+B2+ |Bl Soma B1 + B2 +
G1+G2 Gl +G2

Frutas desidratadas e secas™**** 10 2 4

LMT: Limites Maximos Tolerados

DESCRICAO COMPLETA DA LEGISLACAO UE (European Commission):

* Passas de uvas (uvas-de-corinto, uvas passas e sultanas).

** Sumo de uva, sumo de uva fabricado a partir de concentrado, sumo de uva concentrado, néctar de
uva, mosto de uva e mosto de uva concentrado, colocados no mercado para o consumidor final.
***Incluindo vinhos frisantes e vinhos espumantes e excluindo vinho licoroso e vinho com teor
alcoométrico néo inferior a 15 % vol. O teor méximo aplica-se aos produtos provenientes das colheitas
a partir de 2005.

***% Erutos secos utilizados como Unico ingrediente ou produtos transformados a partir de frutos secos,
colocados no mercado para o consumidor final ou para utilizacdo como ingrediente em géneros
alimenticios, exceto os produtos referidos no ponto 1.1.3.

Fonte: Adaptado de Brasil (2022) e Unido Europeia (2023).

2.3.1 Ocratoxinas

A OTA (Figura 9) € o composto mais téxico do grupo das ocratoxinas. Trata-se
de uma micotoxina organica soluvel, que possui uma molécula de cloro em sua
estrutura, conferindo-lhe seu potencial toxico. E produzida pelos fungos Aspergillus e
Penicillium e esta presente em um grande numero de alimentos, como cereais, vinho,
café, cerveja, cacau, frutas secas, uva e produtos de uva, carne, especiarias e também
em racdes (Gil-Serna et al., 2018; Raduly et al., 2020).
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Figura 9 - Estrutura quimica da ocratoxina A (OTA)

Fonte: Pubchem National Library of Medicine (2024b).

Além da OTA, outras formas de ocratoxinas tém sido reportadas como
contaminantes de uva (Silveira et al., 2022) e vinhos (Gil-Serna et al., 2018). A OTA
tem sido detectada simultaneamente com a ocratoxina B (OTB), Figura 10. A
ocratoxina C (OTC), Figura 11, derivada do éster etilico da OTA, também apresenta
toxicidade, embora em menor intensidade que a OTA. Além disso, é observada em
guantidades elevadas em produtos de uva. Outros analogos encontrados em uva e
vinho sdo: metil-OTA, metil-OTB e etil-OTB (Gil-Serna et al., 2018), ocratoxina a
(OTa), ocratoxina B (OTP), ocratoxina a metil-éster (OTa metil-éster), ocratoxina a
amida (OTa amida), N-formil-ocratoxina a amida (N-formil-OTa amida) (Silveira et al.,
2022).

Figura 10 - Estrutura quimica da ocratoxina B (OTB)

Fonte: Pubchem National Library of Medicine (2024c).
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Figura 11 - Estrutura quimica da ocratoxina C (OTC)

Fonte: Pubchem National Library of Medicine (2024d).

A ingestdo de alimentos contaminados por OTA pode causar efeitos adversos
a salde, devido a sua capacidade genotoxica e nefrotoxica, seguido por
imunotoxicidade, hepatotoxicidade, neurotoxicidade, teratogenicidade, citotoxicidade
e estresse oxidative (Akbar et al., 2022). Os 6rgdos mais afetados séo os rins, no qual
ocorrem lesdes, alteracdes hematoldgicas e de morfologia. No organismo, ocorre o
aumento da enzima NADPH e P450, ativando a via de sinalizacdo de caspases e
induzindo a apoptose. Além disso, 0 estresse oxidativo induzido pela OTA nas
mitocondrias e no reticulo endoplasmatico é capaz de inibir o ciclo celular, o
metabolismo lipidico e de nucleotideos (Cimbalo et al., 2020).

Pesquisas evidenciam a presenca recorrente de OTA em uvas e seus produtos
derivados. Rosa et al. (2004) identificaram OTA em quantidade superior a 21 ng/L em
29,2% (48 amostras) das amostras avaliadas de sucos de uva comercializados na
cidade de Rio de Janeiro, Brasil. Pantelides et al. (2017) identificaram em uvas das
variedades Cabernet Sauvignon e Maratheftiko trés fungos capazes de produzir OTA:
A. carbonarius, A. niger e A. welwitschiae. As quantidades médias produzidas foram
de 1.436,1 ng/g, 23,9 ng/g e 9,1 ng/g de OTA, respectivamente.

