Universidade
Estadual de LondRina

TAYNARA ELLEN ROMERO BATISTELA

INCIDENCIA E IDENTIFICACAO DE FUNGOS E BACTERIAS
DE Allium sativum FRESCO E ARMAZENADO

Londrina
2022



TAYNARA ELLEN ROMERO BATISTELA

INCIDENCIA E IDENTIFICACAO DE FUNGOS E BACTERIAS
DE Allium sativum FRESCO E ARMAZENADO

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-
Graduacdo em Biotecnologia, da Universidade
Estadual de Londrina, como requisito parcial a
obtencéao do titulo de Mestre em Biotecnologia.

Orientador: Prof. Dra. Daniele Sartori

Londrina
2022



Ficha de identificacdo da obra elaborada pelo autor, através do Programa de Geragéo
Automética do Sistema de Bibliotecas da UEL

B333i Batistela, Taynara Ellen Romero.
Incidéncia e identificagdo de fungos e bactérias de Aliium sativum fresco e

armazenado / Taynara Ellen Romero Batistela. - Londrina, 2022.
56 f. :il.

Orientador: Daniele Sartori.
Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) - Universidade Estadual de Londrina,

Centro de Ciéncias Exatas, Programa de P6s-Graduagcdo em
Biotecnologia, 2022.
Inclui bibliografia.

1. Allium sativum - Tese. 2. Incidéncia - Tese. 3. Microrganismos - Tese. 4.
Identificagdo - Tese. |. Sartori, Daniele. Il. Universidade Estadual de Londrina.
Centro de Ciéncias Exatas. Programa de P6s-Graduagdo em Biotecnologia. IIl.

Titulo.




TAYNARA ELLEN ROMERO BATISTELA

INCIDENCIA E IDENTIFICACAO DE FUNGOS E BACTERIAS
DE Allium sativum FRESCO E ARMAZENADO

Dissertacao apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Biotecnologia, da Universidade
Estadual de Londrina, como requisito parcial a
obtencgé&o do titulo de Mestre em Biotecnologia.

BANCA EXAMINADORA

Orientadora: Profa. Dra. Daniele Sartori
Universidade Estadual de Londrina — UEL

Prof. Dra. Cristiani Baldo
Universidade Estadual de Londrina — UEL

Profa. Dr. Doumit Camilios Neto
Universidade Estadual de Londrina — UEL

Londrina, 04 de marco de 2022.



Ao Pai Celestial, que colocou as pessoas certas no meu
caminho para me ajudar em cada obstéaculos da vida. Aos meus
pais Kelly e Alexandre e irmao Junior, que sempre apoiaram
minhas decisdes e se orgulham das minhas escolhas. Ao meu
marido Guilherme que estd sempre ao meu lado. E ndo menos
importante, a minha orientadora, Daniele Sartori, que foi corpo e
mente em todo meu aprendizado, apoiou, ensinou e foi
extremamente compreensivel nos momentos dificeis!



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus, que me possibilitou a deciséo de realizar o mestrado,
iluminou meus pensamentos, me concedeu sabedoria e colocou professores integros

e dedicados em minha jornada nessa fase.

A Universidade Estadual de Londrina e ao Programa de Po6s-Graduacdo em
Biotecnologia.

Além da CAPES pelo financiamento deste estudo.

Aos docentes e demais funcionarios do Departamento de Bioquimica e Biotecnologia
da Universidade Estadual de Londrina, por todo ensinamento compartilhado, pela
dedicacgédo e atencao. De forma especial, a Professora Dra. Fabiana Gasparin, por me

incentivar desde a especializacéo.

A minha orientadora Dra. Daniele Sartori que foi extremamente dedicada enquanto
orientadora e professora, que ajudou e apoiou em cada passo dessa pesquisa.
Agradeco pela paciéncia em compreensdo nos momentos dificeis, além da confianga

gue teve em meu trabalho.

Aos membros Dr. Doumit Camilios Neto, Dra. Cristiani Baldo, Dr. Marcelo Rodrigues
de Melo e Dra. Fabiana Guillen Moreira Gasparin da banca de qualificacdo e de

defesa, pela disponibilidade e atencéo.

A professora Dra. Claudete de Fatima Ruas e as pesquisadoras Dra. Sara Mataroli de
Godoy e Ms. Daniele Cassiano Feliciano pela colaboracdo nesse estudo, com
dedicacdo na hora de realizar o trabalho, pelos ensinamentos em laboratério e pela

paciéncia em me explicar cada passo das analises.

A minha amiga e colega de pesquisa Damaris C. Landgraf, pela paciéncia, ajuda e
conforto. Por dividir as dificuldades no laboratério, dar conselho nos momentos de
angustia e por ser meu braco direito em toda a pesquisa. De nossa amizade

construida nesses dois anos irei guardar risadas e memorias!

Aos meus pais Alexandre S. Batistela e Kelly C. Y. R. Batistela que me ensinaram
sobre respeito, amor, dedicagéo e principalmente sobre ser trabalhadora e abracar as

oportunidades da vida. Se me tornei a mulher que sou é graga aos principios deles!



Séao exemplos como pessoas e meu espelho em todas as decisdes, obrigada por

tanto!

Ao meu irméao Alexandre S. Batistela Jr. que é meu companheiro desde que nasceu,
gue me ouve, que escuta os desabafos. Sempre se manteve ao meu lado e sempre

apoia as minhas escolhas.

Ao meu marido Guilherme Alves da Silva que esta presente em todas as minhas
conquistas, que me acompanha nos momentos de alegria e angustias. Partilha a vida
ao meu lado e comemora e vibra comigo a cada passo conquistado. E meu apoio e

meu braco direito.

Aos meus familiares, em especial a minha avé Linda A. Yamamoto que € o pilar e
exemplo de perseveranca dessa familia. Aos meus tios Willian Miura e Karyne E. Y.
Romero, duas pessoas que sdo como pais, irmaos e amigos, me viram crescer,
amadurecer e realizar sonhos, também ndo poderia deixar de agradecer a minha
priminha Alice Miura de apenas 3 anos, uma menina de luz e amor que alegra meus

dias mesmo sem entender.

Aos amigos que fiz no mestrado, Mayara T. Pessoa, Jaquellyne Bittencourt, Jodo M.
Kafer e Mariane Campos, agradeco infinitamente pelas horas de conversa, pelo
companheirismo, pelas afligdes compartilhadas e os momentos de descontragao.

Vocés foram luz!

A um grande amigo, irmdo e padrinho Vinicius Augusto, que me apoiou e soube
sempre usar as palavras certas, soube dar conselhos e identificou cada momento em
gue precisei de um “ombro” amigo. Além da minha melhor amiga Andressa Frasson

gue sempre me acompanhou e me apoiou mesmo a quildmetros de distancias.

N&o poderia deixar de agradecer a Laura G. de Campos e Matheus Mertz que foram
pessoas essenciais para esse trabalho se concretizar. Além de todas as pessoas que

de alguma forma contribuiram para esse trabalho ser concretizado.

Sou extremamente grata a todos!



BATISTELA, Taynara Ellen Romero. Incidéncia e identificacdo de fungos e
bactérias de Allium sativum fresco e armazenado. 2022. 54 f. Dissertacédo
(Mestrado em Biotecnologia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2022.

