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Introducao

Na Inglaterra, em 1969, mais de 100.000 perus morreram de uma doenca
conhecida até entdo como “Doenca X do peru”. Essa doenca foi relacionada ao
amendoim contido na dieta dessas aves. Posteriormente, constatou-se que o0s graos
estavam contaminados com o fungo Aspergillus flavus e que alguns metabolitos
desse fungo, conhecidos hoje como aflatoxinas, foram responsaveis pela morte das
aves (Papp et al., 2002). Esse episodio serviu para alertar a comunidade cientifica
sobre a importancia dos possiveis compostos nocivos produzidos por fungos. Essas
substancias foram denominadas micotoxinas.

Muitas micotoxinas sdo classificadas como policetonicos, que sado
metabdlitos secundérios biorreativos sintetizados como acidos graxos (Hopwood
& Sherman, 1990). Apesar de alguns policeténicos (por exemplo, antibitticos e
drogas anticancer) serem benéficos, os policetonicos micotoxigénicos representam
um problema sério para a saude humana e animal, além de causar sérios danos
economicos (Keller et al., 1994).

As micotoxinas podem ser definidas como um grupo de metabdlitos
secundérios produzidos por diversos tipos de fungos filamentosos, tais como as
espécies dos géneros Aspergillus, Fusarium e Penicillium entre outros (Sweeney &
Dobson, 1999). Além disso, alguns fungos sdo capazes de produzir mais de uma
micotoxina e algumas sdo produzidas por mais de uma espécie de fungo (Hussein
& Brasel, 2001). Segundo Papp et al. (2002), mais de 200 tipos de toxinas fingicas ja
foram identificadas e esse nimero ndo para de crescer.
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As micotoxinas sdo formadas durante o crescimento do fungo. Esses
compostos podem estar presentes apenas no fungo, enquanto outros sao excretados
no meio, ou seja, nos alimentos em geral (Filtenborg et al., 1996). Além disso, como a
producao dessas toxinas esta diretamente relacionada ao desenvolvimento do fungo,
a contaminacdo dos alimentos pode ocorrer no campo, antes e ap6s a colheita e
durante o transporte e armazenamento do produto (Caldas et al., 2002). Como esses
compostos sdo extremamente resistentes aos tratamentos fisicos e quimicos, uma
vez que as micotoxinas contaminam os alimentos, como regra geral, permanecem
neles durante o processamento e estocagem (Scott et al., 1992).

As aflatoxinas, fumonisinas, ocratoxina, tricotecenos, zearelona, toxinas
tremogénicas e ergotoxina estdo entre as micotoxinas de maior impacto para a satde
humana e animal. Esses compostos apresentam efeitos adversos em humanos,
animais e culturas, os quais resultam em doengas e danos econémicos (Hussein &
Brasel, 2001). De acordo com a FDA (Food & Drug Administration, EUA), devido a
queda de produtividade, essas perdas econdmicas chegam préximo a US$1 bilhao/
ano e mais US$0,5 milhdo/ano para custos de mitigagdo de apenas trés micotoxinas:
aflatoxinas, fumonisinas e tricotecenos (in Bhatnagar et al., 2006).

Devido a esses problemas, diversas estratégias tém sido propostas para
controlar os fungos micotoxigénicos diminuindo, assim, a concentracdo desses
compostos nos alimentos. Esses estudos envolvem desde fungicidas, controle fisico,
controle biol6gico, substancias inibidoras origindrias de plantas ou microrganismos
até o uso de engenharia genética para resisténcia de plantas. Entretanto, muitas
dessas estratégias apresentam efeitos limitados (Yan et al., 2004).

No caso das aflatoxinas, o uso de agentes biol6gicos competidores/
antagonistas a Aspergillus spp. tem se mostrado uma metodologia viavel e
promissora. Além disso, o controle biolégico de fitopatégenos tem sido
estimulado nos ultimos anos principalmente pela percepgdo publica sobre os
riscos dos agrotoxicos (Raaijmakers et al., 2002). Essa preocupacao é devida, em
grande parte, aos efeitos desses compostos no ambiente, em organismos nao-
alvos e na possibilidade de carcigenotoxicidade de alguns agrotéxicos. Outro
problema relacionado ao uso dessas substancias inclui a selecao de linhagens
de patégenos resistentes, levando-se a gradual eliminagdo dos fungicidas
disponiveis (Heydari & Misaghi, 1998). Neste capitulo sera abordado como o
controle biolégico vem sendo utilizado para diminuir a contaminacao de
aflatoxinas nos alimentos.

