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RESUMO: A contaminagéo de alimentos por fungos pode ocasionar riscos a salde, principalmente quando séo
produzidas micotoxinas. Dentre essas toxinas, a ocratoxina A (OTA) tem recebido atencéo por produzir diversos
efeitos toxicos carcinogénicos, teratogénicos, imunossupressores e nefrotoxicos. A OTA é principalmente pro—
duzida por fungos do género Aspergillus que pode contaminar uvas em seus diversos estagios de producao. As
técnicas tradicionais para identificacdo das espécies de fungos produtores de micotoxinas sdo demoradas e,
normalmente, as caracteristicas morfologicas sdo insuficientes para distinguir espécies proximas, sendo ne—
cessaria a utilizacdo de técnicas moleculares para deteccao. Este trabalho teve como objetivo a identificacéo
molecular de Aspergillus niger e Aspergillus carbonarius em amostras de uvas coletadas na cidade de Maringa/
PR. As analises foram realizadas a partir da coleta de 30 amostras de uvas em mercados e feiras livres, com
posterior cultura em meio sabouraud com cloranfenicol para obten¢do do micélio. Quando considerada positiva,
a amostra foi submetida ao processo de extracao e quantificacdo de DNA, seguido da amplificagdo do material
genético com primers especificos. Das 30 amostras analisadas 26,67% apresentaram crescimento flingico ca—
racteristico e foram submetidas a analise molecular. Dessas, 25% foram identificadas como A. niger e 12,5%
como A. carbonarius. 0s testes moleculares utilizados foram eficientes para detectar a presenca de espécies de
fungos produtores de toxinas em uvas vendidas no comércio da cidade de Maringa/PR. A analise microbioldgica
evidenciou a presenca de outras espécies fungicas nas amostras, contudo a distingdo em nivel de espécie néo
foi possivel, sendo necessdria a realizacao de testes moleculares adicionais.
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MOLECULAR ANALYSIS OF Aspergillus SPECIES WHICH CONTAMINATE GRAPES SOLD IN
MARINGA PR BRAZIL

ABSTRACT: Food contamination by fungi may cause health risks, especially when mycotoxins are produced.
Ochratoxin A (OTA) has been focused due to the production of several toxic carcinogenic, teratogenic, immuno—
suppressor and nephrotoxic effects. OTA is mainly produced by Aspergillus fungi which may contaminate grapes
during the various production stages. Traditional techniques for the identification of mycotoxin—producing fungus
species are slow and normally the morphological characteristics are insufficient to distinguish close species. The
use of molecular techniques for detection is thus required. Current analysis aims at the molecular identification
of Aspergillus niger and Aspergillus carbonarius in grape samples collected in Maringa PR Brazil. Analyses were
undertaken from a collection of 30 grape samples in markets and fairs, with culture in sabouraud medium and
chloramphenicol to obtain the mycelium. When positive, the sample was submitted to DNA extraction and quan—
tification process, followed by the amplification of genetic material with specific primers. Further, 26.67% of the
30 samples had characteristic fungus growth and underwent molecular analysis, of which 25% were identified
as A. niger and 12.5% as A. carbonarius. Molecular tests were efficient to detect toxin—producing fungus species
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in grapes sold in Maringa PR Brazil. Microbiological analysis evidenced other fungus species in the samples al—
though distinction at species level was not possible. Additional molecular tests were required.
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INTRODUGAO

Os alimentos podem ser contaminados por
fungos em seus diversos estagios de producdo e ma—
turacdo, podendo levar a modificacdo de seu valor
nutricional ou ainda trazer riscos a salide humana e
animal devido a producdo de micotoxinas (VECCHIA;
CASTILHOS—FORTES, 2007). As micotoxinas sao me—
tabdlitos secundarios produzidas por fungos (PERAICA
et al., 1999) que apresentam efeito toxico ao organis—
mo humano e animal (FUNGARO; SARTORI, 2009).

0 género Aspergillus é responsavel pela pro—
ducédo de duas das principais micotoxinas descritas,
as aflatoxinas e a ocratoxina A (VOGEL; VILLAMIL-
JIMENEZ, 2006). Alimentos como grdos, legumes,
café, frutas secas, cerveja, vinho, carne e uvas podem
conter ocratoxina A, que geralmente consiste em um
metabdlito dos fungos A. niger, A. carbonarius, A. tu—
bingensis e A. ochraceus (PERRONE et al., 2007; PE—
REYRA et al., 2010 ).