Hajoak et al. (2019) detectaram OTA em 26,7% das amostras de suco de uva
comercializado na Polonia. Yusefi et al. (2018) identificaram a presenca de ocratoxina
A em 55,7% (39 de um total de 70 amostras) de suco de uva vermelha comercializado
no Ird. Em uma amostra, os niveis foram superiores a 2 ug/L, valor acima do limite
regulamentado pela UE para suco de uva. Apesar da contaminacdo média de OTA
nas amostras analisadas ter ficado abaixo do limite maximo permitido estabelecido

pela UE, a notavel frequéncia de contaminagdo nesses produtos & motivo de
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preocupacao, visto que, criancas sdo um dos principais consumidores de suco de uva.
Portanto, € de grande preocupacao a presenca de OTA em uvas e derivados, sendo
assim necessario a ado¢do de medidas de controle para evitar que a OTA esteja

presente em alimentos, desde as etapas iniciais de produgéo.

2.3.2 Aflatoxinas

As aflatoxinas sao produzidas pelos fungos do género Aspergillus, e A. flavus
€ a espécie mais citada como produtora desta micotoxina em alimentos. Existem mais
de 20 aflatoxinas, sendo as mais relevantes AFB1, AFB2, AFGl e AFG2,
representadas na Figura 12, que mostra suas estruturas quimicas. As AFM1 e AFM2
sdo os metabdlitos hidroxilados de AFB1 e AFB2, respectivamente, sendo a AFM1

excretada no leite de mamiferos (Malir et al., 2023).

Figura 12 - Estrutura quimica das aflatoxinas B1, B2, G1 e G2

Fonte: Pubchem National Library of Medicine (2024a).
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A aflatoxina B1 (AFB1) esta associada a hepatocarcinogenicidade (Malir et al.,
2023), sendo também considerada genotdxica, imunossupressora, mutagénica e
carcinogénica (Gomez-Albarran et al., 2021; IARC, 2012).

O mecanismo carcinogénico da AFB1 ocorre pela metabolizagéo da aflatoxina
em aflatoxina-8,9-exo-epéxido pelas enzimas P450, composto que pode reagir com
DNA, RNA e proteinas para formar adutos, especialmente com o gene supressor de
tumor P53. Em particular, o AFB1-8,9-exo-epdxido pode se ligar ao DNA formando
predominantemente o aduto 8,9-di-hidro-8 (N7-guanil) -9-hidroxi-AFB1 (AFB1 — N7-
Gua). E convertido em AFB1-8 e 9-epoxido no figado, catalisado por enzimas
associadas ao citocromo P450 apdés ser ingerido por animais, formando adutos com a
base guanina do DNA, resultando em doencas agudas e cronicas chamadas
aflatoxicoses em humanos (Cimbalo et al, 2020).

Devido ao seu elevado potencial toxico, as AFs destacam-se como as
micotoxinas mais preocupantes identificadas em alimentos. A Figura 13 ilustra a
ocorréncia de AFB1 nas categorias de alimentos segundo o comunicado da Uni&o
Europeia pelo Sistema de alerta rapido para géneros alimenticios e alimentos para

animais.

Figura 13 - Contaminacao por aflatoxina B1 em diferentes géneros alimenticios e
alimentos para animais (%) comunicada na Unido Europeia em 2021
(Sistema de alerta rapido para géneros alimenticios e alimentos para
animais, 2021)

nuts, nut products and seeds = fruits and vegetables
= herbs and spices um cereals and bakery products
= feed materials = confectionery

cocoa and cocoa preparations, coffee and tea = ices and desserts

u other food product / mixed

Fonte: Loi et al (2023).
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Loi et al. (2023) destacam que frutas e vegetais estdo na segunda posicao de
alimentos contaminados pela AFB1. Em uva, poucos estudos relatam a sintese de
AFB1. No entanto, Khashaba et al. (2018) encontraram AFB1 em uva seca e AFBl e

AFB2 em uva fresca, dado preocupante para a cadeia produtiva da uva.

2.4 USO DE FUNGICIDAS EM UVAS

O uso de fungicidas na agricultura tem desempenhado um papel fundamental
na reducdo de doencas e aumento na produtividade, entretanto, seus efeitos toxicos
para planta se estende também para outros organismos, incluindo peixes, passaros,
plantas, assim como para ar, agua, solo e aos alimentos colhidos. Estes residuos,
além de causarem efeitos adversos para 0 meio ambiente, impactam na saude
humana. As atuais mudancas climaticas tém implicado na necessidade de um maior
uso e consequentemente a uma poluicdo maior (Tudi et al., 2021).

