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Teste de antagonismo para controle de Aspergillus ochraceus
ocratoxigénico

Selection of antagonistic microorganisms to control ochratoxin A-
producing Aspergillus ochraceus

Nicolas de Aguiar Justus?, Elisabete Hiromi Hashimoto?

RESUMO

Aspergillus ochraceus, fungo filamentoso, destaca-se pela produ¢éo da micotoxina ocratoxina A (OTA). Essa
contamina gréos e cereais desde o cultivo até o processamento e armazenamento, se tornando um risco a
salide para o consumidor final devido a seu potencial nefrotéxico, cancerigeno, teratogénico e imunotéxico,
principalmente. O trabalho teve como objetivo realizar testes com microrganismos isolados do milho e
leveduras de diferentes fontes para avaliar o potencial para o controle biologico. Além disso, foi avaliado a
producao de Ocratoxina A por A. ochraceus em meio BDA, agar coco e gar Czapeck. Para avaliar a atividade
antifingica de microrganismos, 0s microrgansimos testes foram reativasdos. Os experimentos de
antagonismo em cultura liquida e com microgotas revelaram limitagdes, o primeiro pois houve dificuldade na
observacéo clara das hifas e conidios e o segundo devido & presenca indesejada de leveduras. Desta forma,
embora os testes de antagonismo tenham apresentado dificuldades, a detec¢do de OTA foi bem-sucedida.
PALAVRAS-CHAVE: Controle biol6gico; Micotoxinas; Ocratoxina A.

ABSTRACT

Aspergillus ochraceus, a filamentous fungus, stands out for producing the mycotoxin ochratoxin A (OTA). This
contamination of grains and cereals from cultivation to processing and storage, poses a risk to the health of
the final consumer due to its nephrotoxic, carcinogenic, teratogenic and immunotoxic potential, mainly. The
aim of this research was to carry out tests with microorganisms isolated from corn and yeast from different
sources to evaluate the potential for biological control. Furthermore, the production of Ochratoxin A by A.
ochraceus was evaluated on PDA medium, coconut agar and Czapeck agar. To evaluate the antifungal activity
of microorganisms, trial microorganisms were reactivated. The antagonism experiments in liquid culture and
with microdrops revealed limitations, the first because there was difficulty in clearly observing the hyphae and
conidia and the second due to the unwanted presence of yeast. Thus, although the antagonism tests presented
difficulties, the detection of OTA was successful.
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INTRODUCAO
Ha um crescente interesse no emprego do controle biolégico, com uso de

microrganismos benéficos, para controlar os patdgenos vegetais, como fungos (HAGGAG,
2007 e OZTEKIN, 2023). O interesse € devido a grande quantidade de perda pos-colheita
relacionada a presenca de fungos produtores de micotoxinas. Ocratoxina A (OTA),
produzida por Penicillium e Aspergillus spp. apresenta efeitos principalmente nefrotéxicos,
mas também cancerigenos, teratogénicos e imunotéxicos (ALSALABI, 2023).

Neste sentido, 0 uso de leveduras para esse controle vem da capacidade dessas
serem mais eficazes no controle de contaminacdes pds-colheita, por serem mais
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resistentes a fatores de estresse, por crescerem em substratos simples e por nao
produzirem metabdlitos secundarios toxicos (UL HASSAN, 2023 e OZTEKIN, 2023). A
busca por antagonistas do A. ochraceus € importante para inibir o crescimento e reduzir a
producédo de OTA (ARFAOUI et al.,2019). Em trabalho prévio, realizados em nosso grupo
de pesquisa, o controle desse fungo por microrganismos isolados do milho apresentou
microrganismos capazes de inibir o crescimento de A. ochraceus por producdo de
substancia (JUSTUS; HASHIMOTO, 2022). O antagonismo pode se manifestar por
competicdo por nutrientes e ou producao de substancia. No segundo caso, a caracterizacao
da substancia antagdnica é importante para avaliar sua aplicabilidade.

