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RESUMO

A semente de linhaca (Linum usitatissimum L.) é conhecida por suas propriedades funcionais e
presenca de acido a-linolénico (6mega-3). Contém ainda fibra soluvel e insoluvel, lignanas,
acidos fenolicos, flavonoides, acido fitico, vitaminas e minerais. Todavia, a microbiota deste
alimento pode ser foco de contaminagdo fungica, interferindo na qualidade final. O objetivo
deste trabalho foi identificar os fungos presentes em linhaca a granel através do gene ITS em
uma abordagem metagendmica. A identificagdo flingica foi realizada utilizando-se o
sequenciamento de alto desempenho da regido ITS1 wusando os primers ITSI
(GAACCWGCGGARGGATCA) e ITS2 (GCTGCGTTCTTCATCGATGC) com 300 ciclos e
sequenciamento single-end no equipamento MiSeq Sequencing System (Illumina Inc., USA).
Foram encontrados seis géneros e oito espécies de fungos na amostra de linhaga dourada
analisada. O género Aspergillus se destacou com trés espécies xerofilicas encontradas, A.
cibarius, A. Appendiculatus e A. amstelodami. Aspergillus cibarius foi a mais abundante, porém
ndo produz toxinas. O segundo género mais abundante foi Wallemia, com a espécie W. muriae.
Este ¢ um dos taxons de fungos com grande potencial xerofilico, sendo que algumas cepas
podem produzir toxinas. A metagendmica revelou ser um método completo, rapido e eficiente,
principalmente quando comparado a outros métodos como por exemplo, o de cultivo tradicional
exercido em laboratdrio. O sequenciamento genético de alto desempenho ¢ um importante
aliado nas pesquisas, com o avango tecnoldgico relacionado a seguranca dos alimentos.

Palavras-chave: Metagendmica, Gendmica, Linhaga, Fungos, Sequenciamento Genético De

Alto Desempenho.



ABSTRACT

Flaxseed (Linum usitatissimum L.) is known for its functional properties and presence of a-
linolenic acid (omega-3). It also contains soluble and insoluble fiber, lignans, phenolic acids,
flavonoids, phytic acid, vitamins and minerals. However, the microbiota of this food can be the
focus of fungal contamination, interfering with the final quality. The objective of this work was
to identify the fungi present in bulk flaxseed through the ITS1 gene by using a metagenomics
approach. Fungal identification was performed using the high performance sequencing of the
ITS1  region wusing the ITS1 (GAACCWGCGGARGGATCA) and ITS2
(GCTGCGTTCTTCATCGATGC) primers with 300 cycles and single-end sequencing in the
MiSeq Sequencing System equipment (Illumina Inc., USA). Six genera and eight species of
fungi were found in the golden linseed sample. The genus Aspergillus stood out with three
xerophilic species found, A. cibarius, A. Appendiculatus and A. amstelodami. Aspergillus
cibarius was the most abundant, but it does not produce toxins. The second most abundant genus
was Wallemia, with the species W. muriae. This is one of the fungi taxa with great xerophilic
potential, and some strains can produce toxins (Walleminol and Walleminon). Metagenomics
has proved to be a complete, fast and efficient method, especially when compared to other
methods, such as traditional cultivation performed in the laboratory. High-performance genetic
sequencing is an important ally in research, with technological advances related to food safety.

Keywords: Metagenomics. Genomics. Flaxseed. Fungi. Genetic Sequencing.
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1 INTRODUCAO

Biodegradadores naturais, os fungos sao de suma importancia para a humanidade ja que
eles contribuem h4 muitos anos com a industria alimenticia, auxiliando na produgdo de
alimentos tais como queijos e paes e na industria farmacéutica, principalmente na producao de
antibioticos. No entanto, os fungos podem causar perdas econdmicas no que diz respeito a
deterioragdo e contaminagdo dos alimentos (SIDRIM; ROCHA, 2004; PUTZKE; PUTZEK,
2002). A contaminacdo de alimentos por fungos se da de diversas formas, no entanto, a forma
mais preocupante se deve ao fato de que alguns géneros de fungos possuem a capacidade de
produzir metabolitos secundarios, os quais apresentam caracteristicas tdxicas (MIDIO;
MARTINS, 2000). Estes metabolitos sao chamados de micotoxinas e, quando presentes nos
alimentos sdo causadores de efeitos adversos aos consumidores, chamados de micotoxicoses
(MIDIO; MARTINS, 2000). Neste contexto, segundo a Organizacdo para a Agricultura ¢ a
Alimentacdo (FAO), estima-se que cerca de 25% das culturas alimentares do mundo estejam
contaminadas com micotoxinas, constituindo um problema de saiude publica (FAO, 2019).

O desenvolvimento dos fungos depende de varios fatores como composicao do
substrato, temperatura, teor de umidade, atividade de agua, umidade relativa do ar, potencial
redox e pH (IAMANAKA; OLIVEIRA; TANIWAKI, 2010). Além disso, praticas inadequadas
de colheita e pds-colheita, ataque de insetos, periodos de seca, pouca fertilizacdo e competi¢ao
com outras culturas também podem favorecer o crescimento de fungos produtores de
micotoxinas (MANU et al., 2019). Os principais géneros de fungos produtores de micotoxinas
sdo Aspergillus, Fusarium e Penicillium, que podem contaminar as mais diversas variedades de
cereais. Estes fungos podem contaminar os cereais através do solo, ou ainda durante o plantio,
colheita, secagem, transporte e armazenamento dos produtos (ISMAIEL; PAPENBROCK,
2015). Os fungos se desenvolvem melhor e se proliferam em substratos nutritivos como
amendoim, milho, cevada, arroz, sorgo, trigo e linhaca. Seu crescimento e producao de toxinas
pode ocorrer em todas as fases desde o campo até o armazenamento (GIORDANO, 2009).

A linhaga ¢ considerada um alimento funcional devido a sua alta concentracao de acido
a-linolénico (ALA), fibras e lignanas, além de gerar um 6leo rico em 6mega-3. Utilizada para
fins industriais como alimentos, ragdes e fibras, a linhaca ¢ comercializada diretamente ou apos

processamento (BECHLIN et al., 2019; SINGH et al, 2011). Existem duas variacdes de
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linhaga: a linhaga marrom e a linhaga dourada. A primeira ¢ cultivada em regides de clima
quente, como o Brasil, enquanto a dourada prevalece em clima frio, como o norte dos Estados
Unidos e Canada. No entanto, ainda sdo poucos os estudos que identificam as espécies de
fungos presentes em amostras de linhaca (NOVELLO; POLLONIO, 2012).