Dados dos ultimos dez anos trazem que o0s pesticidas mais frequentes
encontrados em uva sédo da classe dos triazois, seguido pelos pesticidas
organofosforados, pesticidas multiclasses, piretroides, fenilamidas e estrobilurinas. A
figura 14 ilustra as classes de pesticidas mais utilizados em uvas. A presenca
significativa de residuos de triazol nas uvas indica que essa classe quimica €&
amplamente utilizada em nivel global, seu maior uso esta associado a sua eficacia
contra pragas e patdégenos fungicos, com menor impacto téxico no produto final.
(Syrgabek; Alimzhanova, 2022).
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Figura 14 - Classes de pesticidas que sdo mais comumente utilizadas para controlar

pragas e doencas em diferentes fases do cultivo da uva
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Fonte: Syrgabek e Alimzhanova (2022).

Um estudo publicou a presenca de residuos de pesticidas em uva e foram
observados que em 20,4% das amostras de uva de mesa (57 amostras), a
concentracdo de pesticidas estava acima dos limites maximos de residuos (LMR)
preconizados pela UE, relativo a trés tipos de pesticidas. Ainda, os autores relataram
que 37,1% das amostras de uva analisadas apresentavam mais de um residuo. O
azoxistrobina foi o pesticida de maior frequéncia nas uvas, no entanto, em todas as
amostras esteve abaixo do LMR para UE. O segundo mais frequente foi o
inseticida/acaricida clorpirifés, em que todas as amostras estiveram acima da LMR de
0,01 mg/kg. Ainda foi possivel identificar o uso do fungicida carbendazim em uvas,
que trata-se de um fungicida considerado um potencial desregulador enddcrino e
também com efeito genotdxico (Golge; Kabak, 2018).

Dados brasileiros fornecidos pelo Programa de Andlise de Residuos de
Agrotéxicos em Alimentos também encontraram problemas com o uso de agrotoxicos
em uvas. Foram analisadas 319 amostras, das quais 49 apresentaram residuos em
concentragdes superiores ao LMR. Os agrotdxicos mais frequentemente detectados

nessas amostras foram etefom, clotianidina e bifentrina. Além disso, foi observado o


https://www.gov.br/anvisa/pt-br/assuntos/agrotoxicos/programa-de-analise-de-residuos-em-alimentos/arquivos/3770json-file-1
https://www.gov.br/anvisa/pt-br/assuntos/agrotoxicos/programa-de-analise-de-residuos-em-alimentos/arquivos/3770json-file-1
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uso de agrotdéxicos nao permitidos para uvas, como propargito, hexitiazoxi,
fenpiroximato e acefato (ANVISA, 2019).

Mancozebe, fungicida largamente utilizado na agricultura e regulamentado para
uso em uvas, foi avaliado por Quds et al. (2023) quanto aos possiveis efeitos
citotoxicos pelo consumo de alimentos ou agua contaminados e também os possiveis
efeitos sobre a saude de trabalhadores do campo e nas industrias de processamento.
Ao avaliar os efeitos sobre os eritrocitos humanos, constatou-se que mancozebe
induziu ao estresse oxidativo, prejudicou o sistema de defesa antioxidante, causou
danos a membrana e alterac6es morfolégicas, o que afetard adversamente a estrutura
e a funcéo dos eritrocitos.

Wei; Wang; Liu (2023) realizaram uma revisdo sobre o uso de pesticidas,
incluindo os fungicidas como o hexaclorobenzeno (proibido em alguns paises),
tolilfluanida, azoxistrobina e carbendazim e seu efeito no diabetes e no metabolismo
da glicose em estudos epidemiolégicos e toxicoldgicos in vitro e in vivo. Os dados
podem ser escassos para afirmar a relacdo entre pesticidas e diabetes, mas ha
evidéncias tanto da contaminagdo ambiental (oceano, solo, ar), quanto da presenca
destes fungicidas no organismo humano (plasma de mulheres gravidas, no sangue do

corddo umbilical, na placenta e no leite materno).

2.5 METODOS DE BIOCONTROLE E BACILLUS

A utilizac&o do biocontrole, por meio de micro-organismos antagonistas, surge
como uma alternativa promissora na reducéo da dependéncia do uso de agrotoxicos.
Diversas organizacdes internacionais, como a Unido Europeia, buscam fazer a
transicao da producdo agricola convencional para uma abordagem mais sustentavel,
incorporando o uso de agentes biolégicos. Além disso, a adocao de tal pratica atende
as expectativas do mercado consumidor (Boiu-Sicuia et al., 2023).

Os micro-organismos antagonistas mais difundidos como agentes de controle
biolégico sdo: virus (Baculovirus), bactérias (Pseudomonas, Rhizobium,
Streptomyces, Bacillus), fungos, leveduras (Ulocladium spp, Trichoderma spp) e
nematoides (Steinernema e Heterorhabditis) (Ali et al., 2022).