RESUMO

O alho (Allium sativum) é uma hortalica muito consumida, principalmente in natura.
Devido ao alto consumo no Brasil, existe a necessidade de importar este produto de
outros paises. Associado ao alto consumo, sabe-se que o alho brasileiro é cultivado
duas vezes ao ano. Assim, o mercado brasileiro é abastecido com alho armazenado
por longos periodos, favorecendo a infeccdo por microrganismos. Nesse sentido, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a incidéncia e identificar fungos e bactérias em alhos
fresco e armazenado coletados em diferentes regides de Londrina-PR. No alho
armazenado, houve predominéancia de fungos do género Aspergilus sp (50,3%),
seguido de Penicillum sp (34,1%). Aspergillus section Nigri (58,86%) foi encontrada
em maior quantidade, seguida de Aspergillus section Cremei (39,14%) e Aspergillus
section Circumdati (3,98%). Em contraste, no alho fresco, ndo houve presenca de
nenhum fungo. Em relacdo a incidéncia de bactérias, foram detectadas 4,68x106
UFCs em amostras frescas e 3,60x106 UFCs em armazenadas. Um total de 154 UFCs
de bactérias foram organizados em 7 grupos de acordo com a analise de polimorfismo
de comprimento de fragmento amplificado. Os grupos |, 1l e lll abrigaram maior nimero
de UFCs e foram identificados representantes desses grupos. As UFC do grupo |
foram identificadas como Staphylococcus epidermis e Staphylococcus warneri, as
UFC do grupo Il foram identificadas como Pantoea vagans e as UFC do grupo Il foram
identificadas como Bacillus spizizenii/ Bacillus tequilensis e Acinetobacter
radioresistens. Foi possivel verificar que ndo houve distingdo entre as bactérias
identificadas nas amostras de alho fresco das amostras de alho armazenado. Por
outro lado, em relacdo a microbiota, houve distincdo entre alho fresco e armazenado.
A identificacdo desses microrganismos representa uma fonte para futuros estudos
biotecnoldgicos e podem auxiliar na busca de novas alternativas de armazenamento
e formas de comercializag&o do alho.

Palavras-chave: allium sativum; incidéncia; fungos; bactérias; identificacéo.
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ABSTRACT

Garlic (Allium sativum) is a very consumed vegetable, mainly in natura. Due to the high
consumption in Brazil, there is a need to import this product from other countries.
Associated with high consumption, it is known that Brazilian garlic is cultivated twice a
year. Thus, the Brazilian market is supplied with garlic stored for long periods, favoring
infection by microorganisms. In this sense, the objective of this study was to evaluate
the incidence and identify fungi and bacteria in fresh and stored garlic. In stored garlic,
there was a predominance of fungi of the genus Aspergilus sp (50.3%), followed by
Penicillum sp (34.1%). Aspergillus section Nigri (56,86%) was found in greater
quantity, followed by Aspergillus section Cremei (39,14%) and Aspergillus section
Circumdati (3,98%). In contrast, in fresh garlic, there was no presence of any fungus.
Regarding the incidence of bacteria, 4,68x106 CFUs were detected in fresh samples
and 3,60x106 CFUs in stored. A total of 154 CFUs of bacteria were organized into 7
groups according to amplified fragment length polymorphism analysis. Groups I, Il and
Il harbored a greater number of CFUs and representatives of these groups were
identified. Group | CFUs were identified as Staphylococcus epidermis and
Staphylococcus warneri, group Il CFUs were identified as Pantoea vagans, and group
Il CFUs were identified as Bacillus spizizenii/ Bacillus tequilensis and Acinetobacter
radioresistens. It was possible to verify that there was no distinction between bacteria
identified in samples of fresh and stored garlic. On the other hand, regarding the
microbiota, there was a distinction between fresh and stored garlic. These
microorganisms represent a source for future biotechnological studies and can help in
the search for new storage alternatives and ways of selling garlic.

Key-words: allium sativum; incidence; fungi; bacteria; identification.
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1 - INTRODUCAO

O Brasil € um dos maiores consumidores de alho (Allium sativum) do mundo,
sendo o alho in natura a forma mais consumida. Devido a esse alto consumo, a
producédo brasileira é insuficiente uma vez que o plantio ocorre apenas 2 vezes ao
ano, havendo necessidade de importacdo do alho de paises como Argentina, China e
Espanha. O longo periodo de armazenamento do alho, favorece a infec¢do por
microrganismos.

No Brasil existem dois tipos principais de cultivo de alho (Allium sativum L.): 0
alho nobre roxo mais aceito comercialmente, devido a seus bulbos arredondados e
com bulbilhos grandes que se tornam atrativos de forma visual para o consumidor,
agregando um alto valor ao produto, e o alho roxo comum, também conhecido como
semi-nobre ou tropical cujos bulbos sdo menores contem bulbilhos estreitos e com
pouca uniformidade, sendo menos atrativos.

O alho possui diversos compostos antimicrobianos e antioxidantes, como a
alicina e aliina que desempenham um papel importante na defesa da planta e
contribuem com a prevengédo e risco de desenvolvimento de doencas cronicas.
Geralmente, os compostos bioativos vao diminuindo conforme o tempo de

armazenamento do alho favorecendo a infeccdo por microrganismos.

A presenca de microrganismos no alho pode contribuir com a perda da
gualidade do produto. A quantidade, bem como as espécies de microrganismo pode
diferir quanto as praticas de manuseio do produto como a colheita transporte,

armazenamento, processamento do produto.

O estudo em relacdo a incidéncia de microrganismos em alhos € escasso,
assim como a identificacdo de bactérias isolados desse vegetal. Para identificagdo de
microrganismos existem diversas técnicas, como métodos tradicionais de
identificacdo microbiana que requerem o reconhecimento de diferencas na morfologia,
crescimento, atividade enzimética e metabolismo para definir géneros e espécies.
Sendo assim, métodos como o de sequenciamento total e parcial do gene 16 rRNA

surgiram como ferramentas Uteis para identificar microrganismos.
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Diante do exposto, o estudo teve como objetivo analisar a incidéncia de
microrganismos no alho roxo e identificar os isolados do Allium sativum fresco e

armazenado.
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2- OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL:

Identificar fungos e bactérias em alho fresco e armazenado.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Verificar a incidéncia de fungos no alho fresco e armazenado;
e Verificar a incidéncia de bactérias no alho fresco e armazenado

e Identificar as Unidades Formadoras de Colbnias de fungos e bactérias obtidos
do alho fresco e alho armazenado;
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3- REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 AsPECTOS ECONOMICOS DA PRODUCAO DE ALHO NO BRASIL

O alho (Allium sativum) € uma das hortalicas de grande demanda no pais. Em
2020 o consumo do alho cresceu 20% comparado com o ano de 2018, atingindo um
namero de 360 mil toneladas (HONORATO et al, 2013; EMBRAPA, 2018; EMBRAPA,
2020).

Mundialmente, no ano de 2010, a producdo dessa hortalica atingiu 22.592.581
toneladas, com participacdo brasileira de 104.124 toneladas. Ja no ano de 2011, a
producdo nacional de alho atingiu 143.293 toneladas (HONORATO et al, 2013). Em
2017 e 2018, houve pequena queda na producéo brasileira de alho atingindo 125 mil
e 118 mil toneladas, respectivamente (RUBIN, 2020).

A maior contribuicdo nacional na producdo de alho no ano de 2018 foi dada
pelos estados de Minas Gerais, Goias, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, sendo

responsaveis por 90% do alho produzido no Brasil (Figura 1) (RUBIN, 2020).

Figura 1— Contribuicdo dos estados brasileiros na producéo de alho no ano de 2018

2% 1%

® Minas Gerais

m Goias

13% Santa Catarina
Rio Grande do Sul

m Bahia

14%

® Parand

m Espirto Santo

m Outros Estados

Fonte: Rubin (2020)

Apesar do Brasil ser um bom produtor de alho, a producédo nacional ainda &
insuficiente para atender a demanda havendo necessidade de importar o produto de

outros paises (EMBRAPA, 2018). A importacdo do alho é feita principalmente de
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paises como Argentina, China e Espanha, esse alho fica armazenado por longos
periodos (RESENDE, 2018).

Embora o solo e clima brasileiro apresentem condicdes favoraveis ao plantio
de alho, ainda ha predominio do cultivo artesanal (HONORATO et al, 2013; SANTOS,
GOMES e GOMES, 2015).