O crescimento dos fungos nédo se vincula, de maneira automética, a producao de
micotoxinas. Dentro de uma mesma espécie fangica, o potencial micotoxigénico varia
consideravelmente conforme a cepa. A formacdo de micotoxinas esta sujeita a influéncia
da composicéo fisico-quimica da matriz onde os fungos se desenvolvem e de fatores
ambientais (DRUSCH, 2003). No caso da OTA, sua biossintese ocorre sob condicbes
especificas disponibilidade de nutrientes, atividade de agua e a temperatura do ambiente
de cultivo. E importante ressaltar que a atividade de agua ideal para a producdo de OTA
por essa espécie flngica varia na faixa de 0,98 a 0,99, enquanto a faixa de temperatura
adequada abrange de 4 a 31°C (IAMANAKA, 2003 e PRADO, 2000).

Neste estudo, o objetivo principal foi estabelecer um protocolo para avaliar a
atividade antagonista por producédo de substancia para controle de A. ochraceus e da
producdo de OTA.

MATERIAIS E METODOS

A cepa A152 de A. ochraceus, foi reativada em caldo BHI (Infusdo Cérebro Coracao)
seguida de diluicGes seriadas até 10 afim de eliminar interferente, haja visto que o inéculo
estava ha muito tempo sem repique e poderia estar contaminado. Uma aliquota de 0,1 mL
foi inoculada em placas de Petri contendo Batata Dextrose Agar (BDA) (39 g/L), incubada
a 25 °C por 7 dias.

REATIVACAO DE ANTAGONISTAS

Cepas de microrganismos previamente isolados de amostras de milho (JUSTUS;
HASHIMOTO 2022) foram reativadas em placas de Petri com BDA e incubados por 48
horas, enquanto os 10 isolados, previamente obtidos por Coelho (2007) de diferentes fontes
do ecossistema e reservados no laboratorio, foram reativados em caldo Infusdo Cérebro
Coracéo de Boi (BHI 37g/L) a 28 °C por 48 horas.

TESTES DE ATIVIDADE ANTIFUNGICA
Para padronizar a concentracdo de esporos de A. ochraceus em 10° esporos/mL, 0s

esporos fungicos foram adicionados em uma solucdo de Tween 0,01%. A contagem dos
esporos foi realizada utilizando um microscépio Optico e camara de Neubauer.
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TESTE COM MICROGOTAS

Para este experimento, adaptou-se a metodologia de Coelho (2007). A concentracao
de esporos de A. ochraceus foi padronizada em 10° esporos/mL. Os isolados foram
reativados em meio YM (Yeast Medium). Para os testes de antagonismo, os isolados foram
inoculados em Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de caldo YM. Aliquotas de 100 pL
das células suspensas com concentracdo de 3,0 x 10° células (determinada por escala
McFarland) foram transferidas para 5 Erlenmeyers diferentes, cada um contendo 25 mL de
caldo YM. Os frascos foram incubados a 25 °C em condicdes estaticas. Em intervalos de
24, 48, 72, 96 e 120 horas, coletou-se 2 mL da suspensdo, que foram inseridos em
microtubos estéreis. Esses foram centrifugados 3.000 rpm, 8.000 rpm e 13.000 rpm por 10
min e, em seguida, foram filtrados em membranas Millipore de 0,20 um. Posteriormente,
preparou-se 5 tubos contendo 1 mL de meio YM estéril cada, em seguida foram adicionados
1 mL de 10° esporos/mL de A. ochraceus. Uma aliquota de 1 mL do filtrado foi radicionada
ao tubo (120 x 13 mm) contendo 10° esporos/mL de A. ochraceus. Um controle foi
preparado, substituindo o filtrado por 1 mL de &gua destilada estéril. Os tubos foram
incubados a 25 °C por 12 horas. Realizou-se andlise microscopica para determinar a
porcentagem de germinacéo dos conidios e o tamanho das hifas, avaliando o crescimento
fungico.