As bactérias sdo os agentes antagonistas mais utilizados, sobretudo para o
controle dos fungos patogénicos e toxigénicos (Tariq et al., 2020). O uso de bactérias

antagonistas representa consideravel vantagem, na medida em que podem ser
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utilizadas tanto no periodo pré-colheita quanto no pés-colheita (Ren et al., 2020). A
maioria das bactérias utilizadas como biocontrole recebem o status "Geralmente
Reconhecido como Seguro” (GRAS) pela FDA (Food and Drug Administration) (FDA,
2018, FDA, 2021, FDA, 2022).

Produtos a base de Bacillus estdo disponiveis comercialmente como agentes
de biocontrole contra fungos fitopatogénicos. O Serenade®, produzido pela Agro
Bayer, é composto por Bacillus subtilis (QST 713, numa concentracéo de 10° UFC/g)
recomendado para o controle de doencas como: mancha-de-alternaria (Alternaria
dauci), mofo-cinzento (B. cinerea), antracnose (C. gloeosporioides) e mofo-branco
(Sclerotinia sclerotiorum) para as culturas de cenoura, coentro, alface, batata, uva,
abacate, alho, macéa, amendoim, berinjela, tomate, entre outros alimentos. O Eco-
shot® produzido pela Ihara, a base de Bacillus amyloliquefaciens D-747 (minimo de 5
x101% UFC/g), é recomendado para controle de Esclerotinia sclerotiorum,
Podosphaera fuliginea e B. cinerea para frutas, vegetais e legumes. Apesar da
existéncia destes produtos comerciais, 0 surgimento de fungos resistentes cria a
necessidade de pesquisar novos micro-organismos para biocontrole (Veras; Silveira,
Welke, 2023).

Algumas caracteristicas tornam Bacillus spp. atrativos para a producdo
industrial de bioprodutos, como a formacdo de enddsporos, que proporciona
resisténcia e garante a sobrevivéncia da bactéria mesmo em condi¢cbes adversas.
Além disso, apresentam alta taxa de crescimento, producdo de compostos
antifangicos (enzimas liticas, lipopeptideos, compostos organicos volateis) e a
capacidade de ativar os mecanismos de defesa da planta contra os fitopatdégeno
(Otoguro; Suzuki, 2018; Veras; Silveira; Welke, 2023; Wu et al., 2022). Outros
aspectos importantes sdo a boa estabilidade genética, a efichcia em baixas
concentracfes e a atuacdo sobre um amplo espectro de fitopatdbgenos (REN et al.,
2020).

Bacillus velezensis € uma nova unidade taxonémica dentro do género Bacillus,
que foi incluido na lista de Presuncéo Qualificada de Seguranga (PQS) pela avaliacdo
genérica de seguranca para agentes bioldgicos pela European Food Safety Authority
(EFSA), e nao foi associado com intoxicagdo ou infec¢do relatada em humanos ou
animais (EFSA Panel on Biological Hazards (BIOHAZ) et al., 2020). E encontrado
naturalmente no solo, na rizosfera e no ambiente marinho. Esta envolvido na

fermentacdo de alimentos como kimchi e pasta de soja fermentada, no controle
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bioldgico de patdégenos de plantas e fungos micotoxigénicos e na desintoxicacao de
micotoxinas. Além disso, estudos descrevem o uso de B. velezensis como probiotico
em galinhas e peixes, sendo capaz de controlar patégenos bacterianos. Esta espécie
produz compostos de interesse biotecnolégico, como B-glucanases, L-asparaginase e
surfactinas (EFSA Panel on Biological Hazards (BIOHAZ) et al., 2020).

As bactérias B. velezensis demonstram resultados notaveis no combate a
fungos patogénicos em vérias culturas, incluindo maca, pera, milho, tomate, uva,
mirtilo entre outras. A atividade de biocontrole é atribuida & capacidade de produzir
compostos com propriedades antifungicas, como relatado em estudos recentes
(Chacon et al., 2022; Liu et al., 2020; Silveira et al., 2022; Yuan et al., 2022; Zhang et
al., 2022). Por ser uma espécie classificada como ndo patogénica ou téxica, sua
aplicac@o na pos-colheita é segura e benéfica. Dentre estes beneficios, destaca-se a
manutencdo da qualidade dos alimentos, retardando o processo de senescéncia e
estimulando a producdo de compostos antioxidantes, tais como polifenois,
antocianinas e resveratrol (Wang et al., 2022).