3.2 ASPECTOS GERAIS DO ALHO

O alho (Allium sativum L.) pertence a familia das Lilaceae, possuindo em torno
de 700 espécies, incluindo a cebola, alho poré e cebolinha (LORENZI e MATOS,
2002). O alho, foi cultivado inicialmente em regides da Sicilia, Asia Central e diversos
locais da Europa e Ocidente, sendo muito utilizado desde a antiguidade na culinaria e

de grande interesse para fins terapéuticos e medicinais (MOTA et al., 2015).

A hortalica € uma planta herbacea que atinge de 0,40 a 0,70 m de altura, possui
folhas estreitas e pontiagudas, e possui um bulbo, com formato arredondado ou oval.
O bulbo é composto por bulbilhos conhecidos como “dentes de alho”, podendo ter
formato comprido, ovoides e arqueados, os quais ficam agrupados e envoltos por um
invélucro de tunicas esbranquicadas que sao facilmente destacaveis como é possivel
visualizar na figura 2 (RESENDE, HEBER e PINHEIRO, 2016; OLIVA et al, 2017).
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Figura 2 — A) Folhas estreitas e pontiagudas B) Bulbilhos C) Bulbos D) Bulbos
envoltos por tlnicas;

Fonte: Resende, Heber e Pinheiro (2016).

O plantio do alho no Brasil é realizado duas vezes ao ano e depende de
ambientes especificos da regido. Nas regides Sudeste, Centro-Oeste e Nordeste, os
meses de marco e abril sdo favoraveis ao plantio do alho, enquanto que, a colheita
ocorre entre os meses de julho a outubro. Ja na regido Sul, o plantio ocorre entre 0os
meses de maio a julho, enquanto que a colheita em novembro e dezembro
(SOBRINHO et al, 1993; OLIVA et al, 2017).

A colheita do alho ocorre geralmente quando cerca de 2/3 das folhas estéo
amarelas ou secas, indicando que os bulbos estdo maduros. Apds a colheita a
hortalica deve passar por um processo de secagem. Os bulbos sao distribuidos lados

a lado, ficando expostos ao sol por trés a cinco dias, seguido de exposi¢cao a sombra
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por 20 a 50 dias para posterior armazenamento. Quando armazenados por longo
periodo os bulbos devem ser mantidos com folhas e raizes (RESENDE, HEBER &
PINHEIRO, 2016).

No Brasil, ha principalmente a circulacédo de dois grupos de cultivares, o alho
roxo nobre e semi-nobre. As cultivares de alho roxo nobre, apresentam bulbos
arredondados e uniformes com tunicas de coloragéo branca e pelicula résea ou roxa
e bulbilhos grandes com pelicula de coloragéo roxo intenso. Os numeros de bulbilhos
variam de 8 a 12 e os bulbos produzidos sdo de alto valor comercial. Em algumas
regides do pais o alho nobre tem sido cultivado com vernalizagdo (SOBRINHO et al,
1993; MOTA et al, 2004; LUCINI, 2008; HONORATO et al, 2013).

A vernalizacdo ou frigorificacdo € um processo que consiste em submeter as
sementes de alho a baixa temperatura por um determinado periodo, com a finalidade
de reduzir a necessidade de manter as cultivares por longo fotoperiodo, que € o tempo
gue a planta necessita de luz do sol, e regibes de temperaturas mais baixas como o
Sul do pais (FREDDO, 2016; LOPES et al, 2016). Desta forma, a vernalizagao
possibilita a diferenciagéo e formagéo de bulbos em locais que possuem climas mais
guentes para aquelas cultivares que possuem algumas necessidades especificas. A
vernalizacdo possibilitou ampliar as regides e épocas de cultivos diferentes
(RESENDE et al, 2011).

O alho roxo comum, conhecido por semi-nobre ou tropical, apresenta bulbos
com formato e aparéncia menos atrativa comercialmente (MACEDO et al., 2006).
Estes cultivares possuem formato ovalado e variacdo de cor branco a creme e leve
coloracdo roxa. Os bulbilhos possuem pelicula branca e levemente rosea, e
apresentam em média 15 bulbilhos por bulbos de tamanho reduzido. Estes cultivares
dispensam vernalizacdo para producdo em climas tropicais e € resistente ao
superbrotamento, um indicativo da baixa adaptacéo ao local de cultivo, que diminui a
produtividade (MACEDO et al., 2006; HONORATO et al, 2013; RESENDE, 2018).
Ainda no pais, existe a circulacdo do alho denominado Super White ou White de

coloracdo branco a levemente roxo/rosa, respectivamente (ANAPA, 2018).
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3.3 COMPOSTOS BIOATIVOS DO ALHO

Nutricionalmente o alho € rico em compostos bioativos, como 6leos essenciais;
compostos organossulfurados; acidos fendlicos; flavonoides; vitaminas e sais
minerais (CHEN et al, 2013; OLIVA et al, 2017), sendo classificado como alimento
funcional e até mesmo pode ser utilizado na sintese de produtos aplicados a saude
(CHEN et al, 2013; KOPEC et al, 2020). Os compostos de enxofre sio os
responsaveis por propriedades medicinais do alho, como atividade antidiabética, anti-
inflamatoria, antimicrobiana, antioxidante, cardioprotetora e imunomoduladora
(RAHMAN, 2007; TSAI et al, 2012; MARTINS, PETROPOULOS e FERREIRA, 2016).

Na tabela 1 é possivel observar a quantidade de alguns compostos bioativos
presentes no alho. Em geral, um bulbo de alho contém 65% de &agua, 28% de
carboidratos, 2,3% de compostos organossulfurados, 2% de proteina, 1,2% de
aminoacidos livres, 1,5% de fibras e uma baixa quantidade de lipideos (0,2%) (OMAR
e AL-WEBEL, 2009).

Tabela 1 - Quantidade de compostos bioativos do alho

COMPOSTO QUIMICO QUANTIDADE (ppm)

Alicina 1.500 - 27.800
Aliina 5.000 - 10.000
Dissulfeto de alil-propil 36 — 216
Anilina 10
Acido ascorbico 100 — 788
Acido aspartico 4.890 - 11.736
Betacaroteno 0,17
Biotina 22
Calcio 180 - 4.947
Carboidratos 274.000 - 851.000
Cistina 650 - 1.560
Dissulfeto de dialila 16 — 613
Fibra 7.000 - 39.00
Lisina 2.730 - 6.552
Acido P-cumatico 58
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Potéassio 3.730 - 13.669
Proteina 35.000 - 179.000
S-alil-cisteina 10
Riboflavina 0,5-3
Agua 585.000 - 678.000
Zinco 15,3

Fonte: Omar e Al-Wabel (2009).

Dentre os compostos bioativos do alho, estdo os compostos sulfurados como
aliina e alicina. A alicina (dialiltiossulfato) (Fig. 3-A) é o tiossulfato encontrado em maior
abundancia no alho. A formacao da alicina se da apos a acédo da alinase (C-liase)
sobre a aliina, decorrente de algum dano fisico no bulbilho (Fig. 3-B). Aliina e alinase
estdo originalmente presentes nos bulbilhos intactos, no entando, a alinase é ativada
somente quando o bulbilho é danificado (RAHMAN, 2007; RATTI et al.,, 2007;
ARZANLOU e BOHLOOLI, 2009).

Figura 3 — Estrutura quimica dos principais componentes bioativos do alho A-
Estrutura quimica da alicina; B-Estrutura quimica da aliina.

A
0

B
9 H

A alicina é responséavel pelo odor e sabor caracteristico do alho (MITROVA et

al, 2018). A quantidade de alicina no alho fresco é variavel (1,60 a 13,03 mg/g), e essa
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variagdo pode estar relacionada a regido de cultivo e aos parametros agrondmicos
(tamanho e peso dos bulbos e numero de bulbilhos) (BAGHALIAN et al., 2005).

