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IDENTIFICACAO MOLECULAR DOS FUNGOS ASPERGILLUS NIGER E
ASPERGILLUS CARBONARIUS ENCONTRADOS EM UVAS VENDIDAS
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RESUMO: A contaminacédo de alimentos por fungos pode ocasionar riscos a salde, principalmente quando
séo produzidas micotoxinas. Dentre essas toxinas, a ocratoxina A (OTA) tem recebido atenc¢éo por produzir
diversos efeitos toxicos carcinogénicos, teratogénicos, imunossupressores e nefrotoxicos. A OTA é
principalmente produzida por fungos do género Aspergillus que podem contaminar uvas em seus diversos
estagios de producdo. Portanto este trabalho teve como objetivo a pesquisa de Aspergillus niger e A.
carbonarius em amostras de uvas coletadas na cidade de Maringd com posterior andlise molecular para
confirmacédo da espécie encontrada. As analises foram realizadas a partir da coleta das amostras de uva
com posterior cultura em meio sabouraud com cloranfenicol para obtencdo do micélio. Quando considerada
positiva, a amostra foi submetida ao processo de extracdo de DNA, seguido da quantificacdo e amplificacéo
do material genético com os primers especificos. Neste trabalho, 30 amostras foram coletadas, sendo que
25,67% apresentaram crescimento flngico caracteristico. De acordo com a analise molecular, 25% das
amostras pertecem a espécie Aspergillus niger e 12,5% amostra pertence a espécie Aspergillus
carbonarius. As demais amostras apresentaram amplificacdo de bandas inespecificas e portanto nao
puderam ser identificadas. Portanto sugere-se que novos estudos sejam realizados a fim de se aplicar
novos primers para que um maior nimero de espécies do "agregado Niger" possam ser identificadas.

PALAVRAS-CHAVE: Aspergillus spp.; OTA; uva; agregado Niger.

1 INTRODUCAO

Os alimentos podem ser contaminados por fungos em seus diversos estagios de
producdo e maturacdo, podendo levar a modificacdo de seu valor nutricional ou ainda
trazer riscos a saude humana e animal devido a producédo de micotoxinas (VECCHIA &
CASTILHOS-FORTES, 2007).

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios produzidas por fungos (PERAICA et
al. 1999) que apresentam efeito téxico ao organismo humano e animal ( FUNGARO &
SARTORI, 2009).

O género Aspergillus é responsavel pela producdo de duas das principais
micotoxinas descritas, as aflatoxinas e a ocratoxina A (VOGEL & VILLAMIL-JIMENEZ,
2006). PERAICA et al. (1999) afirma ainda que a ocratoxina A (OTA) é a toxina mais
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freqientemente encontrada em alimentos e também a mais toxica, pois pode causar

efeitos nefrotdxicos, imunossupressores, carcinogénicos e teratogénicos.

Em uvas, os principais produtores da toxina sdo o A. niger e A. carbonarius
(WELKE et al. 2009), os quais podem contaminar tais frutas durante todo seu processo de
maturacdo (FAVILLA et al. 2008) inclusive durante sua colheita, armazenamento e
transporte. Essa contaminacdo pode ser influenciada por fatores climaticos, como
umidade e temperatura, que estando altos contribuirdo para uma maior incidéncia de

fungos e de producéo de ocratoxina A por estes (CHIOTTA et al. 2009).

A presenca dos fungos A. niger e A. carbonarius em uvas colabora para a
contaminacao por OTA também de produtos derivados da fruta, como suco de uva, uvas
passas e vinhos, pois tal toxina pode resistir aos processos industriais sofridos pelo
produto (WELKE et al. 2009). Ainda segundo WELKE et al. (2009) este representa o
principal fator responséavel pela contaminacéo 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 atencao

também devido ao alto consumo deste produto.

Considerando a toxicidade da ocratoxina A presente nos alimentos, a pesquisa de
fungos produtores desta toxina se faz necessaria. Devido também a influéncia de fatores
climaticos na contaminacao das uvas, a identificacdo dos fungos em amostras colhidas no
comércio de Maringa, pode constituir dado importante sobre o nivel de contaminacgao das
uvas in natura que sao consumidas e produzidas nesta regido. Portanto, foram
pesquisados os fungos Aspergillus niger e Aspergillus carbonarius nas amostras, que sao

os principais fungos colonizadores de uvas.