Como agente de biocontrole, B. velezensis age através de diferentes
mecanismos de acéo: (I) formacdo de biofilmes; (II) competicdo da bactéria com os
fungos patogénicos por espaco e nutrientes; (l1l) producéo de metabdlitos secundarios
(fengicinas, iturinas, surfactinas) altamente efetivos contra fungos; (IV) producéo de
compostos volateis com acédo antifiingica e também, (V) ativa a resposta de defesa da
planta contra os fitopatégenos (Otoguro; Suzuki, 2018; Veras; Silveira; Welke, 2023).
Além disso, tem sido utilizada como rizobactéria promotora de crescimento de plantas
(Ali et al., 2022). A Figura 15 representa um apanhado em forma de um esquema dos

mecanismos antifingicos das espécies de Bacillus (Veras et al, 2023).
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Figura 15 - Representacdao esquematica dos mecanismos antifungicos das espécies

de Bacillus
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Uma abordagem que vem sendo estudada é a combinacao de diferentes micro-
organismos como agente de controle biolégico. Neste caso, a vantagem dessa
estratégia esta relacionada a producdo de uma maior variabilidade de metabdlitos
secundarios antifangicos, bem como a possibilidade de mais de um mecanismo de
acao antagonista. Além disso, tem-se a praticidade de aplicacdo, onde mais de um
agente de controle biolégico pode ser aplicado de uma sO vez. No entanto, esta
possibilidade deve ser melhor investigada (Calvo-Garrido et al., 2019).

A vantagem do uso de Bacillus estd em sua capacidade de permanecer no
ambiente e continuar a colonizacdo prévia da rizosfera, folhas e frutos. Dessa forma,

os Bacillus ja interagem com o ambiente e o hospedeiro, exercendo atividade
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antagonista, como a competicdo por nutrientes, entre outros mecanismos (Calvo-
Garrido et al., 2019).

Em estudo anterior, Veras et al. (2016) avaliaram dez estirpes de Bacillus
(Bacillus velezensis P1, P7, P11, P34 e P45, Bacillus sp. P39A, Bacillus licheniformis
P40, Bacillus sp. P51, Bacillus sp. B312 e Bacillus subtilis ATCC 19659) isoladas da
Amazonia brasileira quanto ao seu potencial antagdnico contra fungos toxigénicos.
Quatro estirpes (P1, P7, P11 e P45) se destacaram como as mais eficientes para inibir
o desenvolvimento de 13 fungos, incluindo A. flavus e A. carbonarius, bem como
impossibilitaram a producdo de aflatoxina B1 e ocratoxina A em meio de cultura.
Resultados promissores também foram verificados quando essas quatro estirpes
foram usadas como estratégia de controle biolégico de A. carbonarius em uvas, com
destaque para a cepa P1, que inclusive, inibiu a sintese de OTA e de outras formas
de ocratoxinas OTB, OTa metil-ester, OTa amida, N-formil-OTa amida. Além disso, a
atividade hemolitica das estirpes de Bacillus velezensis P1, P7, P11 e P45
descartaram preliminarmente o possivel potencial citotoxico dessas bactérias (Silveira
et al., 2022).

Dois mecanismos de acdo antifungica exercidos pelos Bacillus sdo a
competicdo e o parasitismo. A competicdo pode ocorrer por espaco fisico ou pela
disponibilidade de nutrientes (carboidratos, compostos nitrogenados, minerais: ferro,
zinco, cobre) entre o fungo e a bactéria. No que tange a competicao por espaco, a
rapida colonizacdo e a habilidade de formar biofilme confere a essas bactérias uma
vantagem significativa sobre os fungos na colonizacao efetiva na superficie de plantas
ou alimentos. No entanto, esse néo € relatado como o principal mecanismo de agéo
desta bactéria contra fungos (Fenta; Mekonnen; Kabtimer, 2023; Veras; Silveira;
Welke, 2023). O parasitismo se d& através da secrecao de enzimas do tipo quitinase,
protease, glucanase entre outras, que degradam a parede celular dos fungos,
ocasionando o extravasamento do citoplasma e a morte celular (Ali et al., 2022).

A producédo de Compostos Organicos Volateis (COVs) também apresenta efeito
sobre o crescimento de fungos. Esta mistura complexa de compostos de baixo peso
molecular, odorosos, com baixo ponto de ebulicao e elevado teor de vapor de pressao
(0,01 kPa) é produzida por plantas e micro-organismos (Rabbee et al., 2019). Estes
compostos podem atuar na reducdo do crescimento de patdégenos fungicos em frutas
e vegetais (Ali et al, 2022), por exemplo: morango, framboesa, uva, tomate e cereja
(Wang et al., 2022).
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As estirpes de Bacillus podem produzir basicamente compostos dos grupos dos
acidos, ésteres, cetonas e aldeidos (Veras; Silveira; Welke, 2023). Estirpes de B.
velezensis, igualmente, podem produzir uma diversidade de COVs com atividade
antifingica (Guevara-Avendafio et al., 2019). Alguns destes volateis com efeito
antifangico ja foram descritos: pirazina (2,5-dimetil), benzotiazol, 4-cloro-3-metil, fenol-
2,4-bis (1,1-dimetiletil); dimetilsulféxido 1-butanol acetoina; benzaldeido, diacetil,
decanal, benzotiazol, 3-undecanona, 2-undecanona, 2-undecanol, undecanal, 2,4-
dimetil-6-terc-butilfenol, 5-nonilamina, acido 3-metilbutandico, ftalato de dibutila, 2,3-
butanodiona, 3-metil-1-butanol, (R,R) -2,3-butanodiol, acetoina, acido benzodico
(Grahovac; Pajcin; Vlajkov, 2023).