Os compostos bioativos estao relacionados com os mecanismos de defesa das
plantas contra diversos patdgenos, uma vez que sua liberacéo € associada com danos
celulares (MARTINS, PETROPOULOS e FERREIRA, 2016). A quantidade de
compostos bioativos no alho pode diminuir ao longo do tempo e associado ao mau
armazenamento, ocorre maior susceptibilidade a infecgdo por microrganismos
(FONTENELE et al, 2015; KOPEC et al, 2020).

Baghalian et al. (2005) analisaram a quantidade de alicina em alhos de
diferentes tamanhos e pesos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Os
autores verificam que em bulbos com maior peso (52,87 g) ha maior quantidade de

alicina (4,5 mg/g).

Arzanlou e Bohlooli (2009), analisaram a quantidade de alicina em extrato
aquosos de folhas, brotos e bulbos verde de alho por HPLC. Os autores verificaram
gue a maior quantidade (0,48 mg/mL) de alicina ocorreu nos extratos obtidos de

bulbos verdes de alho.

Silva, Moretti e Mattos (2010), determinaram o teor de compostos funcionais
presentes em bulbilhos de alho, durante o periodo pds-colheita até sessenta dias. Os
autores detectaram a quantidade inicial de alicina de 6,55 mg.g?, e apés 60 dias a

guantidade de alicina detectada foi de 5,11 mg.g™.

3.4 INCIDENCIA E IDENTIFICAGAO DE BACTERIAS E FUNGOS EM ALHO

A presenca de microrganismos no alho pode contribuir com a perda da
gualidade do produto. A quantidade de microrganismos, bem como as espécies de
microrganismos pode diferir de acordo com as praticas de manuseio do produto como

a colheita transporte, armazenamento, processamento.

Poucos sao os relatos quanto as espécies de bactérias encontradas em alho.
Qiu et al (2017), identificaram bactérias endofiticas em alho branco armazenado e em
alho negro (fermentado) através do sequenciamento parcial da regido 16S do DNA
ribossomal. Os autores verificaram a incidéncia de 10 UFCs e 102 no 15° dia do alho

fermentado. As espécies identificadas foram: Bacillus aryabhattai, B.
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methylotrophicus, B. altitudinis, B. siamensis, B. pumilus e B. subtilis). Em alho
armazenado e em alho negro as espécies predominantes foram B. subtilis (22%) e B.

methyolotrophicus (22%).

Costa Junior et al. (2020), ao buscarem bactérias promotoras de crescimento
vegetal em raiz de alho originarios de Lavras (Minas Gerais), verificaram incidéncia
média de 10° -10” UFCs. A identificacdo dos géneros por sequenciamento parcial da
regido 16S do DNA ribossomal mostrou haver predominéancia de Bacillus sp. e
Enterobacter sp., 48% e 21%, respectivamente. Os géneros Rhizobium (6%),
Rhodococcus (4%), Kosakonia (4%), Pantoea (4%), Microbacterium (2%),
Paenibacillus (2%), Lactobacillus (2%), Streptomyces (2%) e Cellulosimicrobium (2%)

também foram identificados.

Estudos envolvendo cebolas e outros representantes da familia Lilaceae foi

realizado por Yurgel et al. (2018). Os autores verificaram a incidéncia e identificaram
bactérias via regido 16S do DNA ribossomal e fungos através da regido ITS do DNA
ribossomal em bulbos saudaveis e doentes de cebolas. Os géneros Burkholderia
(31%), Enterobacteriaceae (38%), Pseudomonas (3%), Gluconobacter (12%) e
Acinetobacter (5%) foram predominantes em bulbos doentes. Em contraste
Enterobacteriaceae (31%), Pseudomonas (26%), Erwinia (8%)
e Gluconacetobacter (8%) foram predominantes em bulbos saudaveis. Quanto aos
fungos, os autores identificaram Botrytis (21%), Penicillium (17%), Saccharomyces
(15%), Wickerhamomyces (11%) e Stemphylium (9%) em bulbos saudaveis e em
bulbos doentes foram identificados Nectriacea (40%), Botrytis (25%),
Wickerhamomyces (17%), Penicillium (9%) e Candida (13%).

O estudo de Wouters et al. (2013), identificaram bactérias através do
sequenciamento parcial da regido 16S do DNA ribossomal em alho poré in natura e
demonstraram incidéncia 102 a 10° UFCs de Enterobacteriacea e

Pseudomonadaceae.

Alguns estudos relacionados a identificacdo de bactérias fazem uso de
caracteres morfologicos (como coloracfes de Gram), bioquimicos (como producao de
enzimas e fermentacdo de acucares) e ou moleculares (como sequenciamento da

regidao 16S do DNA ribossomal) para a identificacdo das espécies.
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O estudo de Ledncio e Botelho (2017), isolou 27 bactérias das raizes de alho
em Santa Catarina e identificou 14 isolados por sequenciamento da regido 16S do
DNA ribossomal. Inicialmente, os autores utilizaram analise de caracteres
bioquimicos e morfolégicos como critério de selecdo para posterior identificacdo dos
14 isolados como Bacillus subtilis.

Outros estudos como o de WANG et al. (2019), optaram por identificar espécies
diretamente por caracteres moleculares. Os autores isolaram 35 bactérias de bulbos
de alho saudaveis e identificaram utilizando o sequenciamento da regido 16S DNA
ribossomal. As espécies identificadas foram, Acinetobacter Iwoffi, a mais
predominante, seguido por Bacillus siamensis, Streptomyces rochei, Bacillus
velezensis, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeuruginosa, Streptomyces flavoviridis,

Streptomyces setonii e Bacillus safensis.

Embora ainda existam poucos relatos relacionados a presenca de
microrganismos no alho, alguns estudos tém demonstrado diversificada microbiota de
fungos neste produto (GHANGAONKAR, 2013; MOHARAM, FARRAG E MOHAMED,
2013; VANZELA et al, 2020).

Ghangaonkar (2013), ao relatar microrganismos em dois tipos de alhos frescos,
branco e alho-rosado, encontrou Alternaria porri (15% em alho branco e 5% em alho
rosado), Stemphylium botryosum (40% em alho branco e 10% em alho rosado),
Cladosporium ali (30% em alho branco e 10% em alho rosado), Helmenthosporium ali
(20% em alho branco e 10 em alho rosado), Colletotrichum circinance (10% somente
em alho branco) e Curvularia luneta (27% em alho branco e 21%, alho rosado). Em
alhos armazenados o autor detectou espécies como Aspergillus niger (90% em ambas
as amostras), Fusarium oxysporum (40% em alho branco e 20% em alho rosado),
Macrophomina phaseolina (30% somente em alho branco), Botrytis ali (20% somente
em alho branco), Penicillium corymbiferum (90% em alho branco e 79% em alho
rosado), Aspergillus flavus (63% em alho branco e 93% em alho rosado), Rhizopus
stolonifer (71% em alho branco e 88% em alho rosado), Chaetomium globosum (30%
em alho branco e 42% em alho rosado). O autor ainda relatou ocorréncia de algumas
espécies apenas nos bulbos fresco como o Colletotrichum circinance e Curvularia

luneta. A espécie mais predominante em alho rosado e branco foi Aspergillus niger.
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Ainda em 2013, Moharam, Farrag e Mohamed detectaram quatro géneros de
fungos em alhos originarios da Asia através da identificacdo morfologica de esporos
e caracteres de colbnia, sendo eles Aspergillus (12,2%), Botrytis (14,8%), Fusarium
(57,4%) e Penicillium (14,8%). Os isolados de Fusarium oxysporum (18,5%) e
Fusarium proliferatum (22%) foram as espécies predominantes. No mesmo ano de
2013, Gnonlonfin et al., fizeram um estudo com especiarias da Africa Ocidental,
incluindo o alho e relataram os géneros Aspergillus, Penicillium e Curvularia. O género

predominante foi Aspergillus (48,5%).