A fim de se identificar corretamente as cepas de A. niger e A. carbonarius, tornou-
se necesséaria a utilizacdo de técnicas moleculares, ja que morfologicamente varias
espécies sdo similares, sendo inclusive classificadas como agregado Niger (FERRACIN et
al. 2009). Portanto a extracdo e amplificacdo de DNA do fungos encontrados nas
amostras foram realizadas para sua identificacdo através de primers especificos para

cada espécie.
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2 DESENVOLVIMENTO
2.1 MATERIAIS E METODOS
2.1.1 Coleta das amostras

Foram coletadas 30 amostras de uvas sendo que destas, 12 sdo do tipo niagara, 7
do tipo rubi, 4 do tipo italia, 3 do tipo brasil e 4 benitaka. Os 8 pontos de vendas foram
escolhidos aleatoriamente e a qualidade da uva foi obtida de acordo com sua

disponibilidade em tais pontos.

As uvas foram compradas e acondicionadas em sacos plasticos lacrados para o
transporte até o Laboratorio de Microbiologia e Biologia Molecular do Centro Universitario
de Maring4. Foram assim armazenadas a 6°C - 8°C em geladeira até o momento da

cultura.
2.1.2 Cultura das amostras

Para a cultura das amostras foi utilizado o meio de cultura Sabourand-dextrose
(SDA) com cloranfenicol a fim de se evitar o crescimento de bactérias. Também para
evitar contaminacdo com demais micro-organismos, todo o procedimento foi executado

em capela de fluxo laminar.

Os bagos foram escolhidos aleatoriamente na amostra e fatiados em cadinho auto-
clavado 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 ambiente (25°C) de 7 a 15 dias e a

leitura era realizada a partir do 7° dia.
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Figura 1. Cultura das amostras de uva in natura em meio SDA.

2.1.3 Leitura dos resultados de cultura

O crescimento foi analisado segundo aspectos morfoldégicos como textura, cor e
aspecto do reverso da colbnia. O resultado foi considerado positivo para Aspergillus niger
e A. carbonarius quando a cultura apresentava coloragdo negra com aspecto granulado e

0 reverso cor creme podendo apresentar pregas (COOK & FISHER, 2001)(Figura 2).

Figura 2. Aspecto macroscopico da col6nia dos fungos do "agregado Niger"
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2.1.4 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA seguiu o protocolo de Cenis (1992) com adaptagOes descritas a

seqguir.

As placas consideradas positivas foram separadas e parte do micélio em
desenvolvimento foi transferido para microtubo contendo 500uL de meio de cultura
dextrose-batata. Os tubos foram mantidos por cinco dias 25°C para que o crescimento
fosse satisfatério. Apds o crescimento, o0 processo de extracdo foi realizado através do
uso do tampéao de extracdo composto de 200 mM Tris HCI pH 8.5, 250 mM NacCl, 25 mM
EDTA e 0.5% SDS. Ao final da extracdo, o pellet foi ressuspendido em tampédo TE e
congelado para posteriores analises.

2.1.5 Quantificacdo das amostras

A quantificacdo do DNA extraido foi realizada em gel de agarose 1% com brometo
de etidio e comparacdo das bandas com DNA lambda, e a visualizacdo efetuada em

aparelho transiluminador disponivel no laboratério de biologia molecular.
2.1.6 Amplificacdo do DNA para identificagdo molecular

A metodologia para amplificacdo de acidos nucléicos foi baseada em Muller et al.
(1998), porém com adaptacdes. Os reagentes utilizados para a reacdo de PCR foram o
tampao 10X PCR Buffer (1,3ulL), agua ultra-pura (6,48ulL), magnésio (0,52uL),
nucleotideos (1,0uL), primers (1,0uL), Tag Polimerase (0,3uL) e o DNA (1,0uL).

Os primers especificos foram utilizados de acordo com Fungaro & Sartori (2009)
cuja sequéncia especifica para A. niger foi FS'CAGTCGTCCAGTACCCTAAC / R¥%
GAGCGAGGCTGATCTAAGTG enquanto que para A. carbonarius utilizamos o par de
primers F5 AGGCTAATGTTGATAACGGATGAT /
F5S'AGGCTAATGTTGATAACGGATGAT.
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O ciclo de PCR foi composto por 1 ciclo inicial de 94°C por 5 minutos, em seguida
45 ciclos de 94°C por 1 minuto, 35°C por 2 minutos e 72° C por 3 minutos (LOURENCO,
2007).