Guevara-avendafio et al. (2019) encontraram que 0 conjunto de volateis
produzidos pela cepa B. velezensis HA reduziu significativamente o crescimento
micelial de C. gloeosporioides, em 32,6% quando comparado com o controle. Calvo
et al. (2020) investigaram o uso dos volateis produzidos pela cepa BUZ-14 contra B.
cinerea em uva de mesa. O composto volatil diacetil foi capaz de controlar o mofo
cinzento em concentragcées minimas, sendo considerado um composto promissor que
poderia ser aplicado na fase de pds-colheita como em embalagem ativa para
prolongar a vida 0til das uvas.

Além dos mecanismos citados acima, a producdo de lipopeptideos
frequentemente apresenta um efeito superior no controle de fungos quando
comparada a produgdo de COVs ou a habilidade bacteriana de induzir resisténcia a
doencas no hospedeiro (Wang et al., 2022). Bacillus podem produzir os lipopeptideos
(iturina, fengicinas, surfactina, plipastatina, pumilacidina e bacilomicina), peptideos
(bacilisina, subtilosina, subtilina e subtilosina A), policetideos (difficidina, bacileno,
macrolactina e oxidificidina) e sider6foros (bacilibactina) (Veras; Silveira; Welke,
2023). Por exemplo, as iturinas e fengicinas agem alterando a estrutura e a
permeabilidade da membrana celular do fungo, que afeta o crescimento micelial e a
germinacado de esporos. A fengicina ainda pode se associar ao DNA do fungo
interrompendo seu crescimento. Ja as surfactinas estdo mais associadas a atividade
sinérgica com as iturinas e fengicinas. Esses compostos também podem afetar
funcbes intracelulares, como expressdo génica, sintese de organelas e outros
metabolitos secundarios dos fungos (Shafi; Tian; Ji, 2017; Veras; Silveira; Welke,
2023).
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Em estudo in vitro realizado por Guardado-Valdivia et al. (2018), a cepa do
Bacillus atrophaeus B5 mostrou-se capaz de reduzir a ocorréncia do fungo C.
gloeosporioides. A identificacédo, por PCR, de trés genes (bmyB, ituC e srfAA), que
podem estar envolvidos na producéo iturina, surfactina e bacilomicina, indica que
esses compostos foram provavelmente responsaveis pela reducdo da doenca pos-
colheita (Ren et al., 2020).

Liu et al. (2023) avaliaram o uso de B. amyloliquefaciens Bafl no controle de
Fusarium incarnatum como contaminante de meldo e compararam o resultado com a
aplicacdo do fungicida comercial fludioxonil. Da mesma forma, tanto os Bacillus
guanto o fungicida comercial demonstraram a capacidade de inibir o crescimento do
fungo. Neste caso, a atividade de biocontrole foi atribuida a producéo de surfactinas
C13 - C15 e bacilomicina L C17, demonstrando que um micro-organismo de

biocontrole pode apresentar efeitos semelhantes aos produtos sintéticos comerciais.

2.5.1 Bacillus nainibi¢cdo da sintese de micotoxinas

As micotoxinas, uma vez sintetizadas nas diferentes matérias-primas,
apresentam elevada resisténcia a degradacdo durante o processamento. A primeira
estratégia utilizada é impedir o crescimento do fungo, a fim de evitar a producao dos
metabalitos toxicos. Apds sintetizadas, existem métodos fisicos, quimicos e biolégicos
para elimina-las do produto final (Ndiaye et al., 2022).

Os métodos fisicos e quimicos para a desintoxicacdo das micotoxinas possuem
muitas limitagdes, sejam elas, pelo custo elevado ou pela seguranca do alimento
devido ao uso de produtos quimicos toxicos, e pela perda do valor nutricional ou
alteracBes indesejaveis nas caracteristicas sensoriais do produto (Ding et al., 2023).