Fontenele et al. (2015), identificaram infec¢éo fungica através de caracteristicas
macroscopicas e microscopicas em alhos da regido do Piaui e em alhos importados.
Os autores relataram a presenca dos seguintes géneros: Absidia, Alternaria,
Aspergillus, Chrysonilia, Cladosporium, Fusarium, Moniliella e Penicillium. Os géneros
predominantes foram Cladosporium (24,13% e 31,81% - respectivamente) e

Aspergillus (21,83% e 31,81% - respetivamente).

Vanzela et al. (2020), identificaram fungos do género Aspergillus através da
amplificacdo parcial do gene da calmodulina, com predominio do Aspergillus
niger/Aspergillus welwitschiae. Os autores analisaram trinta e seis amostras de alhos
comercializados em doze estados brasileiros, das quais trinta e duas amostras
estavam infectadas com fungos, havendo predominéncia do género Aspergillus
(50,3%).

Em 2021, o estudo realizado por Géalvez e Palmero em alhos da Espanha
identificou fungos a partir de caracteres morfolégicos e molecular (regides ITS do DNA
ribossomal). Foram identificados os géneros: Fusarium (76%), Penicillium (5,8%) e
Rhizopus (3,8%). O género predominante nas amostras foi Fusarium (76%) e a

espécie predominante o Fusarium proliferatum (85,5%).
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4- MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAL BIOLOGICO

Foram coletadas 5 amostras de alhos frescos de produtores rurais da regiao de
Londrina, as amostras foram coletadas e imediatamente refrigeradas a -4°C. As
amostras foram nomeadas como UELAsFO1 a UELAsSF05. As amostras de alhos

armazenados foram coletadas de 5 mercados diferentes da mesma regiao.

4.2 INCIDENCIA E ISOLAMENTO DE FUNGOS EM AMOSTRAS DE ALHO FRESCO E
ARMAZENADO

Aproximadamente 200 gramas de bulbilhos de alho roxo foram fragmentados
(cortados longitudinalmente em dois fragmentos) e imersos em 400 mL de solugao
salina 1%, durante 1 minuto. Em seguida, os fragmentos de bulbilhos foram retirados
e a salina resultante reservada para posterior plagueamento. Cerca de 100
fragmentos de bulbilhos de cada amostra foram plaqueados em meio de cultura DG18
(10 g de glicose, 5 g de peptona, 1 g de KH2PO4, 0,5 g de MgS04.7H20, 220 g de
glicerol, 15 g de &gar, 2 mg de dicloran, 100 mg de cloranfenicol, 1 L de agua
destilada), como descrito por Pitt e Hocking (1997), e as placas foram incubadas a 28
°C até 10 dias.

A incidéncia de fungos em cada amostra foi obtida pela contagem de Unidades
Formadoras de Colbnias Fungicas (UFCfs). As UFCs representantes de géneros e
amostras distintas foram isoladas conforme critérios morfolégicos, descritos por Pitt e
Hocking (2009).

As UFCfs de interesse foram transferidas para meio de cultura Czapek Yeast
Extract Agar - CYA [1 g de K2HPO4, 10 mL de Czapek concentrado (30 g de NaNOs,
5 g de KCI, 5 g de MgS04.7H20, 0,1 g de FeS04.7H20, 0,1 g de ZnS04.7H20, 0,05 g
de CuS04.5H20 para 100 mL &gua destilada), 1 mL de solucdo metais (1 g de
ZnS04.7H20, 0,5 g de CuS04.5H20 para 100 mL de agua destilada), 5 g de extrato
de levedura, 15 g agar, 30 g de sacarose, para 1 L de agua destilada] e incubadas a
28 °C durante 7 dias. E ap6s esse periodo, foram identificadas morfologicamente

conforme os critérios descritos por Pitt e Hocking (2009).
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4.3 INCIDENCIA E ISOLAMENTO DE BACTERIAS EM AMOSTRAS DE ALHO FRESCO E
ARMAZENADO

A salina de cada amostra obtida no item 4.2 foi diluida em série e plaqueada
em 10 placas/amostra contendo meio de cultura Dextrose Yeast Glutamato — DYGS
modificado (2 g de glicose, 1,5 g de peptona, 2g de extrato de levedura, 0,5 g de
KH2POa4. 7H20, 0,5 g de MgS0Oa4.7H20, 15 g de agar para 1 L de agua destilada)
conforme descrito por Rodrigues Neto et al. (1986). Todas as placas foram incubadas
por 48h a 28 °C

A incidéncia de UFCs de cada amostra foi obtida pela contagem de Unidades
Formadoras de Coldnias de bactérias (UFCbs). Os isolados foram selecionados de

acordo com critério morfolégico, como coloracao e textura das colbnias.

4.4 EXTRACAO DE DNA GENOMICO DE BACTERIAS

As UFCbs selecionadas tiveram o DNA gendmico extraido conforme descritos
por Doyle e Doyle (1987) com modificacfes. Inicialmente, as UFCbs foram inoculadas
em 5mL de meio DYGS e incubadas a 37°C a 100 rpm, até uma D.O de 600nm. Apds
esse periodo a cultura foi centrifugado NanoSpinPlus (Loccus®) a 3.000 rpm por 7
minutos. Ao pellet obtido foi adicionado 1 mL de tampé&o de extracdo (SDS 1%; NaCl
100 mM:; Tris-HCL (pH 8,0) 10 mM; EDTA (pH 8,0) 1 mM; CTAB 1%; PVP 2% e 4gua
ultra pura). Em seguida o material foi incubado a -80°C por 30 minutos, seguido de
incubacdo a 65°C em banho-maria por 1 hora, com homogeneizacdes a cada 10
minutos. Os microtubos foram incubados a -20°C por 5 minutos e centrifugados por 5
minutos a 14.000 rpm. A fase aquosa foram adicionados 600 L de cloroférmio e alcool
isoamilico 24:1 (v/v), seguido de homogeneizacéao e centrifugacdo a 12.000 rpm por 5
minutos. Essa mesma etapa foi realizada duas vezes. A fase aquosa resultante foi
transferida para um tubo de 1,5 mL em seguida adicionado 2/3 do volume de
isopropanol -20°C, homogeneizando levemente por inversao e incubado a -20°C por
2 horas. Os microtubos foram centrifugados durante 10 minutos a 14.000 rpm. e ao
pellet foram adicionados 500 pL de etanol 70 %, seguido de centrifugacdo a 14.000
rpm por 5 minutos. O pellet foi ressuspendido em 25 uL de tampéao TE (Tris-HCI 1 M
(pH 8,0); EDTA 0,5 M (pH 8,0) e armazenado em -20°C. O DNA genbmico foi tratado
com 3 pL de RNAse (110 mg/mL) com incubacgéo a 37°C por 30 minutos, seguido de
posterior armazenamento a -20°C. Ao tubo contendo o DNA extraido foi adicionado 3
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uL de enzima RNAse (110 mg/mL) sendo homogeneizado e incubado em banho-maria
a 37°C por 30 minutos. Em seguida, as amostras foram armazenadas em -20°C. O

DNA gendmico foi quantificado em Nanodrop (Thermo Scientific).

4.5 ANALISE DE POLIMORFISMO DE COMPRIMENTO DE FRAGMENTO AMPLIFICADO (AFLP)
As UFCbs selecionadas, foram submetidas a técnica de AFLP conforme

descrito por Vos et al. (1995) — com modificagdes. A restricdo do DNA genbmico foi
realizado simultaneamente a ligacdo aos adaptadores. Foi utilizado 500 ng de DNA
gendmico de cada UFCb previamente selecionado a fase de restricao, foi utilizada 1
U de enzimas de restricdo Msel (New England Biolabd Inc); 5 U EcoRI (Thermo
Scientific). A ligacdo dos adaptadores aos fragmentos restringidos foi feita com 2 U de
T4 DNA ligase, 1,0 pL de tampéo ECO, 1,0 yuL de tampao T4 DNA ligase (5X), 1,0 pL
de NaCl, 0,5 uL de BSA e 0,5 pL de DTT, qg.s.p 23 pL. As reacfes foram submetidas
a um termociclador programado para um ciclo inicial de 4h a 37°C, seguido por uma
etapa de 1h e 15 minutos a 22°C, e uma ultima etapa de 10 minutos a 70°C. O padréo

de restricao-ligacéao foi verificado em gel de agarose 1%.