Muitas espécies de fungos sdo dificeis de cultivar em laboratorio, uma vez que
requerem necessidades especificas de crescimento. Torna-se cada vez mais evidente a inser¢ao
de técnicas sofisticadas para o entendimento dos microrganismos. Neste sentido, as amostras
amplificadas sem a cultura dos microrganismos, através da abordagem metagendmica ou nao,
revelam uma diversidade extraordinaria. Essa abordagem através da extragdo direta do DNA
gendmico, revelou novas espécies nunca antes encontrados pelos meios tradicionais de cultivo
(LORENZ; SCHLEPER, 2002). Para identificar fungos através do seu genoma, iniciadores
especificos sdo aplicados em determinadas regides garantindo uma identificagdo extremamente
confidvel. As regides ITS (Espacador Transcrito Interno) do RNA ribossomal sdo regides
continuadas do DNA que auxiliam na organiza¢ao filogenética e distin¢ao de espécies fungicas,
sendo o mais utilizado para tal (ANDRADE, 2015). Com o avango nas pesquisas sobre a
comunidade microbiana, constatou-se a necessidade de uma resolugao mais alta nas ferramentas
utilizadas. A clonagem por PCR, o método de cultivo tradicional e o sequenciamento pelo
método de Sanger foram substituidos pela tecnologia de sequenciamento de proxima geracao
(NGS). NICOLAISEN et al. (2014) utilizaram a plataforma de pirosequenciamento 454 onde
amplicons foram sequenciados pelo gene ITS1 dos fungos. Este foi o primeiro estudo onde
NGS foi aplicado para descobrir fungos em graos de cereais. Pesquisadores supdem que haveria
uma comunidade microbiana muito mais diversificada através do NGS do que com outros
exemplos de cultivo (NICOLAISEN et al., 2014). Durante a elaboracdo deste projeto, cujo
objetivo ¢ identificar fungos presentes em linhaca a granel através do gene ITS em uma
abordagem metagenOmica, constatou-se que poucos estudos com este tema foram realizados.
Desta forma, torna-se necessdria uma investigagdo minuciosa para o conhecimento da

microbiota fingica de linhaca dourada através do sequenciamento de alto desempenho.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Identificar os fungos presentes em linhaca dourada vendida a granel através do gene

ITS e metagendmica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar e quantificar o microbioma fingico presente em amostra de linhaca
comercializada a granel utilizando como base a regido ITS1;

e Sequenciar geneticamente as amostras utilizando o sistema Diagnostico
Microbioldgico Digital;

e Analisar o metagenoma através da plataforma Miseq da Illumina;

e Determinar os fungos prevalentes na amostra;

e Propor, com base nos resultados, formas de prevencdo de desenvolvimento

fingico em amostras de linhaga a granel.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 LINHACA

A linhaga (Linum usitatissimun) é¢ uma planta herbacea com altura variando entre 30 a
130 cm, apresentando talos verticais, folhas estreitas e flores azuis, vermelhas ou brancas. Sua
semente ¢ brilhante e plana onde se encontra no interior de uma capsula esférica (NOVELLO;
POLLONIO, 2011). Utilizada para fins industriais como alimentos, ra¢des e fibras, a linhaca ¢
comercializada diretamente ou ap6s o processamento. A planta pode ser usada quase que
integralmente, pois fornece do caule uma fibra de alta qualidade com boa resisténcia e
durabilidade. A sua semente tem coloracdo marrom ou amarelo-dourada, o que gera um 6leo
rico em dmega-3 além de conter niveis significativos de proteinas digeriveis. Contém ainda
fibra alimentar soluvel e insoluvel, 6leo de 4cido a-linolénico, lignanas, mucilagem ou goma,
acidos fenolicos, flavonoides, acido fitico, vitaminas ¢ minerais. A linhaca é considerada um
alimento funcional devido a sua alta concentragao de acido a-linolénico (ALA), fibras e
lignanas. Todos esses compostos sao valiosos no que se refere a melhoria da saude dos
consumidores e pelos efeitos positivos observados (BECHLIN et al., 2019; SINGH et al.,
2011).

O acido a-linolénico ¢ fundamental para func¢ao celular natural e atua como precursor
na sintese de acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa (PUFAs). Em razdo de ndo serem
sintetizados pelo organismo humano, os acidos graxos poli-insaturados dmega-3, necessitam
ser obtidos através da dieta (YOUDIM; MARTIN; JOSEPH, 2000). Contudo, o acido a-
linolénico presente no o6leo de linhaga além de ser o mais abundante, também confere
instabilidade oxidativa. Pesquisadores encontraram uma alternativa para a reducdo desta
instabilidade com desenvolvimento de linhagens de baixo teor de acido a-linolénico. Com isso
a linhaca torna-se menos sujeita a oxidagao rapida, expandindo o potencial de mercado para o
oleo de linhaga (VRINTEN et al,, 2005).

Fibras e sementes sdo os produtos primordiais do linho. Durante muito tempo essa
planta de dupla utilidade foi usada pela sociedade humana. A fibra originada da haste possui
grande durabilidade e resisténcia. Das sementes ¢ extraido um dleo rico em acidos graxos

(6mega-3), lignanas e proteinas digeriveis. A linhaga, além do mais, ¢ fonte de proteinas e fibras
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soluveis de qualidade superior e dispde de um potencial significativo de compostos fendlicos.
Deste modo, a linhaga se tornou umas das culturas oleaginosas mais relevantes para fins
industriais (SINGH et al., 2011).

Contudo, as adversidades relacionadas ao processo e cultivo do linho, as fibras de
algoddo mais resistentes e mais acessiveis financeiramente, qualidade incerta, a oxidacdo do
oleo da linhaca e a inser¢ao do dleo de canola no mercado, contribuiram para o decrescimento
do linho no mercado global. Dados de pesquisa, porém, constataram que o linho disponibiliza
beneficios multiplos a saude e no ramo industrial (ZUK et al.; 2015).

As formas de consumo sdo variadas, dentre elas: semente de linhaca integral ou
triturada, 6leo de linhaca, farinha de linhaca desengordurada moderadamente (usualmente por
prensagem do expeller), farinha de linhaca desengordurada completamente (extragdo a partir
de solventes), extratos de mucilagem de linhaca, casca de linhaga, oleossomos e extratos de
alcool. Dentre essas formas, cada uma apresenta beneficios especificos a saude. Os
componentes bioativos estdo presentes nesses produtos, porém existem relatorios
desconsiderando a presenca de uma diversidade de compostos bioativos nos segmentos de
linhaca ou atribuem um efeito a um tnico componente da linhaga (SHIM, et al., 2014).

Os efeitos ambientais e genotipicos (adaptagdo das culturas as estagdes regionais)
interferem na propor¢ao de rendimento do 6leo de linhaga, que pode variar de 38 a 44%
(OOMAH, MAZZA, 1997; UDEN et al, 1994). O endosperma e a camada externa do
revestimento compreende 1/5 do 6leo total da semente, ou seja, 21,6%. O restante se divide
entre cotilédones e eixo embrionario, como mostra na Figura 1, sendo presente em maior parte

(75%) nos cotilédones (DORRELL, 1970).
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Figura 1 - Semente de linhaga (L. usitatissimum) cortadas horizontalmente apresentando suas

estruturas anatomicas externas (A) e internas (B). O lado da linhaga (A). O lado da linhaga (B).