Em contrapartida, o uso de micro-organismos ou composto oriundos do
metabolismo secundario das bactérias € uma alternativa que vem ganhando espago
na remogdo ou desintoxicacdo das micotoxinas em produtos alimenticios e racoes.
Pois, ndo ha a necessidade da utilizagdo de produtos sintéticos toxicos e nem ocorrem
perdas na qualidade dos alimentos. As duas principais formas envolvidas na
desintoxicacdo de micotoxinas por bactérias sdo a adsorgdo e a degradacédo (Wang
et al., 2022).
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Guo et al. (2021) constataram que B. velezensis ANSBO1E poderia ser capaz
de degradar zearalenona a partir de enzimas secretadas pela bactéria e, assim,
poderia ser uma alternativa para a industria alimenticia e de racao.

Zhang et al. (2022) testaram a eficiéncia da suspensdo de células e do
sobrenadante de B. amyloliquefaciens YL-1 para degradar OTA produzida por A.
westerdijkiae, em meio liquido. A OTA foi reduzida em 79,7% ao longo de 48h,
enquanto ndo houve reducgao significativa no controle. Como resultado, nenhum
produto de degradacéo foi detectado nos cromatogramas por HPLC, o que pode ser
devido a transformacdo da OTA em compostos estruturalmente diferentes e nédo
fluorescentes ou a possibilidade de requerer o uso de um outro comprimento de onda.
A fim de elucidar o mecanismo responsavel pela degradacédo da OTA foi avaliado o
uso do sobrenadante de cultura, que exerceu maior remog¢ao da micotoxina do que o
sedimento celular. Esta descoberta sugere que a principal via de degradacdo da
micotoxina foi devido a atividade enzimatica extracelular desempenhada pelo B.
amyloliquefaciens YL-1. Desta forma, pode-se dizer que o uso de Bacillus pode ser
uma estratégia para degradar micotoxinas produzidas por fungos toxigénicos.

Além da aplicacdo de Bacillus para degradar as micotoxinas ja sintetizadas
pelos fungos na matéria-prima, o uso das cepas para impedir a producéo é de maior
relevancia. E assim, existem muitos estudos que retratam o efeito dos Bacillus sobre
a producdo das toxinas. Por exemplo, Palazzini et al. (2016) encontraram que B.
velezensis RC 218 isolado de anteras de trigo foi eficaz em reduzir a gravidade da
doenca e o acumulo de desoxinivalenol, sem mostrar efeito sobre a incidéncia da
doenca causada pelo fungo Fusarium graminearum em trigo, em condi¢cdes de campo.
Os autores sugerem que os resultados de biocontrole podem estar relacionados com
os lipopeptideos secretados pela estirpe.

Bertuzzi et al. (2022) avaliaram a aplicacdo do caldo de células de Bacillus
subtilis QST 713 contra o crescimento dos fungos toxigénicos F. graminearum,
Alternaria alternata, A. flavus, Fusarium verticillioides e A. carbonarius. O caldo de
células, in vitro, diminuiu completamente a producéo de aflatoxina B1 desoxinivalenol,
zearalenona e &cido tenuazoénico e obteve reducéo significativa entre 93,1 e 99,7%
para ocratoxina A, fumonisina B1 e B2, alternariol, monoéster de alternariol e
tentoxina. Resultado que demonstra a habilidade dos Bacillus spp. de inibir a sintese
de micotoxinas. Além disso, foi identificado a producao de enzimas e de lipopeptideos
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pertencentes a familia das fengicinas, surfactinas e iturinas, que podem ser 0s
responsaveis pela atividade antimicotoxigénica.

Silveira et al. (2022) também observaram a redu¢éo na produc¢do de ocratoxina
A e outras formas de ocratoxinas produzidas por A. carbonarius, inoculado
artificialmente em uva por quatro estirpes de B. velezensis. Todas as quatro cepas
foram eficientes em reduzir a forma mais toxica de ocratoxina, OTA, a niveis néo

detectaveis em comparacao com o tratamento controle.
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3 MATERIAIS E METODOS

A descricdo dos “Materiais e Métodos” e a apresentacao dos “Resultados e
Discussao” estdo inseridos no respectivo artigo. Uma discusséo geral sobre os
resultados esta no item 5 desta dissertacao.
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5 DISCUSSAO GERAL

Um dos principais desafios da viticultura € controlar a contaminacéao por fungos,
que pode ocorrer durante toda a cadeia produtiva. Em cada uma das etapas é
necessario adotar medidas de controle adequadas. No campo, a principal estratégia
utilizada é a aplicacéo de fungicidas sintéticos. Na etapa de pods-colheita, a maioria
destes produtos ndo sao permitidos devido aos possiveis efeitos toxicos a saude
(Kgang et al., 2023).