Em seguida, a reacdo de amplificacdo pré-seletiva foi preparada utilizando 3,5
uL de GoTag® Green Master Mix (Promega); 0,3 mM dos primers pré-seletivos EcoRI
e Msel, contendo as sequéncias de bases dos respectivos adaptadores
acrescentados a base pré-seletiva A para EcoRI e C para Msel; 3,0 pL da diluicdo
(1:5) da restricdo-ligacdo e agua ultrapura g.s.p 10uL. A amplificagdo pré-seletiva
ocorreu nos seguintes ciclos: um ciclo inicial de 72°C por 2 minutos, vinte ciclos de
94°C cada ciclo ocorrendo por 1 segundo, seguido de 56°C por 30 segundos, e 2
minutos a 72°C e um ciclo final de 60°C por 30 minutos. O resultado da amplificacéo
pré-seletiva foi visualizagdo em gel de agarose 1% e o produto amplificado foi diluido

(5 ng/uL) em agua ultrapura.

As reacoes de amplificacéo seletiva foram realizadas em um volume final de 10
uL contendo 3,5 pL de GoTag® Green Master Mix (Promega); 0,27 uM de primer Msel,
0,0054 uM de primer EcoRI marcado com fluoréforo (FAM; NED; VIC; PET); 2,5 uL da
reacdo de pré-amplificacdo seletiva diluida (5 ng/uL) em &gua ultrapura. A
amplificagéo foi realizada em termociclador, ocorrendo um ciclo inicial de 94°C por 2
min, 65°C por 30 segundos e 72°C por 2 minutos; seguido de oitos ciclos de 94°C por

1 segundo, 64°C por 30 segundos e 72°C por 2 minutos; vinte e trés ciclos de 94°C
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por 1 segundo, 56°C por 30 segundos e 72°C por 2 minutos, sendo finalizado por um

ciclo de 60°C por 30 minutos.

Para a resolucdo das reacdes realizadas pela amplificacdo seletiva com
primers EcoRI marcados com fluoréforos as reacdes foram combinadas (2 yL de 6-
FAM; 2uL de NED; 2 pL de VIC; 2 uL de PET e 2 pL de agua ultrapura) e utilizou 1 pL
desta mistura, 2,5 pL da amplificacao seletiva e adicionou-se 0,2 pL de size standard
600-LI1Z (GeneScan v 2.0) e 8,8 pL de formamida Hi-Di (Applied Biosystems). Em
seguida as amostras foram desnaturadas a 95°C por 3 minutos e foram submetidas a
eletroforese capilar em sistema automatizado ABI 3500 xL Genetic Analyzer (Applied

Biosystems).

A deteccdo de picos dos eletroferogramas e a determinacdo do numero de
fragmentos, gerados partir dos dados de AFLP, foram realizadas pelo software
GeneMaPPer® v.4.1 (Applied Biosystems). Os picos foram definidos com base em
uma unidade de fluorescéncia relativa minima de 200 RFU, light smooth e deteccéo
automatica de bins. Fragmentos com tamanho variando de 75 a 400 pares de bases,
provenientes dos quatro pares de primers, foram combinados em uma Unica matriz
binaria de presenca (1) e auséncia (0). A partir do coeficiente de similaridade de
Jaccard foi construido um dendrograma, utilizando-se o método Neighbor Joining, por
meio dos pacotes ade4 (Dray e Dufour, 2007) e poppr (Kamvar et al., 2014; Kamvar
et al., 2015), implementados no R v. 4.0.1 (R Core Team, 2020).

4.6 AMPLIFICACAO DA REGIAO 16S DO DNA RIBOSSOMAL

A partir dos resultados obtidos por AFLP, UFCbs representantes de
agrupamentos foram selecionadas para sequenciamento da regido 16S do DNA
ribossomal. Para as reacdes de amplificacdo foram utilizados os primers 16Sd (5’
GCTGGCGGCATGCTTAACACAT 3’) e 16Sr (5 GGAGGTGATCCAGCCCGCAGGT
3)

As reacOes foram preparadas para um volume final de 25 pL, composto por:
2,5 pL de tampao (Invitrogen Life Technologies, USA — 200 mM Tris-HCI pH 8,4; 500
mM KCL 10x concentrado), 2,5 yL de dNTPs (Invitrogen Life Technologies, USA — 2,5
mM), 1 uL de cada um dos respectivos primers (10 pmol/uL), 1 uL de MgClz (50 mM),
0,1 uL de Taq DNA polimerase, 0,06 uL de DMSO, 2 uL da amostra de DNA (5 ng/uL).
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As reacgOes foram submetidas a um termociclador Mastercycler gradiente
(Eppendorf®), programado para um ciclo inicial de desnaturacdo a 94°C por 5 minuto,
seguido de 35 ciclo de 1 minuto a 94°C, 57°C por 40 segundos,1 minuto a 72°C,
seguido de extensdo final a 72°C por 10 minutos. Apds o término da reagdo de
amplificacéo, o produto amplificado foi visualizado em eletroforese em gel de agarose
1,0 % (p/v).

O produto amplificado foi purificado com EXOSAP-IT conforme protocolo do
fabricante. Foi incubado a 37°C por 15 minutos para degradacdo dos primers e
nucleotideos remanescentes. Seguido de outro periodo de incubacéo a 80°C por 15

minutos para inativagéo o reagente EXOSAP-IT®.

4.7 SEQUENCIAMENTO PARCIAL DA REGIAO 16S DO DNA RIBOSSOMAL

Os produtos amplificados e purificados foram sequenciados segundo o método

de Sanger et al. (1977), utilizando-se 0 mesmo par de primer descrito no item 4.6.

As reacdes de sequenciamento foram preparadas em um volume final de 10 yL
sendo composta por: 1 uL de tampao 1x (Invitrogen Life Technologies, USA — 200 mM
Tris-HCI pH 8,4; 500 mM KCL), 1 uL de primer forward ou reverse (10 pmoL/ yL), 2
ML de DNA (20 ng/uL), 1 yL do Kit BigDye Terminator V 3.1 Cycle Sequencing (Applied
Biosystems, USA) e 5 yL de agua ultrapura. As reagdes foram submetidas ao
termociclador VERITI® 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystems, USA),
programado para um ciclo de desnaturacéo inicial de 95 °C a 1 minuto, seguido de 30
ciclos de amplificacdo constituidos de desnaturacdo a 95 °C por 20 segundos,
pareamento a 50 °C por 15 segundos e extensdo a 60 °C por 1 minuto e 30 segundos
seguido de um ciclo final de 60°C por 1 minuto e 30 segundos. O produto amplificado
foi precipitado com 1 uL de acetato de aménio 7,5 M e 27,5 pL de etanol absoluto. O
material foi incubado a temperatura de -20 °C por aproximadamente 40 minutos. Em
seguida, foi centrifugado a 4.000 rpm, por 45 minutos, a 20 °C. Ao pellet foi adicionado
130 pL de etanol 70 % seguido de centrifugagéo a 4.000 rpm, por 15 minutos, a 20
°C. Na etapa seguinte, foi acrescentado 0,2 uL de acetato de amédnio 7,5 M e 80 pL
de isopropanol 80%, mantendo a amostra por 10 minutos a 25 °C, seguido de
centrifugagéo a 4.000 rpm, 20°C por 40 minutos. Logo apos foram adicionados 80 pL
de &lcool 70 % ao pellet seguido de nova etapa de centrifugagéo a 4.000 rpm, por 15

minutos a 20 °C. Apds a secagem do pellet o material foi ressuspendido em 10 uL de
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formamida, e em seguida a placa foi submetida ao sequenciador ABI 3500XL Genetic

Analyzer (Applied Biosystems, USA).