Peraica et al. (1999) afirma que a ocratoxina
A (OTA) é a toxina mais frequentemente encontra—
da em alimentos e também a mais toxica, pois pode
causar efeitos nefrotoxicos, imunossupressores, car—
cinogénicos e teratogénicos. Esta toxina recebe des—
taque devido ao seu elevado efeito nefrotoxico e sua
classificagdo B2 quanto a efeitos carcinogénicos pela
Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (FUN—
GARO; SARTORI, 2009).

Em uvas, os principais produtores da toxi—
na sao o A. niger e A. carbonarius, 0s quais podem
contaminar tais frutas durante todo seu processo de
maturacéo (FAVILLA et al., 2008) inclusive durante sua
colheita, armazenamento e transporte. Essa conta—
minagdo pode ser influenciada por fatores climaticos,
como umidade e temperatura, que estando altos con—
tribuirdo para uma maior incidéncia de fungos e de
producdo de ocratoxina A por estes (CHIOTTA et al.,
2009).

As uvas sao facilmente contaminadas, por
exemplo, quando tém suas bagas rompidas devido a
irrigacao excessiva, perfuracéo por aves e insetos ou
contaminagdo prévia por outros fungos. A concentra—
¢éo fungica encontrada na uva também depende de
seu estagio de maturacéo e da espécie do fungo em
analise. Cepas de Aspergillus niger podem ser encon—
tradas durante todo o processo de maturagéo da fruta
enquanto que o Aspergillus carbonarius pode provocar
contaminacdo crescente, porém em menor preva—
Iéncia que a espécie anterior (WELKE; HOELTZ; NOLL,
2009).

A presenca dos fungos A. niger e A. carbona—
rius em uvas colabora para a contaminacéo por OTA
também de produtos derivados da fruta, como suco
de uva, uvas passas e vinhos, pois tal toxina pode re—
sistir aos processos industriais sofridos pelo produto.
Segundo Welke, Hoeltz e Noll (2009) este representa
o0 principal fator responsavel pela contaminagdo de
vinhos pela OTA, pois esta é passada ao produto no
processo de vinificacdo através da maceracdo das
uvas. Portanto, de acordo com Favilla et al. (2008),
a pesquisa de OTA em vinhos tem recebido atencédo
também devido ao alto consumo deste produto.

As técnicas tradicionais para identificacdo
dos fungos produtores de micotoxinas sdo demoradas
e, normalmente, as caracteristicas morfologicas sao
insuficientes para distinguir espécies proximas (MO—
RELLO et al., 2007).

0 fungo Aspergillus niger é descrito como
semelhante morfologicamente a outras espécies do
mesmo género, como A. brasiliensis, A. foetidus e A.
tubingenses 0s quais sao classificados como agrega—
do Niger devido a esta semelhanca existente. Portan—
to para a correta identificacao das espécies se fazem
necessarias analises moleculares (FERRACIN et al.,
2009).
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0 desenvolvimento de técnicas de biologia
molecular para a diferenciacdo genética das espé—
cies resultou em avancos significativos na taxonomia,
devido a sua sensibilidade e especificidade (MAGNANI
et al., 2005). Inimeras técnicas tém sido usadas na
deteccdo de variabilidade genética ou polimorfismo
genético em organismos e a PCR (Polymerase Chain
Reaction) é uma delas. Os marcadores moleculares
constituem regides do genoma possiveis de serem
detectadas e cuja presenca ou auséncia pode carac—
terizar um organismo (GOSTIMSKY; KOKAEVA; BO—
BROVA, 1999).

Considerando a toxicidade da ocratoxina A
presente nos alimentos, a identificacdo dos fungos
em amostras colhidas no comércio de Maringa pode
constituir dado importante sobre o nivel de contami—
nacgao das uvas in natura que séo consumidas e pro—
duzidas nesta regido. Dessa forma, o objetivo desse
trabalho foi identificar a presenca dos fungos Asper—
gillus niger e Aspergillus carbonarius nas amostras,
que sdo os principais fungos colonizadores de uvas.