Aflatoxina

Entre todas as micotoxinas conhecidas, as aflatoxinas produzidas pelas
espécies de Aspergillus continuam a ser as mais estudadas e compreendidas. Esse
fato deve-se principalmente a dois fatores: a habilidade desse fungo em colonizar
uma grande variedade de produtos agricolas (OBrian et al., 2003) e a aflatoxina B,
ser reconhecida como o mais potente agente carcinogénico natural conhecido, além
de ser teratogénica e mutagénica (Shenasi et al., 2002).
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O grupo das aflatoxinas divide-se em quatro metabdlitos principais:
aflatoxinas B,, B,, G, e G, (AFB,, AFB,, AFG, e AFG,, respectivamente) (Figura 1). Ha
ainda o tipo M, encontrada no leite e produtos lacteos como resultado direto da
ingestao de ragdes contaminadas com AFB,, durante a alimentacao do gado (Lopez
et al.,2003). Esse composto pode ser detectado no leite entre 12 e 24 h ap6s a primeira
ingestao e é considerado tao toxico quanto a AFB, para aves e ratos (Lopez et al.,

2003).
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Figura 1. Estrutura das aflatoxinas B, B,, G,, G,, M,, M, B,, e G,

A

Diversos fungos filamentosos, incluindo espécies de Penicillium e uma
espécie pertencente ao género Chaetomium, sao relatadas como produtoras de
esterigmatocistina e outros precursores da aflatoxina (Barnes et al., 1994). Entretanto,
apenas algumas espécies de Aspergillus sdo capazes de produzir aflatoxinas, sendo
que Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus (Figura 2) sdo as mais comumente
relacionadas com contaminacao por essa micotoxina (Cotty et al., 1994). Além disso,
Aspergillus parasiticus é reportado como produtor tanto das AFB, e AFB,como das
AFG, e AFG,, enquanto Aspergillus flavus raramente produz as AFG, e AFG, (Klich
& Pitt, 1988).

Figura 2. Microscopia eletronica de varredura dos conidiéforos de Aspergillus flavus (A) e Aspergillus
parasiticus (B), respectivamente (Zucchi, 2007).
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Apesar de as espécies desse género distribuirem-se por todo o globo terrestre,
sdo particularmente mais abundantes na regido compreendida entre as latitudes
26°N e 35°S (Klich et al., 1994). Devido a capacidade de Aspergillus spp.
desenvolverem-se em temperaturas elevadas e com atividade de dgua (a,)
relativamente baixa, essas espécies sao capazes de colonizar diversos tipos de graos
e castanhas (CAST, 2003). Esses fatores ambientais juntamente com condigdes
inadequadas de armazenamento de graos tornam a contaminagdo por aflatoxina
um problema sério, principalmente, nos paises em desenvolvimento.

Toxicidade e Legislacao

As aflatoxinas produzem aberragdes cromossomais, sintese de DNA nédo
programada, troca de cromatides irmas, quebras no cromossomo e ligagdes com
o0 DNA de células humanas (Wang & Groopman, 1999). Além disso, a AFB, foi
relatada como sendo inibidora da sintese de DNA, da sintese de RNA mensageiro
e consequentemente da sintese de proteinas (McLean & Dutton, 1995). Ademais,
analisando os efeitos dessa micotoxina em ratos, Eaton & Gallagher (1994)
sugeriram que a exposi¢do cronica, mesmo em pequenas concentragdes, é objeto
de preocupacao.

Flannigan (1991) determinou os valores de dose letal (DL, ) para AFB, entre
1,0mg/kge17,9 mg/kg de peso vivo em animais de laboratorios. Entretanto, frangos
de 1 dia mostraram-se particularmente mais sensiveis, estando os valores da DL,
proximos a 0,5 mg/kg. Verifica-se a inducao de toxicidade cronica quando ingerido
em doses subletais. McLean & Dutton (1995) demonstraram que baixas doses em
exposicao cronica resultam em neoplasia, principalmente cancer de figado, em
diversas espécies animais.