4.8 ANALISE DE DADOS DO SEQUENCIAMENTO

O processamento das sequéncias obtidas foi realizado através do software
Electropherogram Quality Analysis (EMBRAPA). As sequéncias obtidas foram
alinhadas com as sequéncias disponiveis no National Center for Biotechnology
Information — NCBI. A andlise filogenética foi realizada através do software MEGA 7
(KUMAR, STECHER, TAMURA, 2015), com construcéo de arvore filogenética modelo
Kimura de 2 parametro (K2+G), utilizando dados de distancia do método Neighbor-

Joining (NJ) e andlise de bootstrap de 1.000 repeti¢des.
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5- RESULTADO E DISCUSSAO

5.1 INCIDENCIA DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS DE FUNGOS EM Allium sativum
ARMAZENADO E FRESCO

Nas 5 amostras de alho armazenado (bulbilhos), foram encontrados 100% de
infeccdo por fungos. Houve predominio de Unidades Formadoras de Colbnias de
fungos (UFCfs) correspondentes aos géneros Aspergillus sp. (46,82%) e Penicillium
sp. (35,69%) (Figura 4).

Esses dados estdo de acordo com o estudo de Vanzela et al. (2020) que
encontraram maior incidéncia de Aspergillus sp. (50,3%) e Penicillium sp. (34,7%) em
alhos comercializados no Brasil. Ghangaonkar (2013), ao estudar alho rosado e alho
branco da india também encontraram maior incidencia de Aspergillus sp. (90% em
alho branco e 90% em alho rosado).

Figura 4 — Incidéncia de Unidades Formadoras de Colonias (UFCs) de fungos em
Allium sativum armazenado

17,49%

B Aspergillus sp.
46,82% B Penicillium sp.

B Qutros fungos

35,69%

Fonte:

Préprio autor, 2021.

Nas amostras UEL AsAO1 e UEL AsAO02 houve maior incidéncia de UFCs do
género Penicillium sp. (52% e 76%, respectivamente), seguido pelo género
Aspergillus sp. (32% e 23%, respectivamente). Por outro lado, nas amostras UEL
AsA03, UEL AsA04 e UEL AsAO05 houve maior incidéncia de Aspergillus sp. (68%,
64% e 53% respectivamente). Representantes do género Penicillium sp. foram
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encontrados como o segundo género mais incidente nessas amostras (UELAs03 —
11%, UELASA04 — 28% e UELASAO5 — 37%), como observado na figura 5.

Figura 5 - Incidéncia de Unidades Formadoras de Coldnias (UFCs) de fungos de
amostras de Allium sativum armazenado

80% A
70% A

60% A

8 50% -

C%” m UEL AsAO1

:a; 40% - UEL AsAQ2

8 mUEL AsA03

S5 30% - m UEL AsAO04
m UEL AsAO05

20% A

10% 4

0% -
Aspergillus sp Penicillium sp
Género

Fonte: Proprio autor, 2021.

O género Aspergillus é constituido por aproximadamente 300 espécies
segundo Samson, et al. (2014). As espécies deste género sdo agrupadas em secoes
conforme similaridade entre caracteres morfolégicos, bioquimicos e moleculares
(SAMSON et al, 2014). Dentre as secfes que compde o género Aspergillus e que
foram encontradas em alho, tem-se relatos da presenca de Aspergillus section Nigri,
Aspergillus section Cremei, Aspergillus section Circumdati e Aspergillus section Flavi
(GHANGAONKAR, 2013; FONTENELE et al., 2015; MONTEIRO, 2018 e VANZELA
et al., 2020).

Dentre os Aspergillus sp. identificados morfologicamente nas 5 amostras de
alho armazenado, 56,86 % pertencem a Aspergillus section Nigri, 39,14 % a

Aspergillus section Cremei e 3,98 % a Aspergillus section Circumdati (Figura 6).
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Figura 6 - Identificacdo morfolégica de Unidades Formadoras de Colbnias de
Aspergillus sp. em Allium sativum armazenado

3,98%

m Aspergillus section Nigri

m Aspergillus section Cremei

m Aspergillus section
Circumdati

Fonte: Proprio autor, 2021.

Foi observado maior incidéncia de UFCfs pertencentes a Aspergillus section
Nigri na amostra UEL AsAO05 (90%), seguido pela amostra UEL AsAO1 (88%), UEL
AsA04 (50%) e UEL AsA03 (41%). Interessantemente, nenhuma UFCf pertencente a

Aspergillus section Nigri foi encontrada na amostra UEL AsA02.

Vanzela et al. (2020), verificaram a incidéncia de fungos em alhos
comercializados no Brasil e identificaram predominancia do género Aspergillus
(50,3%), sendo Aspergillus section Nigri (63%) mais incidente, seguido de Aspergillus
section Flavi (19,5%), e Aspergillus section Circumdati (17,7%). Em contraste com
esse estudo, nenhuma UFC de Aspergillus section Flavi foi relatada. Ainda
similarmente a este estudo Massi et al. (2016), também encontraram maior incidéncia

de Aspergillus section Nigri em cebolas-

Aspergillus section Cremei foi a segunda secdo mais incidente (39,14%) em
amostras de alho armazenado. A maior incidéncia foi encontrada na amostra UEL
AsA02 (92%), seguido da amostra UEL AsAO03 (53%). Aspergillus section Cremei foi
encontrado pela primeira vez em alho por Monteiro (2018) e a espécie mais incidente

foi Aspergillus europaeus, descrita por Hubka et al. (2016).
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E por fim, Aspergillus section Circumdati foi a secdo menos incidente (UEL
AsA02 — 8%, UEL AsA03 — 6%, UEL AsA04 — 4% e UEL AsA05 — 2%) nas amostras
de alho. Na amostra UEL AsAOl1 nao houve presenca de Aspergillus section

Circumdati.

Quanto a incidéncia de fungos em Allium sativum fresco, nenhuma UFC foi
encontrada neste estudo como é possivel observar na figura 7. Em contraste com
Ghangaonkar (2013) que encontrou espécies como Alternaria porri, Stemphylium
botryosum, Cladosporium alli, Helmenthosporium alli, Colletotrichum circinance e
Curvularia lunata em alho fresco. No entanto, 0 autor associou a presenca de tais
espécies aos danos nos bulbos de alho analisados. E, de fato, espécies de Aspergillus

e Penicilliumo foram detectadas até o momento em amostras de alho fresco.
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Figura 7- Incidéncia de Unidades formadoras de colénias em amostras de alho armazenado e
alho fresco.

UELAsA1

Fonte: Proprio autor (2022);

Alguns relatos tem associado o periodo de armazenamento do alho com a
consequente queda dos compostos bioativos e infeccdo por microrganismos (FEI et
al., 2015; DUFOO et al.,2015). No entanto, segundos estes relatos a infeccdo por
microrganismos parece estar mais associada a danos nos bulbos.

5.2 INCIDENCIA DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS DE BACTERIAS DE Allium
sativum FRESCO E ARMAZENADO

Dentre as 5 amostras de alho armazenado todas apresentaram UFCbs
(5,02x10°%). A maior incidéncia de UFCb foi encontrada nas amostras UELASAQ2 e
UELASAO5 (Fig. 8) Por outro lado, as amostras UEL AsA0l1 e UEL AsA04

apresentaram menor incidéncia de UFCbs (Figura 8).
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Quanto as amostras de alho fresco, a maior incidéncia de UFCbs foi encontrada
nas amostra UEL AsFO05. Por outro lado, as amostras UEL AsF03 e UEL AsF04
apresentaram a menor incidéncia de UFCbs (Fig. 8).