B

Cotiledones

Endosperma_j

"
Ezpermoderma
(cazco externo)

—_—

Epiderme
(mucilagem)

Fonte: Adaptado de SHIM et al. (1994).

O Canada lidera no cultivo de linhaca visto que se encontra em area consideravel
ocupando 412.000 ha. Em segundo lugar esta a Russia com area de cultivo de 410.000 ha,
seguida pelo Cazaquistao, com area de cultivo de 384.300 ha. O constante aumento na produgao
de linhaga também foi observado por dois paises, India e China (ZUK et al., 2015). A inser¢io
do linho no Brasil iniciou no século VXII na cidade de Floriandpolis e expandiu-se para Sao

Paulo, Parand e Rio Grande do Sul. A regido do Rio Grande do Sul ¢ a maior produtora de
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linhaca do pais. A produgdo total do Brasil é de apenas 21 toneladas/ano. No entanto, na
América do Sul, o cultivo da linhaca em maior escala estd na Argentina, com 80 toneladas/ano
(LIMA, 2007). Além disso, apenas 2% dos brasileiros reconhecem a linhaga como auxiliar na
manuten¢do da saude. Todavia, acredita-se que o consumo da semente de linhaca cresgca em
média 10% ao ano. Supde-se que os EUA e Canada tenham uma demanda de dez a vinte vezes

maior que o Brasil (NOVELLO; POLLONIO, 2011).

3.2 FUNGOS E ARMAZENAGEM

Os fungos que invadem sementes e graos sao divididos em dois grupos: aqueles que
produzem toxina antes da colheita, também conhecido como “fungos de campo” e aqueles que
se desenvolvem durante o armazenamento que sdo os “fungos de armazenagem”. Entretanto,
sabe-se que a origem exata de ambos ¢ o campo. Contaminagdo fungica antes da colheita ¢é
regida, sobretudo pelos fungos hospedeiros das plantas e outras interagdes biologicas, enquanto
o surgimento dos fungos na pos-colheita se deve aos fatores fisicos (umidade e temperatura) e
bidticos (insetos) (MILLER, 1995). Mannaa e Kim (2017) dividiram em trés grupos, conforme
pode ser observado na Figura 2: os fungos de campo onde estdo inclusas as espécies do género
Alternaria e Fusarium; o segundo grupo, compreendido pelos fungos de armazenamento, estao
as espécies do género Aspergillus e Penicillium,; e o terceiro grupo fingico intermediario,
composto pelas espécies do género Cladosporium, Fusarium e Trichoderma as quais se

desenvolvem durante o armazenamento em elevada aw.

Graos e sementes armazenados enfrentam alguns problemas, como o crescimento
fingico e a consequente producao de toxinas. H4 perda do poder germinativo e de matéria seca,
além de altera¢ao do valor nutricional (LIMA, 2000). A deterioracao do grao se inicia com o
aumento da umidade devido a condensagdo da 4gua pelo efeito de “contato de parede fria”,
principalmente com estruturas metalicas, e pelo surgimento de um “ponto quente” por uma
carga de grdo com teor de umidade com nivel superior ao limite para um armazenamento seguro

(FLEURAT-LESSARD, 2017).
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Figura 2 — Classificagdo dos grupos de fungos em diferentes estagios entre pré-colheita e pos-

colheita A escala superior classifica os graos quanto a aw relacionada com crescimento de

fungos.
Hidrofilico Mesofilico Xerofilico
1.00 a,, 0.85-1.00 a, <095 a,
Fungos de
Fungos de campo Fungos intermediirios armazenamento

.

Aureobasidium spp.
Cladosporium spp.

Alternaria spp. Geofrichum spp. Aspergilius spp.

Epicaccum spp. Verticillium spp. Eurotium spp.

Fusarium spp. Penicillium spp.
Preé-colheita Entressafra Pos-colheita

Fonte: Adaptado de MANNAA e KIM (2017)

Micotoxinas sdo metabdlitos secundarios toxicos, que podem infectar graos através de
fungos filamentosos, presentes tanto na colheita quanto no armazenamento. Estudos apontam a
possibilidade do método de cultivo influenciar diretamente na produ¢do de micotoxinas, além
da umidade, temperatura, danos causados por insetos e condi¢des inadequadas de

armazenamento (KIRINCIC, et al.; 2015).

Gruzdeviene et al. (2006) analisaram a contaminagdo da semente de linhaga na
colheita e durante o armazenamento. Foram encontrados fungos do género Alternaria e
Fusarium, sendo estes os predominantes. Os autores observaram o desenvolvimento fungico
durante oito meses no local de armazenamento. Houve um aumento da contaminagao interna e

externa por propagulos fungicos. Via de regra, a quantidade de micotoxinas constatadas na
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semente de linhaca de algumas cultivares foram muito baixas, contudo um grande aumento de
micotoxinas foi observado durante o armazenamento. Na etapa de armazenamento o nivel de
contaminagao pelos fungos pode variar principalmente pelos fatores como umidade, variagdes
de temperatura, etc. Sendo que a temperatura de estocagem ndo exceda 15 °C e tenha umidade
do ar préximo a 40%. Paul et al. (1991) complementa os fatores que implicam no crescimento
de fungos na semente de linhaga; o genotipo da planta hospedeira, o cultivar, a época da

semeadura, sua densidade e a safra anterior.

A RDC n° 487, de 26 de marco de 2021, através da IN n° 88 de 26 de marco de 2021,
estabelece limites maximos de micotoxinas (metabdlitos fliingicos) entre categorias de
alimentos, bebidas e matéria-prima para aflatoxinas, ocratoxina, desoxinivalenol, fumonisinas,
patulina e zearalenona (BRASIL, 2021a; BRASIL, 2021b). A multiplicagdo de fungos
toxigénicos especialmente do género Aspergillus sp. se intensifica devido as caracteristicas
quimicas da linhaga, pois ¢ um alimento rico em acidos graxos poliinsaturados. Estes fungos
sdo produtores de esporos que se propagam pelo ambiente/alimento (MARQUES ez al., 2011).
Além disso, fatores como temperatura e umidade influenciam na produgdo de micotoxina,
através do desenvolvimento de espécies de fungos toxigénicos. Em um alimento contaminado
por fungos toxigénicos, ndo necessariamente significa que ha a presenga de toxinas, contudo
existe um potencial risco de uma possivel contaminagao através das micotoxinas (ALMEIDA

et al.,2005).