2.1.7 Visualizagao dos resultados e analise molecular

A visualizacéo dos resultados de amplificacao foi realizada através de eletroforese
em gel de agarose 1,4%. As bandas geradas a partir dos primers especificos ofereceram
os dados para identificacdo das espécies encontradas através de compara¢édo do padrao
de bandas descrito por Fungaro (2004) para A. carbonarius e Sartori (2006) para A. niger.

2.1.8 Anélise estatistica

A andlise estatistica foi utilizada para se estimar a quantidade de amostras de uva
de variadas qualidades que estavam contaminadas pelos fungos A. niger e A. carbonarius
atraves de calculos de porcentagem.

2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

Devido a producdo de micotoxinas de importancia médica, os fungos do género
Aspergillus spp. tem sido constantemente foco de pesquisas em varios continentes.
Devido a presenca da toxina, a contaminacdo de alimentos naturais dificulta a
comercializacdo também de seus derivados, como ocorre com a uva e o0 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 Maringd - Parana. Destas, 8
amostras (26,67%) apresentaram crescimento fangico correspondente com a
caracteristica morfologica dos fungos do "agregado Niger" e portanto foram consideradas
positivas. Pesquisas anteriores realizadas na Italia encontraram cerca de 56% a 70% de

amostras de uva positivas para fungos do "agregado Niger" variando com a regiao

CESUMAR

o SUNIVERSIT ARIODE Mt
owseniddade do Conkectienle



? Anais Eletronico

>0 VI MostraInterna de Trabalhos de Iniciagdo Cientifica ISBN 978-85-8084-413-9
23 a 26 de outubro de 2012

geografica estudada (LUCCHETTA et al. 2010), enquanto que um trabalho realizado na
Espanha teve 82% de positividade para fungos do "agregado Niger" (MEDINA et al.
2005), e na Argentina, 32,5% das amostras de uva coletadas estavam contaminadas

(CHIOTTA et al. 2009), aproximando-se dos valores encontrados neste trabalho.

Segundo Varga et al. 2003 (apud SARTORI et al. 2006) o "agregado Niger" é
constituido de cerca de nove espécies diferentes de Aspergillus spp., entre elas, A.
carbonarius, A. japonicus, A. niger e A. tubingensis. Portanto a semelhanca macroscépica
e morfolégica entre tais espécies impede a sua identificacdo correta. Por isso, para
identificar se tais espécies encontradas pertenciam as espeécies Aspergillus niger e
Aspergillus carbonarius, foi necessaria a realizacao de PCR (Polymerase Chain Reaction)
com primers especificos para cada espécie.

Neste trabalho foi utilizado o primer descrito por Fungaro (2004) para identificacdo
de A. carbonarius, que apresenta amplificacdo de banda de 809pb, e o primer descrito por
Sartori (2006) para identificacdo de A. niger através da amplificacdo de banda de 372pb.
Desta forma, foram obtidas 2 amostras (25%) com amplificacdo de banda com 372pb,
consideradas entdo positivas para A. niger, e 1 amostra (12,5%) com amplificacdo de
banda 809pb, considerada entdo 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. carbonarius (ABARCA
et al. 2001 apud WELKE et al. 2009)(Figuras 3 € 4).
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Figura 3. Amplificacéo das amostras de Aspergillus  Figura 4. Amplificacdo das amostras de Aspergillus
através da técnica RAPD.Coluna L corresponde ao  com primer especifico para A. carbonarius. Coluna L
Ladder 100pb Invitrogen. Coluna B corresponde ao  corresponde ao Ladder 100pb Invitrogen. Coluna B

controle branco da reagéo. Colunas 1, 2 e 3: corresponde ao controle branco da reagéo. Coluna
amostras que amplificaram bandas inespecificas. 1 corresponde & amostra com amplificagdo de
Colunas 4 e 5 correspondem as amostras que banda de 809pb. Colunas 2, 3, 4 e 5 amostras que
tiveram o fragmento de 372pb amplificado. néo foram amplificadas.

As demais amostras apresentaram apenas amplificacdo de bandas inespecificas
podendo indicar outras espécies do "agregado Niger", ndo podendo ser identificadas sem

a utilizagéo de outros primers.

3 CONSIDERACOES FINAIS

Os testes moleculares utilizados foram eficientes em detectar a presenca de
espécies de fungos em uvas vendidas em diferentes pontos de venda na cidade de
Maringa, refletindo a exposicdo da populagdo aos fungos pesquisados, A. niger e A.
carbonarius. Além destas espécies, outras pertencentes ao mesmo grupo, foram
encontradas, porém nao foi possivel identifica-las, sendo necesséaria a realizacdo de

testes adicionais para a sua correta identificacao.
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