2 DESENVOLVIMENTO
2.1 MATERIAIS E METODOS
2.1.1 Coleta das Amostras

Foram coletadas 30 amostras de uvas em oito
pontos de venda escolhidos aleatoriamente na cida—
de de Maringa/PR, incluindo supermercados e feiras
livres. Das 30 amostras coletadas, 12 foram do tipo
Nidgara, 7 do tipo rubi, 4 do tipo Italia, 3 do tipo Brasil
e 4 Benitaka. Além disso, foram utilizadas amostras
controle de A. carbonarius e A. niger fornecidas pelo
laboratdrio de microbiologia da UniCesumar.

As uvas foram compradas e acondicionadas
em sacos plasticos lacrados para o transporte até o
Laboratorio de Microbiologia e Biologia Molecular do
Centro Universitario Cesumar (UNICESUMAR). Foram
armazenadas a 6°C — 8°C em geladeira até o mo-
mento da cultura.

2.1.2 Cultura das Amostras

Para a cultura das amostras foi utilizado o
meio Sabouraud—dextrose (SDA) com cloranfenicol a
fim de se evitar o crescimento bacteriano.

0Os bagos foram escolhidos aleatoriamente na
amostra e fatiados em cadinho auto—clavados com
lamina de bisturi. As fatias foram entdo posicionadas
nas placas de Petri contendo o meio de cultura (Figura
1). As placas foram mantidas em temperatura am—
biente (25°C) de 7 a 15 dias e a leitura foi realizada a
partir do 7° dia.

Figura 1. Cultura das amostras de uva in natura em meio SDA.
2.1.3 Leitura dos Resultados de Cultura

0 crescimento fungico foi analisado segundo
aspectos morfoldgicos como textura, cor e aspecto da
frente e reverso da colonia. O resultado foi considera—
do positivo para Aspergillus niger e/ou A. carbonarius
quando a cultura apresentava coloragcao negra com
aspecto granulado e o reverso cor creme podendo
apresentar pregas (COOK; FISHER, 2001)(Figura 2).
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Figura 2. Aspecto macroscopico da colonia de fungos do “agre—
gado Niger’, obtido a partir de amostras de uva

2.1.4 Extracao de DNA

A extracdo do DNA flngico seguiu o protocolo
de Cenis (1992) com adaptacdes. As placas conside—
radas positivas foram separadas e parte do micélio em
desenvolvimento foi transferido para microtubo con—
tendo 500uL de meio de cultura dextrose—batata. Os
tubos foram mantidos por cinco dias a 25°C para que
0 crescimento fosse satisfatorio. Apds o crescimento,
0 processo de extracao foi realizado através do uso do
tampao de extragdo composto de 200 mM Tris HCI pH
8.5, 250 mM NaCl, 25 mM EDTA e 0.5% SDS. Ao final
da extracao, o pellet foi ressuspendido em tampao TE
e congelado para analises posteriores.

2.1.5 Quantificacao do DNA

A quantificacdo do DNA extraido foi realizada
em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio
por comparacao do DNA das amostras com o padrao
de DNA lambda de concentragao conhecida. A visua—
lizag&o foi realizada em aparelho transluminador sob
luz ultravioleta.

2.1.6 Amplificacao do DNA
Os reagentes utilizados para a reacdo de PCR

foram tampao 10X PCR Buffer, agua ultra—pura, mag—
nésio, nucleotideos — dNTPs, primers, Taq Polimerase

e amostra de DNA. Os primers especificos foram uti—
lizados de acordo com Fungaro e Sartori (2009) cuja
sequéncia para A. niger foi F5’CAGTCGTCCAGTACCC—
TAAC / R5’ GAGCGAGGCTGATCTAAGTG enquanto que
para A. carbonarius foi utilizado o par de primers
5’AGGCTAATGTTGATAACGGATGAT/ F5’AGGCTAATGT-
TGATAACGGATGAT.

0 ciclo de PCR foi composto por 1 ciclo inicial
de 94°C por 5 minutos, seguido por 45 ciclos de 94°C
por 1 minuto, 35°C por 2 minutos e 72° C por 3 minu—
tos (LOURENGO et al., 2007).

2.1.7 Visualizacao dos Resultados e Analise Mo-
lecular

A visualizacao dos resultados de amplificagcdo
foi realizada através de eletroforese em gel de agarose
1,4%. As bandas geradas a partir da amplificacao do
DNA das amostras com primers especificos oferece—
ram os dados para identificacéo das espécies através
de comparagdo com amostras controle.