3.3 IDENTIFICACAO DE FUNGOS USANDO FERRAMENTAS GENOMICAS

Alguns microrganismos podem ter dificuldade de serem cultivados em laboratério. A
metagendmica avalia os materiais genéticos diretamente de amostras do ambiente, com a
intencdo de aprimorar o conhecimento microbiano global direcionando pesquisas para a area
biotecnoldgica. No solo existe uma ampla biodiversidade de espécies, ainda desconhecidas. Em
razdo disso, a utilizagdo da metagenOmica tem se caracterizado de forma a despertar o
entendimento a partir do sinergismo entre as espécies do microbioma. Nas analises de genes
como os RNAs ribossomicos 16S rRNA, 18S rRNA e da regido ITS os microrganismos sao

comparados e classificados taxonomicamente. O processo € rapido contrapondo com métodos
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tradicionais de cultivo e ¢ considerado um importante aliado nos estudos com avango
tecnologico (GOULART; OMORI; SOUZA, 2013)

Para a melhor compreensdo da biodiversidade estrutural, ecoldgica e funcional, o
estudo do genoma em amostras ambientais tem se mostrado uma ferramenta muito importante.
A juncdo da andlise de dados de sequenciamento de proxima geragdo com uma ferramenta
computacional apropriada ¢ essencial para a investigacdo metagenomica. Amostras de DNA
sao estudadas diretamente do ambiente, contudo foi relatado dificuldades na separacao
microrganismos/DNA da planta. Como o DNA da planta predomina, seu isolamento diante do
microrganismo endofitico faz-se dificultoso (FADIJI; BABALOLA, 2020).

Os fungos foram mantidos em segundo plano em estudos envolvendo metagenomica
devido as dificuldades envolvidas nesta andlise. Pesquisadores com a intengdo de solucionar
este obstaculo, adotaram o sequenciamento de DNA utilizando um marcador do cistron do
rRNA na regido ITS1. Com essa descoberta pode-se identificar diversas espécies fingicas em
amostras através da abordagem metagenomica (SCHOCH et al., 2012). A Figura 3 retrata os
métodos 6micos e moleculares para o entendimento da diversidade de micobiomas de graos e

cereais.

Figura 3 - Técnicas recentes em estudos de microbiomas associados as plantas.

DMVERSIDADE E MUDAMCAS ABORDAGENS OMICAS PARA
NA ESTRUTURA DA ESTUDAR AS FUNCOES DA
COMUNIDADE COMUNIDADE MICROBIANA

METAGENOMICA,
METABOLOMICA,
PROTEOMICA E
TRANSCRIPTOMICA

ESTUDO DIRECIONADO DE ITS
PARA FUNGOS, 165 PARA
BACTERIAS

Fonte: Adaptada de Fadiji e Babalola (2020).



23

Dentre os cereais mais cultivados em regides temperadas, estdo o trigo (7riticum
aestivum), a cevada (Hordeum vulgare), a aveia (Avena sativa), o centeio (Secale cereale) e o
triticale (Triticum x Secale). Existe a necessidade de um controle rigido sobre os patdgenos
fingicos vez que causam infec¢do nas plantas através das folhas resultando na perda de
producdo. O tratamento utilizado para que referida perda ndo ocorra, ¢ através do uso de
fungicida como acontece nas safras de trigo e cevada no norte da Europa. Nas espécies de
cereais citadas anteriormente foram encontradas comunidades microbianas influenciadas pelo

gendtipo do hospedeiro e por fatores ambientais (SAPKOTA et al., 2015).

Algumas espécies de fungos sdo de grande importancia na area de alimentos e para
produgdo de antibidticos. Eles representam um dos principais reinos eucaridticos. Estima-se
que existam milhdes de espécies desconhecidas de fungos, sendo apenas uma pequena parte
caracterizada. O uso de sequenciamento de acido nucléico a partir de uma amostra em que nao
ha conhecimento prévio das espécies, teve grande valor para o estudo de espécies isoladas e

suas interacoes em um micobioma (DONOVAN et al., 2018).

Em razdo de certas dificuldades encontradas no cultivo de fungos, pesquisadores estdo
retomando seus estudos na utilizagdo de sequenciamento de DNA, contribuindo ainda para os
estudos de metagendmica. A regido ITS € um marcador de DNA utilizado para identificagcdo da
variedade de espécies de fungos através de sequenciamento de amplo espectro (FADII;
BABALOLA, 2020). Pesquisadores tém empregado o sequenciamento 454 da regido ITS1 de
fungos presentes em cereais (SAPKOTA ef al., 2015). As espécies microbianas das plantas
formam uma rede complexa, todavia o papel de cada componente se distingue da
funcionalidade do microbioma total (KHAN ez al., 2019). Além disso, o genotipo de uma planta
¢ considerado o fator principal tratando-se de abundéancia do microbioma. Os tipos de solo
influenciam diretamente na estrutura da comunidade bacteriana e na sua diversidade

(BABALOLA et al., 2020).

Em um estudo sobre identidade de fungos em grao de trigo, foram encontrados 10
géneros através das sequéncias no conjunto de dados (NICOLAISEN et al., 2014). As OTUs
(Unidades Taxonomicas Operacionais) foram classificadas pelos géneros Alfernaria,
Cladosporium, Cryptococcus, Pyrenophora, Epicoccum, Fusarium, Microdochium, Phoma,

Sphaeosphaeria e Stemphyllium. Para alcangar uma identificagdo mais desenvolvida a nivel de
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espécie, foi preciso seguir um direcionamento a partir de sequéncias ITS1 com diferentes
espécies de géneros iguais do NCBI GenBank (banco de dados). Foram classificadas 204.421
sequéncias sendo 98,4% Ascomicetes e 1,5% Basidiomicetes. Entre as OTUs mais abundantes
neste trabalho estavam Fusarium spp., Didymella exitialis, Microdochium nivale, Pyrenospora
tritici-repens, M. graminicola e P. nodorum classificadas como patégenos do trigo. Poucos
grupos do género Fusarium puderam ser caracterizados devido a uma homogenia entre as
sequéncias da regido ITS. No grupo identificado como OTU 1, as mais relevantes foram F.
graminearum, F. culmorum, F. pseudograminearum e F. cerealis sendo classificado como o
grupo mais abundante de todos os conjuntos de dados com 23,3% do total de sequéncias

(NICOLAISEN et al., 2014).

Através de fungos entomopatogénicos, pesquisadores isolaram cepas e analisaram
cinco tipos de graos de cereais, ou seja, milho, arroz branco, trigo, centeio e sorgo (MAR et al.,
2012). As regides ITS do rDNA nuclear foram amplificadas por PCR com iniciadores (primers)
ITS4 e ITS5. Encontrou-se 2 isolados de Beauveria bassiana e 1 isolado de cada uma das
espécies a seguir Metarhizium flavoviride, Metarhizium anisopliae, Paecilomyces lilacinus e
Isaria tenuipes. Entre todos os graos avaliados, o milho teve o maior indice de crescimento do
fungo e centeio foi o mais baixo com excec¢do de P. lilacinus, que obteve maior viruléncia

contra Bactrocera spp. (MAR et al., 2012).