As ragdes contaminadas com aflatoxinas podem causar diminuicdo na
eficiéncia da ragao, queda no indice de reprodutividade, retardo no crescimento e
elevacdo na taxa de mortalidade de animais, assim como um decréscimo na
producdo de alimentos derivados desses animais (Diekman & Green, 1992; Bintvihok
et al., 2003). Esses fatores levam a uma perda substancial de produtividade e
degradagao da qualidade da carne (Rustom, 1997). Em 1986, houve prejuizo de
aproximadamente US$ 140 milhdes como consequéncia direta da perda de peso de
frangos-galeto em decorréncia do consumo de baixos niveis de aflatoxinas
(Palmgreen & Hayes, 1987). Em humanos, a ingestao de aflatoxinas é associada
com hepatotoxicidade (Dvorackova, 1990). Além disso, estudos epidemiolégicos
também indicam que reas com altos niveis de aflatoxinas sao correlacionadas com
alta incidéncia de cancer do figado (Trail et al., 1995).

A exposicdo humana as micotoxinas pelo consumo de alimento
contaminado é questao de satide publica no mundo todo. Embora paises europeus
e os EUA possuam regulagdo rigorosa para as mais diversas micotoxinas, no Brasil,
existe legislagao especifica apenas para as aflatoxinas. Segundo Caldas et al. (2002),
o Ministério da Satde estabelece o limite de 30 ug/kg de AFB,+AFG, em alimentos
de consumo humano e o Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
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estabelece 20 ng/kg de AF totais para matérias-primas de alimentos e ragdes. Esses
valores ainda sdo considerados altos quando comparados com os de paises
europeus, onde para AF totais em qualquer tipo de alimento, os valores variam de 1
ng/kg (Bosnia) a 10 ng/kg (Franga) (Tabela 1) (Creppy, 2002).

Tabela 1. Limite maximo de micotoxinas em alimentos nos paises europeus e EUA.

Micotoxina Paises Limites maximos (ug/kg ou pg/l) Alimentos
Aflatoxina B, Alemanha 2 Todos
Bélgica 5 Todos
Finlandia 2 Todos
Portugal 25 Amendoim
5 Alimento para
20 crianca
Suica 1 Outros
2 Todos
Milho e cereais
Aflatoxinas B, B, Franca 10 Todos
G,eG, EUA 20 Todos
Bélgica 5 Amendoim
Boésnia 1 Todos
Noruega 5 Amendoim e castanhas
Aflatoxina M, Russia 0,5 -
Bélgica 0,05 Leite
EUA 0,5 Leite
Franca 0,03 Leite para crianga
Holanda 0,05 Leite
0,02 Mateiga
0,2 Queijo

Fonte: modificado de Creppy (2002).

Controle Bioldgico de Fungos Aflatoxigénicos

O controle biol6gico tem se mostrado uma estratégia promissora na reducao
de contaminagdo de graos por aflatoxina, tanto em pré- como em pos-colheita (Dorner
& Cole, 2002). Diversas tecnologias vém sendo desenvolvidas, mas poucas chegaram
a sair dos laboratorios. Dentre essas técnicas destacam-se o uso de linhagens de
Aspergillus ndo produtoras de AF; bactérias; actinobactérias e leveduras.