PRODUCAO DE OCRATOXINA A

Para confirmar a producéo de ocratoxina A (OTA), Aspergillus ochraceus cepa A152 foi
inoculada em placas de Petri com Agar Coco (CA) (KUNTAWEE, 2015) e incubada & 28 °C
por 5 dias. Essas placas foram analisadas em uma camara escura usando uma lampada
UV de 365 nm para detectar a fluorescéncia de OTA. OTA foi extraida de placas de agar
coco (ndo submetida a luz UV) com crescimento de A. ochraceus A152 conforme a
metodologia descrita por Soares e Rodriguez-Amaya (1989), seguido por cromatografia em
camada delgada o extrato cloroférmico foi aplicada em uma placa cromatografica de silica-
gel 60 (MACHEREY-NAGEL). A cromatografia foi realizada até que a fase movel
tolueno:acetato de etila:cloroférmio:acido férmico (70:50:50:20) percorresse 10 cm na
placa. A detecc¢éo foi conduzida em uma camara escura sob luz UV de 365 nm, comparada
com uma placa cromatografica contendo o padrdao de OTA de uma andlise prévia.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Em trabalho prévio 3 isolados de milho demonstraram potencial antagonista ao A.
ochraceus em meio sélido (JUSTUS; HASHIMOTO, 2022). De forma para caracterizar a
substancia antagobnica e avaliar sua aplicabilidade neste trabalho foram realizados testes
em meio liquido.

No teste de antagonismo, houve dificuldades na observacdo clara das hifas e
conidios de A. ochraceus o que prejudicou a interpretacdo dos resultados e a analise dos
efeitos especificos do A. ochraceus. Esse teste possibilitaria uma andlise estatistica
baseada no quanto houve de inibicdo do fungo medindo suas hifas e conidios e
transformando esses em Unidades de Inibicdo (Chen, 1999). Portanto, recomenda-se a
revisdo da metodologia ou a exploracdo de abordagens alternativas para avaliar o
antagonismo contra A. ochraceus em cultura liquida.
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Os resultados obtidos para esse teste ndo foram conclusivos devido ao crescimento
simultaneo do isolado juntamente com o fungo (Figura 1). Essa interferéncia prejudicou a
analise dos resultados e dificultou a interpretacdo dos efeitos especificos sobre o A.
ochraceus. A presenca indesejada do isolado pode ter ocorrido devido a falta de eliminacao
adequada durante a centrifugacdo. Portanto, sdo necessarios ajustes e refinamentos no
protocolo experimental, como modificacdes nas concentracdes, condigbes de incubacéo ou
a implementagdo de medidas para controlar o crescimento da levedura, a fim de obter
resultados mais conclusivos e confiaveis para avaliar o efeito do fungo A. ochraceus.

Figura 1 — Teste com microgotas para levedura M para centrifugagao de 13.000 rpm

Fonte: autoria propria, 2023.

A presenca de OTA foi identificada com emisséo de fluorescéncia nas placas com
agar coco e nos spots fluorescentes de coloracdo azul esverdeada caracteristica (Figura
2), que é tipica da OTA quando exposta a luz UV 365 nm (HEENAN, 1998 e KUNTAWEE,
1995). No entanto, é relevante ressaltar que essa técnica fornece apenas informacoes
qualitativas, indicando se a OTA esta presente ou ausente na amostra analisada.

Figura 2 — Teste de detecgdo de OTA produzido pelo A. ochraceus em Agar coco e
cromatografia em camada delgada

Fonte: autoria prépria, 2023.
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Os resultados destacam uma necessidade de refinamentos na metodologia para 0s
testes utilizando meio liquido e microgota, afim de tornar possivel andlises estatisticas e
numericas da inibicdo do fungo como realizado por Coelho (2007) e Virgili (2012). Além
disso, a deteccdo de OTA é importante, apesar da analise ser qualitativa, principalmente
para avaliacdo da eficacia de préaticas de controle, quando em pesquisa cientifica. Esses
achados fornecem uma base sélida para futuras pesquisas e podem ter implicacbes
significativas na seguranca alimentar e na qualidade dos produtos agricolas.

CONCLUSAO

Embora os experimentos de antagonismo em cultura liquida e com microgotas
tenham apresentado resultados inconclusivos e dificuldades na obtencdo de dados
confiaveis para avaliar o efeito na inibicdo de A. ochraceus, os testes para avaliar a
producdo de ocratoxina pelo fungo foram bem-sucedidos e recomendados devido a sua
facilidade de execucéao, baixo custo e possibilidade de replicacdo. As limitacbes observadas
enfatizam a necessidade de refinamentos nos protocolos experimentais e a exploracéo de
abordagens alternativas para investigar o antagonismo contra A. ochraceus em cultura
liquida.
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