Em outro estudo utilizando cinquenta amostras de graos de cereais e seus derivados
(trigo, arroz, farinha de trigo e milho, amido), foram coletadas na regidao do Cairo e El-Gharbia,
no Egito (EL-RABBAT et al., 2018). Os iniciadores que amplificaram a regido do espagador
transcrito interno foram ITS1: 5°- TCTGTAGGTGAACCTGCGG-3 ’e ITS4: 5’-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3. Realizou-se diluigdes apds a inoculagdo das amostras e
relatou-se certas espécies de fungos pertencentes a Aspergillus, Rhizopus, Fusarium e
Trichoderma. As espécies dos géneros Aspergillus e Rhizpous foram mais abundantes que
Trichoderma e Fusarium. Foram identificadas morfologicamente 18 espécies de Fusarium,
com excecao de duas cepas de F. solani. Para estas, métodos moleculares contribuiriam para
uma correta identificacdo. O marcador genético ITS de fungos ¢ utilizado por muitos
pesquisadores quando se trata de identificacdo de cepas, filogenia e identificacdo de espécies.

Em um estudo posterior, a partir das amplificacdes das regides ITS rDNA foi isolado Fusarium
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sp de graos de trigo. F. sporotrichioides foi identificado utilizando a regido ITS rDNA, ao passo
que outras técnicas como, microscopicas € morfologicas nao foram capazes de distinguir as

cepas (EL-RABBAT et al., 2018).

Seis géneros de fungos foram detectados em graos de trigo na regido de Riade - Ardbia
Saudita, com trinta e um isolados (MAHMOUD e SHEHATA, 2017). O género predominante
foi Fusarium com treze isolados, F. verticillioides (4), F. culmorum (3), F. proliferatum (2), F.
gramineaum (2), F. chlamydosporum (1), F. oxysporum (1). Na regido de Dammam, a
predominancia fungica foi igualmente do género Fusarium (33,3%) contrapondo com
Aspergillus 14,3% e Penicillium 9,5%. Sete espécies de Fusarium foram encontradas F.
proliferatum (2) F. oxysporum (2), F. verticillioides (1) F. chlamydosporum (1) e F. culmorum
(1). Os géneros Fusarium e Aspergillus dominaram os graos de trigo com 21,7% de frequéncia
em Abba, contrastando com Aspergillus 14,3% e Penicillium 9,5%. As seis espécies de fungos
foram sequenciadas a partir das regides ITS-rDNA e amplificadas por PCR com os iniciadores
ITS1 (5'- TCCGTAGGTGAACCTGCGG3 ") e ITS4 (5'- TCCTCCGCTTATTGATATGC-3 ")
(MAHMOUD e SHEHATA, 2017).

A préxima investigagdo foi sobre detecgao de micotoxinas e micobiota toxigénica em
cereais utilizados como ragio animal no mercado do Catar - Asia continental (HASSAN et al.,
2018). Os cereais mistos (20 e 14%) e o milho (29 e 50%) ultrapassaram o limite permitido
para Aflatoxinas (AFs) e Ocratoxina A (OTA) na Unido Européia. Foram identificadas OTA e
AFs respectivamente em milho 40 e 70%, em mostras de trigo e farelo de trigo 60 e 40% e em
cereais mistos 44 e 94%. As amostras misturadas de cereais, milho e cevada obtiveram uma co-
contaminacao (44, 40 e 50%) com AFs e OTA. O género Aspergillus foi dominante em diversas
amostras. Utilizando os iniciadores de PCR, constatou-se que as espécies de Aspergillus flavus,
A. parasiticus A. niger, A.carbonarius, A. ochraceus e A.westerdijkia foram as mais
prevalecentes em cereais mistos com carga fungica de 3 x 10° unidades formadoras de
colonia/g. As espécies A. flavus, A. parasiticus, A. carbonarius e A. nigerisolatos, nao
produziram AFs ou OTA mesmo dispondo de genes micotoxigénicos. A deteccdo de genes
micotoxigénicos ndo necessariamente resulta na producdo de micotoxinas por todas as cepas.
Isto ocorre devido a producao de micotoxinas requerer condigdes especificas, entre elas de aw,

umidade relativa e temperatura. Nao se torna possivel distinguir isolados toxigénicos do
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complexo de espécies contaminantes. A contaminagao através de fungos micotoxigénicos e das
proprias micotoxinas obteve niveis altos nas amostras de milho e cereais mistos quando usados
na racdo animal (HASSAN et al., 2018). Em um trabalho seguinte Hassan et al. (2019)
investigaram micotoxinas e a presen¢a de fungos Fusarium em ragdes comercializadas na
regido de Catar. A maior contamina¢do com Fusarium ocorreu em cereais mistos, depois em
milho e trigo, respectivamente. De acordo com os resultados de PCR, a espécie F. verticillioides
apresentou a mais alta distribui¢cdo de frequéncia, com 34%, seguida por F. graminearum com
16%, F. oxysporum 15%, F. proliferatum 13%, F. culmorum 8%, F. solani 7%, F. subglutinans
4% e F. avenaceum com 3%. O resultado dos isolados de F. graminearuma e F. culmorum
mostrou acimulo de deoxinevalenol (DON) por meio de arroz. O segundo, ainda produziu
zearalenona (ZEN) em meio de cultura contaminado de forma artificial. Também foi constatada
a producao de micotoxinas (fumonisinas) in vitro em todos os isolados de F. verticillioides.
Assim sendo, o estudo comprova a existéncia de fungos toxigénicos e suas micotoxinas na em

cereais usados na alimentacdo humana e animal (HASSAN et al., 2019).

Jedidi et al. (2018) avaliaram a micoflora da cevada, do trigo e do milho, com énfase
nas espécies micotoxigénicas Fusarium e Aspergillus. Os cereais mencionados obtiveram
amostras recém-colhidas e amostras armazenadas que foram coletadas na Tunisia (pais em que
estes cereais sao altamente consumidos) e cultivadas para identificacdo de fungos. As espécies
de Fusarium e Aspergillus foram caracterizadas por ensaios de PCR especificos para espécies
e complementados com o sequenciamento de DNA. Os fungos isolados mais encontrados no
trigo foram Alternaria, com 70,83%, Eurotium com 62,50%, Aspergillus 54,17% e Penicillium
41,67%. Os géneros mais recuperados da cevada foram Penicillium com 75%, Aspergillus 70%,
Eurotium 65% e Alternaria 65%. Os géneros prevalecentes no milho foram Aspergillus com
76,19%, Eurotium 42,86% e Penicillium 38,09%. Amostras de graos armazenados e colhidos
recentemente mostraram a presenca dos géneros Aspergilllus, Penicillium, Fusarium e
Alternaria. Foi constatado que a contaminacdo com Aspergillus, Fusarium e Alternaria foi
maior nas amostras recém-colhidas, enquanto a contaminacao das espécies de Penicillium foi
maior nas amostras armazenadas. As principais espécies de Aspergillus encontradas foram 4.
niger e A. flavus. As espécies de Fusarium encontradas foram F. equiseti, F. verticillioides, F.
nygamai e F. oxysporum. Esta pesquisa mostra que existe o risco potencial para as aflatoxinas

e, em menor escala, para a ocratoxina A em cereais (JEDIDI et al., 2018).
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Haarith et al. (2019) extrairam o DNA da micobiota de soja e amplificaram a regido
ITS por PCR com os primers ITS1 e ITS4. Os fungos mais abundantes totalizaram em 79%
com 14 géneros encontrados. Esses géneros eram pertencentes a classe Sordariomycetes
(Clonostachys, Cylindrocarpon, Fusarium, Ilyonectria, Mariannaea, Neonectria e Pochonia),
Dothideomycetes (Alternaria, Phoma, Paraphoma, Setophoma e Leptosphaeria),
Exotiomycete  (Exotiomycete),  Eurotiomycete  (Exotiomycete),  Mortierelomicotina

(Mortierella) (HAARITH et al., 2019).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 AMOSTRA
Uma amostra de linhaca dourada (500g) comercializada a granel foi obtida no
comércio local de Florianopolis, SC, Brasil (27° 35'49" S 48°32' 56" O). A amostra foi mantida

em sua embalagem de veiculacdo até o momento da analise, em temperatura ambiente.