Uso de linhagens de Aspergillus nao produtoras de aflatoxina. Uma
metodologia que é empregada em campo é a aplicacdo de linhagens de Aspergillus
parasiticus e Aspergillus flavus ndo produtoras de aflatoxinas, de acido ciclopiazonico
e de nenhum outro precursor da aflatoxina, diretamente no solo ao redor da planta
em desenvolvimento. Essas linhagens competem pelo mesmo nicho ecolégico que as
linhagens produtoras de aflatoxina no campo. Com essa competicao, é esperada uma
redugdo no potencial de in6éculo da linhagem aflatoxigénica e consequentemente
reducdo na produgdo de aflatoxina. A linhagem nao-aflatoxigénica pode por ventura
infectar culturas susceptiveis, como o amendoim. Mas mesmo com essa infec¢do, nao
havera contaminacao, pois essa linhagem invasora nao produz AF (Dorner, 2005).
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Utilizando essa tecnologia, Dorner et al. (2003) constataram que a
concentracdo de AF em amendoim colhido reduziu significativamente (cerca
de 90%) ao longo de dois anos de cultivo. Da mesma maneira, Cotty & Bhatnagar
(1994) demonstraram que uma linhagem de Aspergillus flavus, produtora de
muitas das enzimas envolvidas na biossintese da aflatoxina, mas nao
produtora de AF, foi a mais eficiente na reducao da contaminagdo em casa-de-
vegetagdo. Além disso, devido ao melhor entendimento da via de regulagao da
AF, a eficacia dessas linhagens competidoras pode ser melhorada por meio de
engenharia genética (Bhatnaghar et al., 2006). Entretanto, o uso de linhagens
de Aspergillus nao produtoras de AF possui uma desvantagem. Algumas dessas
linhagens nao aflatoxigénicas sdo instaveis e podem se converter em fenétipo
produtor de aflatoxina (Brown et al., 1991). Assim, apesar de os resultados
promissores encontrados em alguns trabalhos, a estabilidade genética de
linhagens nao-aflatoxigénicas deve ser levada em conta num programa de
selecao.

Até o momento, apenas dois produtos comerciais que utilizam formulac¢des
de fungos ndo-aflatoxigénicos estdo disponiveis no mercado: Afla-guard® -
registrado para uso em cultura de amendoim e Aspergillus flavus AF-36 - aprovado
para uso em cultura de algodao (Dorner, 2005). Mas devido aos avangos e vantagens
dessas linhagens na diminui¢do da contaminagao por AF, muito em breve novas
formulagdes deverao ser aprovadas para uso comercial.

Uso de bactérias antagonicas. No mercado ha diversas linhagens comerciais
de bactérias disponiveis para o controle dos mais variados fitopatégenos (Tabela
2). Essas bactérias de controle biologico podem ser aplicadas como produtos secos
(granulados ou po), suspensao de células (com ou sem microencapsulamento) ou
tratamento de sementes (Schisler et al., 2004).

Tabela 2. Linhagens de bactérias disponiveis comercialmente para o controle de
titopatégenos.

Agentes de controle Linhagens Nomes comerciais Empresas
Bacillus subtilis GBO03 Kodiak® Gustafson
MBI600 Subtilex® Becker Underwood
QST713 Serenade® AgraQuest
BD170 BioPro® Andermatt Bioc.
Pseudomonas chlororaphis MA342 Cedomon® BioAgri
MA342 Cerall® BioAgri
Pseudomonas fluorescens A506 Blightban® Nufarm Inc.
Bacillus pumilus GB34 YieldShield® Gustafson
QST713 Rhapsody® AgraQuest
QST2808 Sonata® AgraQuest
QST2808 Ballad® AgraQuest
Bacillus liqueniformis SB3086 EcoGuard® Novozymes
Bacillus subtilis GB12+GB9Y9 BioYield® Gustafson

+ Bacillus amyloliquefaciens
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No caso de fungos aflatoxigénicos, hd poucas linhagens registradas e/ou
certificadas para uso especifico contra esses fitopatdgenos. Entretanto, muitos
trabalhos (em sua grande maioria in vitro) tém demonstrado que o uso de bactérias
pode ser tornar uma alternativa vidvel no controle de Aspergillus spp. Essas pesquisas
podem ser divididas em trés linhas distintas: prospeccao de novas biomoléculas
ativas contra Aspergillus (antibioticos); selecao de linhagens produtoras de enzimas
liticas (quitinase e endoglicanase) e, mais recentemente, uso de acido latico de bactéria.
Alguns exemplos dessas metodologias e seu potencial no controle de fungos
aflatoxigénicos serdo relatados a seguir.

Biomoléculas. Diversas espécies de bactérias sdo capazes de oferecer algum
efeito antagodnico, por meio da producdo de compostos organicos bioativos, as
espécies de Aspergillus, diminuindo em maior ou menor grau a sintese de AF.
Bottone & Pelluso (2003) relataram uma linhagem de Bacillus pumilus capaz de
produzir um composto de baixo peso molecular que apresenta atividade
antifingica contra Aspergillus spp., inibindo a germinacdo dos esporos e o
desenvolvimento das hifas. Em trabalho semelhante, linhagens isoladas de Bacillus
pumilus foram capazes de inibir a producdo de AF da linhagem NRRL 2999 de
Aspergillus parasiticus. Essa inibicdo foi devida a producdao de um metabdlito
extracelular pela bactéria durante o seu desenvolvimento (Munimbazi &
Bullerman, 1998).