2.2 RESULTADOS E DISCUSSAOQ

Devido a producéo de micotoxinas de impor—
tancia médica, os fungos do género Aspergillus tem
sido constantemente foco de pesquisas em varios
continentes, pois a presenca destas toxinas pode oca—
sionar a contaminacéo de alimentos naturais dificul—
tando também a comercializacdo de seus derivados,
COMO ocorre com a uva e o vinho, tornando a pesquisa
deste fungo de grande importancia.

Neste trabalho foram analisadas 30 amostras
de diferentes variedades de uva in natura, coletadas
em pontos de venda da cidade de Maringa — Parana.
Destas, oito amostras (26,67%) apresentaram cres—
cimento fungico com caracteristicas morfologicas de
colonia dos fungos do “agregado Niger” e portanto fo—
ram consideradas positivas. Pesquisas anteriores rea—
lizadas na Italia encontraram um valor de 56% a 70%
de amostras de uva positivas para fungos do “agre—
gado Niger” variando com a regido geografica estuda—
da (LUCCHETTA et al., 2010), enquanto que amostras
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coletadas na Espanha apresentaram 82% de positi—
vidade para fungos do “agregado Niger’ (MEDINA et
al., 2005). Chiotta et al.(2009) encontrou um valor de
32,5% de contaminacdo por fungos do “agregado
Niger’ em amostras de uvas coletadas na Argenti—
na, aproximando—se dos valores encontrados neste
trabalho. Esta variacdo de incidéncia da contamina—
¢éo pode ser justificada com base nas caracteristicas
de crescimento fungico do género em questao, que é
vulneravel a mudancas climaticas, como temperatura
e umidade e, portanto vulneravel também a caracte—
risticas geoldgicas, como longitude e latitude de de—
terminada regido (BATTILANI et al., 2006). Este fator
torna—se explicativo em relacdo a discrepancia entre
os dados deste trabalho quando comparados com da—
dos representativos da Europa, mas que quando com—
parados com dados sul-americanos demonstram—se
semelhantes.

Segundo Varga et al. (2003) o “agregado Ni—
ger’ é constituido de cerca de nove espécies diferen—
tes de Aspergillus, entre elas, A. carbonarius, A. japo—
nicus, A. niger e A. tubingensis. Portanto a semelhanga
macroscopica e morfoldgica entre tais espécies im—
pede a sua identificacdo correta, sendo necessdria a
utilizacdo de técnicas moleculares, geralmente base—
adas em PCR.

Neste trabalho foi utilizado, durante a reacao
de amplificagcdo do DNA por PCR, o primer descrito por
Fungaro (2004) para identificacdo de A. carbonarius,
com amplificacdo de um fragmento de DNA de 809pb,
e 0 primer descrito por Sartori (2006) para identifica—
céo de A. niger através da amplificacdo de um frag—
mento de DNA de 372pb. Duas amostras (25%) fo—
ram positivas para A. niger, e 1 amostra (12,5%) foi
positiva para A. carbonarius. A maior ocorréncia de A.
niger encontrada neste trabalho, reflete o resultado de
outras pesquisas que afirmam que em uvas, cepas de
A. niger sdo mais abundantes do que as de A. carbo-
narius (ABARCA et al., 2001).

Silva (2013), estudando a produgdo de mi—
cotoxinas por fungos filamentosos em uvas, sucos e
vinhos da regido nordeste e sudeste do Brasil, identi—
ficou as espécies ocratoxigénicas A.niger e A.carbo-

narius, sendo que todos os isolados de A.carbonarius
foram produtores de OTA, demonstrando que esta es—
pécie é a principal fonte desta toxina em uvas e dessa
forma a importéncia de sua deteccéo.

Além destas espécies pertencentes ao “agre—
gado Niger”, outras foram encontradas através da
analise microbioldgica, porém nao foi possivel iden—
tifica—las em nivel de espécie, sendo necessaria a
realizacdo de testes moleculares adicionais, com a
utilizacéo de outros pares de primers especificos.

3 CONSIDERAGOES FINAIS

Os testes moleculares utilizados foram efi—
cientes para detectar a presenca de espécies de fun—
gos produtores de toxinas Aspergillus carbonarius e
Aspergillus niger em uvas vendidas em diferentes
pontos de venda na cidade de Maringa. A analise mi—
crobioldgica evidenciou a presenca de outras espécies
fungicas nas amostras, contudo a distingdo em nivel
de espécie nao foi possivel, sendo necessaria a reali—
zacao de testes moleculares adicionais.
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