4.2 ANALISE METAGENOMICA

A identificacdo de fungos foi realizada utilizando-se o sequenciamento de alto
desempenho da regido ITS1. O preparo das bibliotecas seguiu um protocolo proprietario
(Neoprospecta Microbiome Technologies, Brasil). Foi realizada amplificagdo com primers para
a regido ITS1, primer, ITS1 (GAACCWGCGGARGGATCA) (SCHMIDT et al., 2013) e
primer, ITS2 (GCTGCGTTCTTCATCGATGC) (WHITE et al., 1990). As bibliotecas foram
sequenciadas utilizando-se o equipamento MiSeq Sequencing System (Illumina Inc., USA) e o
kit V2, com 300 ciclos e sequenciamento single-end. As sequéncias foram analisadas por meio
do pipeline Sentinel.

No pipeline Sentinel os arquivos fastq foram avaliados quanto a qualidade Phred (QP)
usando o programa FastQC v.0.11.8 (ANDREWS, 2010). A seguir, os arquivos fastq foram
submetidos a triagem de primers e sequéncias com baixa qualidade (Phred < 20). O software
proprietario utilizado para tal finalidade foi construido em Python v.3.6, sendo este inspirado
nas funcionalidades do projeto BioPython (COCK et al. 2009).

Clusters com abundancia menor do que 2, foram removidos das andlises, pois tais
estruturas normalmente sdo relacionadas a sequéncias quimeras (SMYTH et al., 2010). As
identificacdes taxondmicas foram realizadas com blastn v.2.6.0+ (ALTSCHUL et al., 1990),
usando como referéncia um banco de dados proprietdrio. Quanto a definicdo de uma espécie,
dentre os 20 hits retornados para cada cluster, uma instru¢do em Python avalia se um dos trés
quesitos foram atendidos pelos hits: 1) maior bit-score; 2) menor e-value; e 3) taxonomias com
maior representacao.

Os hits que atenderam um dos itens anteriores, foram escolhidos como espécie

representante, essas analises foram realizadas na plataforma computacional da Amazon, onde
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a estrutura de bioinforméatica da Neoprospecta estd hospedada. As analises de DMD Fungos,
foram realizadas contra bancos de dados de referéncia para o gene ITS no banco de dados
proprietario. O banco de sequéncias para os genes ITS, conta com sequéncias de genes
completos (em sua maioria), os quais contém sequéncias recuperadas de genomas, nao

ambiguas e filtradas para sequéncias quimeras.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta os dados taxonomicos dos fungos encontrados em linhaca
dourada via sequenciamento de alto desempenho do gene ITS. Todas as espécies encontradas
pertenciam ao reino Fungi, sendo que sete destas eram do Filo Ascomycota e uma do Filo
Basidiomycota. Mamede (2012) relata que o primeiro apresenta uma vasta quantia de fungos,
como os leveduriformes, indispensaveis na industria de alimentos. Ja o segundo ¢ composto por
fungos mais evoluidos incluindo os cogumelos (cerca de 20% do total), além de produzirem
esporos sexuados classificados como basidiosporos. Pesquisas recentes despontam que existem
entre 17.500 e 20.000 espécies de fungos formadores de liquens, sendo 40% deste do filo
Ascomycota. Os liquens s3o conhecidos por seus compostos secundarios, muito utilizados em
antivirais e antibacterianos (WANG et al., 2014). Os metabdlitos secundarios produzidos pelos
fungos atribuem a eles vantagens de sobrevivéncia apresentando algumas propriedades
antiproliferativas, catabolicas e antibioticas. Além disso, inimeros Ascomicetes produzem
metabolitos secundarios em que se destacam as micotoxinas, fitotoxinas e alguns grupamentos
que acentuam a viruléncia e a patogénese (HAGEE et al., 2020).

O sequenciamento na plataforma //lumina gerou um total de 355 sequéncias (reads).
Segundo Souza, (2015) reads sao milhares de pequenos intervalos onde devem exibir
homologia entre a transcricdo do DNA em RNA. Os short reads sao destinados a remog¢ao dos
adaptadores e das sequéncias de baixa qualidade. J& os long reads tem maior rapidez e lidam
com grandes volumes de dados de sequenciamento e alta disponibilidade de informacgdes
espaciais de longo alcance (DILTHEY et al,, 2019). Com esta abordagem, a metagendmica
permite o acesso a um amplo reservatorio de diversidade genética e metabdlica ainda
inexplorado (DEMAIN, 2016).

Os fungos encontrados foram categorizados em quatro classes: Dothideomycetes,
Eurotiomycetes, Saccharomycetes e Wallemiomycetes. A classe Eurotiomycetes apresentou
maior abundancia na amostra analisada (54,37%), contemplando a ordem Eurotiales, da familia
Aspergillaceae e o género Aspergillus neste estudo. A classe dos Eurotiomycetes ¢ considerada
uma das mais numerosas da atmosfera, sendo conhecida também como produtora de enzimas e
metabolitos secundarios essenciais (SRIVASTAVA et al., 2014). Steenwyk et al (2018)

informa que a evolugdo dos membros da Aspergillaceae requer uma estrutura filogenética mais
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desenvolvida pois existem mais espécies de outro género, como Penicillium, além do

Aspergillus presentes nesta familia.

A segunda classe com maior abundancia foi Wallemiomycetes (11,83%), com a
presenca da ordem Wallemiales e do género Wallemia. Em seguida a classe Dothideomycetes
(6,48%) foi representada pela ordem Pleosporales, familia Pleosporaceae e género Alternaria,
e também pela ordem Cladosporiales familia Cladosporiaceae e género Cladosporium. Por fim
a classe Saccharomycetes (1,41%) foi representada pela ordem Saccharomycetales, familia
Saccharomycodaceae e dois géneros fungicos distintos, ou seja, Hanseniaspora e
Zygosaccharomyces. Além disso, através do sequenciamento da regido ITS1 e ITS2 ndo foi
possivel identificar 25,92% das sequéncias encontradas. Sendo assim, € possivel inferir que
outras regioes, como ITS3, ITS4 ou ITSS5 devam ser sequenciadas em conjunto, em uma

abordagem multilocus, para que se consiga identificar as demais espécies encontradas.