Nesci et al. (2005) isolaram linhagens de Bacillus subtilis e de Pseudomonas
solonacearum que apresentaram um forte antagonismo a Aspergillus flavus e Aspergillus
parasiticus. Ambos os fungos tiveram visivel reducdo no seu crescimento nos testes
de antagonismo. Essas linhagens de bactérias foram também eficazes na inibigao
do acamulo de AFB, in vitro. Em outro trabalho, isolados de Bacillus subtilis foram
capazes de inibir o crescimento de Aspergillus flavus em milho e Aspergillus parasiticus
em amendoim (Kimura & Hirano, 1988).

Além das espécies de Bacillus e de Pseudomonas, outros géneros de bactérias
também sao relatados por produzir compostos antagonicos contra fungos
aflatoxigénicos. Um exemplo recente foi dado por Yadav et al. (2005), que
apresentaram o primeiro relato dos efeitos supressivos das moléculas bioativas de
Escherichia coli sobre Aspergillus spp. Entretanto, os compostos produzidos por essa
linhagem ainda nado foram identificados.

Apesar da diversidade de bactérias que produzem metabolitos contra fungos
aflatoxigénicos, existem poucos trabalhos que os identifiquem de fato. Uma excegao
foi a identificagdo de um ciclodipeptideo, ciclo(L-Leu-L-Pro), capaz de afetar a
produgao de aflatoxina, regulando-a (Yan et al., 2004). A identificacdo dos metabolitos
bioativos de bactérias é importante, pois caso esses compostos sejam pouco toxicos
(aos seres humanos e animais) poderiam ser usados para fabricacdo de novas
formulagdes contra esses fitopatégenos.

Enzimas liticas (quitinas(s). Os fungos filamentosos, em geral, possuem
parede celular composta principalmente de quitina associada a proteinas e outros
carboidratos, tais como 3-1,3, $-1,4 ou -1,6-glicanas (Cohen-Kupiec & Chet, 1998).
A quitina é um homopolimero com ligacao 1,4-f N-acetil-D-glicosamina (GlcNAc),
sendo degrada pela agdo das quitinases que hidrolisam as ligagdes 1,4-f3. Essas
enzimas sao divididas em endoquitinases e exoquitinases ou quitibiosidase.
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As endoquitinases sdo enzimas que catalizam aleatoriamente a hidrolise
das ligagdes 1,4-B de GlcNAc em toda a extensao da microfibra da quitina. As
exoquitinases catalizam a liberacao de unidades de diacetil-quitobiose das cadeias
de quitina (Chernin et al., 1995).

Vérios organismos (virus, bactérias, fungos, plantas e animais) produzem
quitinases com fungdes diversas em cada um deles. Por exemplo, nas bactérias, as
quitinases mostram-se importantes na digestao da quitina para utilizd-la como
fonte de carbono e energia (Wang & Chang, 1997). Além disso, quitinases de bactérias
e fungos sdo comumente associadas ao micoparasitismo (Haran et al., 1996),
enquanto nas plantas estao associadas a protegdo contra fitopatégenos e insetos
(Graham & Sticklen, 1994).

A habilidade das bactérias em parasitar e degradar esporos e hifas de fungos
patogeénicos esta amplamente descrita na literatura (Whipps, 2001). Esse parasitismo
leva a uma inibicdo do crescimento do fungo e pode abranger desde a simples
tixacdo de células as hifas, até a sua completa quebra e degradacao. A aderéncia da
célula de bactérias as hifas ocorre muitas vezes devido a producdo de biofilme
(Whipps, 2001). Zucchi (2007) demonstrou que linhagens de Bacillus subtilis e
Paenibacillus lentimorbus, produtoras de quitinase, sdo capazes de parasitar Aspergillus
parasiticus (Figura 3).