A presenca de fungos, assim como a utilizacdo de pesticidas quimicos, pode
ser desfavoravel a viticultura. Pois, a existéncia dos fungos pode acarretar na reducao
da produtividade, incidir negativamente na qualidade da uva e, ainda, causar efeitos
adversos a saude humana e de animais. No caso dos produtos quimicos, pode ocorrer
contaminacdo ambiental, levar ao surgimento de resisténcia fungica e também, de
alguma forma, trazer prejuizos a saude de trabalhadores envolvidos com 0 manuseio
e aplicacao destes produtos (Solairaj et al., 2021; Tudi et al., 2021).

Neste contexto, temos uma situagdo problematica para a viticultura: onde as
doencas fungicas causam prejuizos e o uso de fungicidas sintéticos nao sdo mais bem
aceitos pelo mercado consumidor como a Unica estratégia para o controle de fungos.
Ainda, corroborando com este cenario, de forma negativa, ha muitos estudos
correlacionando uma maior incidéncia e diversidade de fungos, em diferentes culturas,
com as atuais mudancas climaticas. Consequentemente, esta havendo a necessidade
de um maior uso de fungicidas (Yin et al., 2023).

O uso sistematico de fungicidas pode levar a resisténcia do fungo
comprometendo tanto a produtividade quanto a qualidade das colheitas, sendo assim,
necessario o desenvolvimento de novos produtos com mecanismos distintos para
efetivamente controlar as doencas flngicas. Dentro deste contexto, o uso de produtos
a partir do controle ndo quimico, como agentes de biocontrole pode ser uma
alternativa (Yin et al., 2023).

Diante desta problematica, os resultados deste estudo evidenciaram a eficacia
do uso de Bacillus velezensis como uma alternativa sustentavel e segura para o
controle de fungos na viticultura. As estirpes de B. velezensis mostraram potencial
antagonista significativo contra os principais fungos patogénicos, com maior eficacia
na concentracgdo de células de 1x10° UFC/mL. A inibicdo do crescimento micelial e da

germinacao de esporos, foi expressiva, evidenciando o potencial dessas estirpes



76

como biofungicidas. Além disso, a capacidade dessas bactérias de inibir a formacao
de estruturas reprodutivas fangicas limita a propagacao dos patégenos no ambiente,
um fator crucial para o sucesso de futuros bioprodutos.

A aplicacdo de estirpes de B. velezensis diretamente nas uvas resultou em
inibicbes significativas do crescimento fangico, com alguns fungos sendo
completamente suprimidos. E as combinagdes de estirpes mostraram-se ainda mais
promissoras, garantindo a inibi¢ao total dos cinco fungos estudados.

B. cinerea e C. acutatum, foram os fungos mais suscetiveis a acdo de
biocontrole pelas quatro estirpes de B. velezensis em todos 0s experimentos
realizados. E importante ressaltar que estes fungos estdo presentes no cultivo da uva,
assim como, em outras culturas (morango, mac¢a, péssego, tangerina, pimentao,
pimenta batata, mirtilo, améndoa) causando prejuizos significativos a niveis mundiais
(De Silva et al., 2017; Dowling et al., 2020).

A inibicdo da sintese de micotoxinas pelas estirpes de B. velezensis € um
resultado de grande relevancia, pois as micotoxinas representam um grave problema
de saude publica, visto que podem ser carcinogénicas, teratogénicas, nefrotoxicas,
hepatotoxicas entre outros efeitos nocivos a salde. Portanto, para um biofungicidas,
a capacidade de impedir a sintese das micotoxinas, € muito importante. Neste sentido,
todas as estirpes demonstraram capacidade de inibir a producédo de OTA, OTB e das
aflatoxinas (B1, B2, G1 e G2), resultado de suma importancia, visto que, mesmo
ocorrendo o crescimento do fungo, as estirpes impediram a producéo das micotoxinas.

Os resultados deste estudo evidenciaram a eficacia das bactérias no controle
de fungos na viticultura, destacando o potencial das cepas de Bacillus velezensis

como uma alternativa promissora para o desenvolvimento de futuros bioprodutos.
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6 CONCLUSAO

As quatro estirpes de Bacillus velezensis demonstraram uma alta capacidade
em controlar o crescimento de fungos toxigénicos e fitopatogénicos em uvas. A sintese
de ocratoxinas e aflatoxinas também foi inibida quando as estirpes foram usadas como
agente de controle de fungos toxigénicos. As quatros cepas apresentaram potencial
promissor para serem utilizadas como biofungicidas comerciais tanto no cultivo quanto
no pos-colheita. Testes em campo sdo 0 proximo passo dessa pesquisa, visando
viabilizar o uso dessas cepas em larga escala para controlar o desenvolvimento de

fungos em vinhedos
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