Tabela 1 — Dados taxondmicos dos fungos encontrados em linhaga dourada via sequenciamento de alto desempenho do gene ITS.
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Reino Filo Classe Ordem Familia Género

Fungi Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Pleosporaceae Alternaria

Fungi Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceae Aspergillus

Fungi Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceae Aspergillus

Fungi Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceae Aspergillus

Fungi Ascomycota Dothideomycetes Cladosporiales Cladosporiaceae Cladosporium
Fungi Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Saccharomycodaceae Hanseniaspora
Fungi Basidiomycota Wallemiomycetes Wallemiales undentified Wallemia

Fungi Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Saccharomycetaceae Zygosaccharomyces

Fonte: A autora.
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O total de sequéncias identificadas para espécies de fungos em linhaga dourada entdo
apresentadas na Tabela 2. A identificagdo de espécies em linhaga dourada indicou a presenca
de Aspergillus cibarius como predominante, tendo a mais alta abundancia relativa (45,63%)
entre as oito espécies (Figura 4). Bal et al. (2016) encontraram 33.157 sequencias do gene ITS
em trigo Nuruk A sendo este dominado pelos géneros Aspergillus € Mucoralles. Durante um
longo processo de fermentagao de 30 dias em trigo Nuruk A, a espécie A. cibarius aumentou
10 vezes mais a partir do dia 10, comparando com o dia 6, sendo uma das espécies mais
favoraveis para essa fermentacdo. Aspergillus sao conhecidos pela capacidade de se
desenvolver em substratos com baixa atividade de dgua. Eles produzem um amplo espectro de
metabolitos secundarios, porém quando se trata de aflatoxinas, ocratoxinas, esterigmatocistina
e gliotoxina, ha controvérsias. Faltam estudos mais aprofundados das espécies isoladas
taxonomicamente. Em outro estudo, Aspergillus flavus, Aspergillus cibarius, Gibberella
Sfujikuroi, Lasiodiplodia theobromae e Rhizopus arrhizus foram as espécies dominantes
encontradas em massa fermentada a base de sorgo (kisra) (ELTAYEB; ELTIGANI;
TANIGUCHI, 2020). A. flavus e A. parasiticus sdo reconhecidamente produtores de
metabolitos secundarios (micotoxinas), ou seja, produzem aflatoxinas que sao hepatotoxicas e
carcinogénicas. No entanto, os autores identificaram na amostra de sorgo com abobora, A.
cibarius como nao produtores de micotoxinas nao apresentando entdo, toxicidade aos seres
vivos (FORWOOD et al., 2021). A quantificagdo em reads da linhaga dourada para essa espécie
foi a mais alta entre as oito encontradas. Diante disso, € possivel inferir que nao ha presenca de
metabolitos secundarios toxicos aos seres humanos produzidos por esta espécie especifica. Por
outro lado, também foram identificadas as espécies Aspergillus amstelodami e Aspergillus
appendiculatus. A espécie A. appendiculatus foi registrada a primeira vez em esterco de ovelha,
lingui¢a defumada e graos armazenados, estes por sua vez, geram impacto economicamente a
partir da deterioracdo durante a armazenagem (HUBKA et al., 2013). Até o momento, estas
espécies também nao foram relacionadas a producdo de micotoxinas, porém ¢é preciso mais
investigacdes na area (Klich ef al., 1984; Midio e Martins, 2000; Pitt, 2006; Pitt e Hocking,
2009; Pitt et al., 2012).



Tabela 2 — Espécies fungicas identificadas e quantificadas (reads) em linhaga dourada via

sequenciamento de alto desempenho do gene ITS.

Espécie identificadas

Numero de reads

Alternaria agripestis
Aspergillus amstelodami
Aspergillus appendiculatus
Aspergillus cibarius
Cladosporium herbarum
Hanseniaspora lachancei
Wallemia muriae
Zygosaccharomyces rouxii

uncultured fungus

7

3
28
162
16
2
42
3
92

Fonte: A autora.
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Figura 4 — Abundancia relativa (%) das espécies fungicas identificadas em linhaga dourada via

sequenciamento de alto desempenho do gene ITS.

W Alternaria agripestis

W Aspergillus amstelodami

W Aspergillus
appendiculatus

W Aspergillus cibarius

W Cladosporium herbarum

® Hanseniaspora lachancei

Fonte: A autora.
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A espécie que apresentou a segunda maior abundancia relativa na amostra foi Wallemia
muriae, representando 11,83% do total. A tolerancia pelo substrato de baixa atividade de agua
¢ rara no filo Basidiomycota, ao qual W. muriae pertence, porém testes indicaram Wallemia
como um dos tdxons de fungos com caracteristicas xerofilicas. Para caracterizar sua morfologia
e xerotolerancia, criou-se a proposta de uma nova classe, a Wallemiomycetes (ZALAR, et al.
2005). Segundo Zajc e Gunde-Cimerman (2018) o género fungico Wallemia compreende as
espécies mais xerotolerantes, xerofilicas e também halofilicas do mundo. Wallemia spp. sao
encontrados em varios ambientes osmoticamente desafiados, como alimentos salgados ou
muito agucarados, alimentos secos (como sementes), aguas hipersalinas, cristais de sal, ar
interno e externo e aerossois agricolas. W. muriae foi recentemente reconhecidas para o género
Wallemia, e estd comumente associada a alimento (ZAJC; GUNDE-CIMERMAN, 2018).
Algumas cepas de Wallemia, incluindo W. muriae, produzem as toxinas walleminol e
walleminon que podem causar infecgdes subcutidneas e problemas alérgicos em humanos
(ZALAR, et al. 2005). No entanto, ¢ a primeira vez que a presenca dessa espécie em sementes
de linhaca dourada foi descrita. Zajc e Gunde-Cimerman (2018) relatam que esta espécie €
dificil de ser isoladas por meios tradicionais de cultivo uma vez que tem a demanda obrigatoria
de aw reduzida em seus habitats, pois crescem apenas em meios suplementados com solutos
adicionais como sais e agucares. Sendo assim, a identificagdo molecular pode ser um avango
no estudo deste género em alimentos. Através do sequenciamento de alto desempenho em
linhaca dourada também foi constatada a presenga de Alternaria agripestis (1,97%) e
Cladosporium  herbarum (4,51%), das familias Pleosporaceaec e Cladosporiaceae,
respectivamente. Pitt (2009) afirma que Cladosporium herbarum provoca a deterioragdo de
frutas e vegetais frescos, macds armazenadas, amendoim, nozes, cereais, soja € maracuja.
Espécies de Cladosporium foram encontradas por estes autores durante analise realizada
durante dois anos quanto a micoflora na cevada, aveia e trigo, sendo o fungo predominante em
85% na cevada, 95% na aveia e 77% no trigo. Enquanto isso, Gruzdeviene et al. (2006)
analisaram a infec¢@o da semente de linhaga na colheita e durante o armazenamento, sendo que
foram encontrados predominantemente fungos do género Alternaria e Fusarium, geralmente
relacionados com a contamina¢do ainda no campo. Por fim as duas espécies da familia
Saccharomycodaceae foram encontradas na amostra de linhaca, ou seja, Hanseniaspora