Figura 3. Eletromicrografia mostrando o micoparasitismo das linhagens antagonicas contra o
fungo aflatoxigénico. A. Bacillus subtilis 0G x Aspergillus parasiticus. B. Paenibacillus lentimorbus BL
x Aspergillus parasiticus.

Emrazao da capacidade em degradar a parede celular de fungos filamentosos,
tais como espécies de Aspergillus, Penicillium, Rhizoctonia e Colletotrichum entre outros,
as quitinases sdo consideradas uma importante aliada no controle de fungos
fitopatogénicos. Além disso, por apresentarem baixa toxicidade para humanos e animais,
0s genes responsaveis pela produgdo dessas enzimas vém sendo inseridos em plantas,
por técnicas de transgenia, para torna-las resistente aos fitopatégenos (Melchers &
Stuiver, 2000). Entretanto, até o momento, nao foi realizado nenhum trabalho para
avaliar o potencial inibitdrio dessas plantas transgénicas sobre Aspergillus spp.
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Acido litico de bactéria (LAB). O 4cido latico de bactéria (LAB) é usado para
a detoxificagdo ou inibi¢do da sintese de AF. Assim, o uso de bactérias que possuam
a habilidade de remover aflatoxina do meio vem sendo largamente estudado.
Algumas dessas substancias também apresentam propriedades anticarcinogénicas
(Goldin & Gorbach, 1984). Em muitos estudos, foi mostrada a habilidade de algumas
espécies produzirem diversos tipos de LAB que interagem ou removem a AF do
meio ou inibem a germinacao dos esporos de fungos aflatoxigénicos. Onilude et al.
(2005) demonstraram que por meio da produgao de LAB, Lactobacillus planarum
inibe o crescimento vegetativo e esporulacao de Aspergillus flavus e Aspergillus
parasiticus, enquanto Lactobacillus brevi e Lactococcus spp. inibem apenas Aspergillus
parasiticus.

As linhagens de Lactobacillus casei e Lactobacillus lactis reduzem em mais de
20% a concentragdo de AF no meio e uma linhagem de Lactobacillus rhamnosus reduz
a concentragao em até 45% (Zinedine et al., 2005). Essa remocao especifica da toxina
se da por meio de uma ligacao fisica formando um complexo entre o fator produzido
pelas bactérias e a AFB, (Haskard et al., 2001). Além disso, Oatlley et al. (2000)
demonstraram que quando a AF encontra-se ligada a esse fator, a micotoxina torna-
se inviavel para absorcdo pelo trato digestivo. Essas descobertas sugerem que as
linhagens produtoras de LAB podem ser exploradas numa metodologia para
detoxificacdo, em condi¢des de armazenamento, de alimentos contaminados com
aflatoxinas e/ ou impedirem o desenvolvimento de Aspergillus spp. (Onilude et al.,
2005).

Uso de actinobactérias. As bactérias filamentosas sao intensamente
exploradas como fontes de inseticidas, fungicidas, antibiéticos, agentes
anticAncer e enzimas (C)mura & Crump, 2004; von Bubnoff, 2006; Clardy et al.,
2006; Guimaraes et al., 2006; van Wezel et al., 2006). Essas actinobactérias também
produzem metabodlitos secundarios que podem ser utilizados como
biorremediadores, atuando, por exemplo, na biodegradagao de agrotéxicos (de
Schrijver & de Mot, 1999; Watanabe, 2001). Podem, ainda, ser exploradas como
células hospedeiras para a producdo de proteinas recombinantes (Nakashima
et al., 2005). No entanto, a maioria desses estudos concentra-se em um tnico
género de actinobactérias, Streptomyces, o qual é facilmente isolado e cultivado
em amostras de origens diversas. Atualmente, devido a essa predilecdo por
Streptomyces, pode-se dizer que existe um completo desconhecimento do potencial
biotecnolégico dos demais géneros de actinobactérias (Clardy et al., 2006; van
Wezel, 2006). A ordem Actinomicetales é a maior fonte de antibiéticos conhecidos
com cerca de 3.000 moléculas, sendo 90% produzidas pelo género Streptomyces
(Clardy et al., 2006). Além disso, dos mais de 6.000 antibioticos descritos nos
altimos anos, cerca de 65% sdo produzidos pelas espécies de Streptomyces
(Aratjo, 1998).

Esse imenso potencial de Streptomyces spp. em produzir moléculas de
interesse biotecnolégico, reflete também na escolha desse género de
actinobactéria para o controle de fitopatégenos. No caso de fungos
aflatoxigénicos, o uso de Streptomyces spp. é largamente estudado tanto para
producdo de enzimas liticas como metabodlitos secundarios que apresentem
algum grau de controle.
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Com relacao as enzimas liticas, as pesquisas com actinobactérias para o
controle de Aspergillus spp. concentram-se principalmente nas quitinases. Gomes et al.
(2001) descreveram uma linhagem de Streptomyces sp. RC1071, isolada de solo do
cerrado, como sendo produtora de enzimas liticas com agdo para diversos fungos
patogénicos, inclusive Aspergillus parasiticus. Esses autores relataram uma inibicao
de aproximadamente 15% a esse fungo.

Os metabolitos secundarios produzidos por actinobactérias tém se mostrado
efetivos no controle de Aspergillus spp. Em um trabalho recente, foi demonstrado
que Streptomyces maritimus produz um fator de citotoxicidade moderada, extraido
com acetato de etila, capaz de inibir o desenvolvimento de Aspergillus flavus (Al-
Bari et al., 2007). Alguns compostos isolados de Streptomyces sp. (aflastatinas A e B,
blasticidina A e dioctatina A) inibiram a producao de AF, mas ndo o crescimento do
fungo (Sakuda et al., 1996; Sakuda et al., 1999; Sakuda et al., 2000a, b; Yoshinari et al.,
2007).

A maioria das pesquisas que envolve o controle de fungos aflatoxigénicos
por espécies de bactérias filamentosas é realizada apenas in vitro. Uma excegao a
essa regra foi demonstrada por Zucchi et al. (2008) em testes in vivo, nos quais a
linhagem de Streptomyces sp. ASBV-1 foi capaz de controlar o desenvolvimento do
Aspergillus parasiticus diretamente nos graos de amendoim e diminuir drasticamente
a producao de aflatoxina (Figura 4). Como mecanismo de controle constatou-se que
a ASBV-1 produz quitinase e um composto orgéanico, ambos com atividade contra
Aspergillus parasiticus e Aspergillus flavus (Zucchi, 2007). Até o momento, os esfor¢os
tém sido na identificagdo do composto organico e, como resultados preliminares,
sabe-se que essa molécula pertence a classe dos triterpenos, possuindo uma longa
cadeia de acidos graxos.
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Figura 4. Cromatografia de Camada Delgada (CCD) para deteccdo da producdo das aflatoxinas
B, e G, ap6s tratamento das sementes de amendoim com a linhagem Streptomyces sp. ASBV-1. A.
controle; B. patégeno inoculado 24 h antes do agente de controle; C. patégeno inoculado no
mesmo dia que o agente de controle; D. patégeno inoculado 24 h ap6s a inoculagdo da actinobactéria
(modificado de Zucchi, 2007).



Controle Biolégico de Fungos Aflatoxigénicos 79

Apesar de existirem no mercado linhagens de bactérias filamentosas
registradas para o controle de fitopatégenos (Tabela 3), nenhuma linhagem comercial
estd sendo usada para o controle de Aspergillus spp.

Tabela 3. Produtos comerciais de controle biolégico contendo linhagens de
actinobactéria.

Nome comercial  Espécie Fitopatégeno-alvo Formulacio Empresa
Actinovate® Streptomyces Patégenos de solo Granulos Natural
lydicus soluveis Industries
Mycostop® Streptomyces Fusarium spp., Pé Kemira Agro
griseoviridis Alternaria brassicola,

Phomopsis spp., Botrytis spp.,
Pythium spp., Phytophthora spp.

Fonte: modificado de Gardener & Fravel (2002).

Uso de leveduras saprofiticas. As leveduras saprofiticas sao facilmente
encontradas nas superficies de frutos e folhas de plantas (Hua, 2004). As leveduras,
tanto in vitro como em condi¢des de armazenamento, podem agir como
microrganismos antagonicos diminuindo consideravelmente o crescimento de
fungos filamentosos (La Penna et al., 2004). Além disso, algumas dessas leveduras
competem exaurindo os nutrientes necessérios para a germinagao e crescimento de
patégenos em pds-colheita, como Penicillium expansum e Botrytis cinerea (Katzet al.,
1995; Leibinger et al., 1997; Janisiewicz & Korsten, 2002).