opuntiae (0,56%) e Zygosaccharomyces rouxii (0,85%). A presenca de leveduras em sementes
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como a de linhaga geralmente ndo sdo reportadas, visto que estas espécies predominam em
processos fermentativos. Por exemplo, Hanseniaspora ¢ o género mais abundante em uva,
estando H. opuntiae presente em grande quantidade no inicio da fermentagao do mosto (BOVO
et al., 2009). Enquanto isso, isolou-se cepas de Zygosaccharomyces rouxii, Saccharomyces
cerevisiae, Saccharomyces kluyveri, Debaryomyces hansenii e Pichia burtonii de amostras de
massa Selroti (alimento de arroz fermentado). A fermentacao de leveduras produz um gas que
causa crescimento da massa (YONZAN, 2010). Geralmente Z. rouxii tem origem em compotas,
concentrados de frutas, ameixas e tAmaras secas. Essa espécie se desenvolve melhor em baixa
aw ¢ alto teor de agucar (PITT, 2009). Yonzan (2010) ainda comenta que o restabelecimento
dessa levedura em massas Selroti, seria devido ao acréscimo de agticares ¢ mel adicionados

durante a preparacao.

Destaca-se a importancia da identificagdo e controle da contaminag¢do flingica nas
amostras de linhaga e consequentemente na prevengao de ocorréncia de metabolitos toxicos
como as micotoxinas. Neste contexto, para Hermann e Trigo-Stockli (2008) os fatores que mais
influenciam na produgdo destas toxinas estdo relacionados com as condigdes de
armazenamento, sendo a umidade e a temperatura os fatores mais importantes, pois afetam tanto
o crescimento fingico quanto a producdo de toxinas. Assim, as exigéncias de umidade podem
variar entre as espécies de fungos, tanto no limite inferior de umidade de crescimento, quanto
no intervalo sobre o qual irdo predominar (DIAS, 2012). A temperatura € outro fator que afeta
a armazenagem de grdos, sendo crucial a interacdo de fatores biodticos e abiodticos que
promovem a deterioracdo de grdos. Como o grao ¢ comumente colhido seco ou pode ter seu
teor de umidade reduzido a um nivel de seguranca, este passa a ter um papel menos importante
do que a temperatura (D’ARCE, 2009). Desta forma, o conhecimento e entendimento do
controle destas duas variaveis durante o armazenamento ¢ de extrema importancia, pois através
do controle rigido dessas condi¢des apds a colheita reflete diretamente na seguranga dos
alimentos mais comumente comprometidos pelo desenvolvimento fungico e produgdo de
micotoxinas.

Virios autores estudando a influéncia da temperatura e da aw no crescimento fingico e
na producdo de micotoxinas chegaram a conclusdo de que esses dois fatores sao dependentes
entre si (TSAL YU, 1999). Além disso, através destes dois fatores € possivel garantir um maior

tempo de armazenamento de grdos com menor incidéncia de fungos e da presenca de
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micotoxinas (TSAIL; YU, 1999; PITT, 2006). Dependendo da espécie fingica em questdo, a
temperatura ou a quantidade de agua presente vai ser um fator de maior influéncia e, diversos
trabalhos vém sendo conduzidos com o objetivo de garantir cada vez mais a sanidade de
produtos tais como graos, cereais € oleaginosas ao ponto de vista de presenca de micotoxinas
(TSAL YU, 1999; GARCIA, 2004; PITT, 2006). Em geral, sabe-se que quanto maior for a
temperatura e maior o conteudo de umidade dos graos, menor ¢ o tempo util dos graos em
relagdo a proliferacao fungica (PITT, 2006; Sibamoto; Bjeldanes, 2011). Em contrapartida,
quando se utilizam temperaturas intermediarias com teor de umidade também reduzido, o
tempo de vida 1util dos produtos aumentam consideravelmente (MIDIO; Martins, 2000).

De acordo com Midio e Martins (2000), graos, cereais e oleaginosas quando armazenado
a temperaturas proximas a 25 °C e umidade relativa do ar de 26% sdo adequados ao consumo
por até uma semana. Em contrapartida, quando essa umidade, por exemplo, é reduzida para
18% e a temperatura para cerca de 5 °C, o tempo de armazenagem cresce chegando até 50
semanas, mostrando a elevada correlagdo entre esses dois fatores (MIDIO; MARTINS, 2000;
PITT, 2006).

As micotoxinas ja foram detectadas em varios cereais, oleaginosas e produtos
processados tanto de origem vegetal como animal. Muitos desses alimentos podem ser
monitorados quanto a contaminacdo fingica, porém em alimentos termo-processados o
monitoramento deve ser na etapa da matéria-prima. Matérias-primas de alto risco como o
amendoim e o milho devem ser sempre avaliadas quanto a contaminagao fingica e presenca de
toxinas. Estudos demonstram um moderado risco de contaminac¢do por micotoxinas em cereais
matinais a base de milho por aflatoxinas e em cereais matinais a base de trigo por tricotecenos
(IAMANAKA; OLIVEIRA; TANIWAKI, 2010).

Sendo assim, o controle do crescimento fungico ¢ de extrema importancia para a
obtenc¢do de produtos adequados ao consumo humano. Conforme os estudos conduzidos nos
ultimos anos fica evidente que esse controle deve ser feito durante todas as etapas, desde o
plantio, colheita, transporte e armazenamento. Sendo este ultimo, uma das principais etapas
onde o desenvolvimento fungico pode ser controlado em semente de linhaga. Neste sentido, o
controle de alguns fatores, tais como a temperatura e a aw ¢ de fundamental importancia,
buscando com isso constantemente uma adequada seguranga dos alimentos que sdo consumidos

pela populacgao.
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6 CONCLUSAO

Dentre as espécies fungicas encontradas, destacam-se trés xerofilicas do género
Aspergillus (A. cibarius, A. amstelodami e A. appendiculatus), sendo A. cibarius mais
abundante. Wallemia sp. apresenta a segunda maior abundancia na amostra, com a espécie W.
muriae. Algumas cepas deste gé€nero podem ser potenciais produtoras de micotoxinas. A
identificacao destes fungos reflete diretamente na seguranca dos alimentos, uma vez que muitos
sdo produtores de micotoxinas prejudiciais a saude humana/animal. A prevengdo da
contaminag¢do de sementes (linhaga) se da principalmente pelo controle de alguns fatores como
temperatura e a, durante o periodo de armazenamento. Além disso, o monitoramento das
condigdes de todas as etapas, desde a colheita até o armazenamento ¢ fundamental. A
metagendmica se mostrou um método completo, rapido e eficiente, principalmente quando
comparado aos métodos de cultivo fingico tradicionalmente empregados nos laboratérios,
sendo um importante aliado nos estudos com o avango tecnologico relacionado a seguranga dos

alimentos que sao consumidos pela populagao.
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