Huaetal. (1999) propuseram pela primeira vez o uso de leveduras saprofiticas
para o controle de Aspergillus flavus e consequentemente da aflatoxina. Esses autores
desenvolveram um sistema com o mutante Aspergillus flavus Papa827. Essa linhagem
produz AFB, e tracos de AFB,, mas acumula grande quantidade de dcido norsolorinico
(NOR), pigmento laranja-avermelhado facilmente observadona placa de cultivo. Assim,
tornou-se possivel observar visualmente a interacdo das leveduras quanto a inibicao
do crescimento do Aspergillus flavus e/ ou acimulo de NOR. Posteriormente, a reducao
na producao de AF foi estimada por meio de cromatografia liquida (HPLC). De todas as
linhagens utilizadas (Tabela 4), a linhagem de Pichia anomala WRL-076 foi a que melhor
inibiu a sintese de AF. Essa linhagem proporcionou resultados promissores no controle
de Aspergillus flavus em testes de campo em arvores de pistache (Hua, 2004).

Tabela 4. Espécies de leveduras utilizadas por Hua et al. (1999) para inibicao da
sintese de aflatoxina.

Espécie Linhagem
Candida guilliermondii WRL-015
Candida kruzei WRL-038
Candida oleophila WRL-084
Cryptococcus laurentii WRL-024
Rhodotorula mucilaginosa WRL-053

Pichia anomala WRL-076
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O uso de leveduras no controle de Aspergillus spp. é interessante pois suas
linhagens podem ser utilizadas diretamente sobre os graos em condigdes de
armazenamento (La Penna et al., 2004; La Penna & Etcheverry, 2006). De fato, muitas
espécies de levedura sao utilizadas diretamente em racdes, mas para outros fins.
Por exemplo, Saccharomyces cerevisiae é usada como um aditivo para racdes de
ruminantes (Chaucheyras et al., 1996). Recentemente essa espécie de levedura foi
relatada como capaz de reduzir a producao de AFB, em ragao para frango
(Kusumaningtyas et al., 2006). Até o momento, ndo hé relato de linhagem comercial
de levedura para o controle de fungos produtores de AF.

Considerag¢oes Finais

Os agentes microbianos de controle biolégico tém surgido como alternativa
mais efetiva do que os diversos fungicidas agricolas existentes no mercado para o
controle de fitopatégenos em pré- e/ ou pés-colheita. Por serem considerados mais
seguros a saiide humana e ao ambiente, esses agentes atendem a crescente demanda
da sociedade para a diminuicdo do uso de agrotéxicos. Entretanto, no caso de
Aspergillus spp., poucas metodologias chegaram a sair dos laboratérios. Porém,
pelos resultados promissores apresentados nos trabalhos em pré-colheita por meio
de linhagens nao-aflatoxigénicas e em poés-colheita com o uso de bactérias,
actinobactérias e leveduras, é de se esperar grande avanco no controle biolégico
desses fungos.

Além disso, nos ultimos anos tem ocorrido um aumento na procura de
novos organismos antagodnicos aos fungos produtores de AF, resultando na
identificacdo de novas moléculas bioativas. Esses compostos podem agir
bloqueando (completa ou parcialmente) a sintese de AF e/ou impedindo o
desenvolvimento do fungo aflatoxigénico. Caso essas substancias apresentem uma
toxicidade relativamente baixa aos seres humanos e animais, poderdo ser utilizadas
em novas formulacoes.

A biotecnologia pode se tornar uma ferramenta poderosa no controle de
Aspergillus spp. diretamente no campo. Alids, o uso de plantas transgénicas -
contendo os genes, principalmente provenientes de bactérias, responsaveis pela
produgdo de quitinase e/ ou endoglicanase - tem mostrado resultados promissores
para o controle de vérios fitopatégenos. Por meio da identificacdo de bactérias
produtoras de enzimas liticas ativas contra fungos aflatoxigénicos, nado é de se
admirar que em breve essa tecnologia também seja empregada em culturas que
possuam problemas com contaminagao por AF.
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