Figura 8 - Incidéncia de Unidades Formadoras de Colonias de bactérias em amostras
de Allium sativum fresco e armazenado.

1,20x108
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., 8,00x105 |
3
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©
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5 400x105 J UEL AsA04/ UEL AsF04
UEL AsA05/ UEL AsFO5
2,00x10° A
0

Armazenado Fresco
Allium sativum

Fonte: Préprio autor, 2021

Ao comparar a incidéncia total de UFCb em amostras de alho fresco e
armazenado, foi possivel verificar uma pequena diferenca de incidéncia de UFCbs de
amostras de alho fresco (4,68x10%), em relacdo a UFCbs de amostras de alho
armazenado (3,60x108). Estes dados corroboram com Junior et al (2020) que
encontraram 10° — 107 UFC em raiz de alho, assim como com o estudo de Wang et
al. (2019), isoloram 35 bactérias de bulbos de alho armazenado e identificaram 10? a
10° UFCs.

Até o momento, somente o0 estudo de Qiu et al. (2017), relataram a incidéncia

de UFCbs em alho armazenado, essa incidéndia foi de 102 UFC.

5.3 SELECAO E IDENTIFICACAO DE ESPECIES DE BACTERIAS

Com o critério de representar todas as amostras de alho utilizados nesse

estudo, foram selecionadas e isoladas 154 UFCbs (tabela 2).



Tabela 2 - Unidades Formadoras de Coldnias isolados de Allium sativum Fresco e

Armazenado
ISOLADOS ORIGEM CLASSIFICA(;AO
UEL AsA1.447 LONDRINA/ PR ARMAZENADO
UEL AsA1.427 LONDRINA/ PR ARMAZENADO
UEL AsA1.376 LONDRINA/ PR ARMAZENADO
UEL AsA1.1316 LONDRINA/ PR ARMAZENADO
UEL AsA1.433 LONDRINA/ PR ARMAZENADO
UEL AsSA1.776 LONDRINA/ PR ARMAZENADO
UEL AsA1.1245 LONDRINA/ PR ARMAZENADO
UEL AsAl1.41 LONDRINA/ PR ARMAZENADO
UEL AsA1.246 LONDRINA/ PR ARMAZENADO
UEL AsA1.1251 LONDRINA/ PR ARMAZENADO
UEL AsA1l.6 LONDRINA/ PR ARMAZENADO
UEL AsA1.248 LONDRINA/ PR ARMAZENADO
UEL AsF1.20 ARAPONGAS/ PR FRESCO
UEL AsF1.1 ARAPONGAS/ PR FRESCO
UEL AsF1.6 ARAPONGAS/ PR FRESCO
UEL AsF1.483 ARAPONGAS/ PR FRESCO
UEL AsF1.27 ARAPONGAS/ PR FRESCO
UEL AsF1.14 ARAPONGAS/ PR FRESCO
UEL AsF1.109 ARAPONGAS/ PR FRESCO
UEL AsA2.606 JATAIZINHO/ PR ARMAZENADO
UEL AsA2.73 JATAIZINHO/ PR ARMAZENADO
UEL AsA2.81 JATAIZINHO/ PR ARMAZENADO
UEL AsA2.78 JATAIZINHO/ PR ARMAZENADO
UEL AsA2.83 JATAIZINHO/ PR ARMAZENADO
UEL AsA2.23 JATAIZINHO/ PR ARMAZENADO
UEL AsA2.24 JATAIZINHO/ PR ARMAZENADO
UEL AsA2.82 JATAIZINHO/ PR ARMAZENADO
UEL AsA2.27 JATAIZINHO/ PR ARMAZENADO
UEL AsA2.13 JATAIZINHO/ PR ARMAZENADO
UEL AsA2.3 JATAIZINHO/ PR ARMAZENADO
UEL AsF2.59 ARAPONGAS/ PR FRESCO
UEL AsF2.42 ARAPONGAS/ PR FRESCO
UEL AsF2.45 ARAPONGAS/ PR FRESCO
UEL AsF2.47 ARAPONGAS/ PR FRESCO
UEL AsF2.79 ARAPONGAS/ PR FRESCO
UEL AsF2.2 ARAPONGAS/ PR FRESCO
UEL AsF2.1 ARAPONGAS/ PR FRESCO
UEL AsF2.13 ARAPONGAS/ PR FRESCO
UEL AsF2.32 ARAPONGAS/ PR FRESCO
UEL AsF2.33 ARAPONGAS/ PR FRESCO
UEL AsF2.8 ARAPONGAS/ PR FRESCO
UEL AsF2.110 ARAPONGAS/ PR FRESCO
UEL AsF2.5 ARAPONGAS/ PR FRESCO
UEL AsA3.7 IBIPORA/ PR ARMAZENADO
UEL AsA3.1 IBIPORA/ PR ARMAZENADO
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UEL AsA3.8
UEL AsA3.42
UEL AsA3.10
UEL AsA3.9
UEL AsA3.41
UEL AsA3.17
UEL AsA3.66
UEL AsA3.40
UEL AsA3.44
UEL AsA3.314
UEL AsA3.367
UEL AsF3.93
UEL AsF3.14
UEL AsF3.11
UEL AsF3.15
UEL AsF3.95
UEL AsF3.102
UEL AsF3.18
UEL AsF3.96
UEL AsF3.339
UEL AsF3.298
UEL AsF3.136
UEL AsF3.593
UEL AsF3.532
UEL AsA4.51
UEL AsA4.49
UEL AsA4.54
UEL AsA4.50
UEL AsA4.63
UEL AsA4.62
UEL AsA4.61
UEL AsA4.21
ULE AsA4.2
UEL AsA4.1
UEL AsA4.23
UEL AsA4.11
UEL AsA4.40
UEL AsA4.1415
UEL AsA4.86
UEL AsF4.9
UEL AsF4.74
UEL AsF4.66
UEL AsF4.15
UEL AsF4.6
UEL AsF4.2
UEL AsF4.7
UEL AsF4.3
UEL AsF4.5
UEL AsA5.40
UEL AsA5.6
UEL AsA5.31

IBIPORA/ PR
IBIPORA/ PR
IBIPORA/ PR
IBIPORA/ PR
IBIPORA/ PR
IBIPORA/ PR
IBIPORA/ PR
IBIPORA/ PR
IBIPORA/ PR
IBIPORA/ PR
IBIPORA/ PR
ARAPONGAS / PR
ARAPONGAS / PR
ARAPONGAS / PR
ARAPONGAS / PR
ARAPONGAS / PR
ARAPONGAS / PR
ARAPONGAS / PR
ARAPONGAS / PR
ARAPONGAS / PR
ARAPONGAS / PR
ARAPONGAS / PR
ARAPONGAS / PR
ARAPONGAS / PR
LONDRINA /PR
LONDRINA / PR
LONDRINA / PR
LONDRINA /PR
LONDRINA / PR
LONDRINA / PR
LONDRINA / PR
LONDRINA / PR
LONDRINA /PR
LONDRINA / PR
LONDRINA / PR
LONDRINA / PR
LONDRINA / PR
LONDRINA / PR
LONDRINA /PR
ARAPONGAS / PR
ARAPONGAS / PR
ARAPONGAS / PR
ARAPONGAS / PR
ARAPONGAS / PR
ARAPONGAS / PR
ARAPONGAS / PR
ARAPONGAS / PR
ARAPONGAS / PR
JATAIZINHO/ PR
JATAIZINHO/ PR
JATAIZINHO/ PR

ARMAZENADO
ARMAZENADO
ARMAZENADO
ARMAZENADO
ARMAZENADO
ARMAZENADO
ARMAZENADO
ARMAZENADO
ARMAZENADO
ARMAZENADO
ARMAZENADO
FRESCO
FRESCO
FRESCO
FRESCO
FRESCO
FRESCO
FRESCO
FRESCO
FRESCO
FRESCO
FRESCO
FRESCO
FRESCO
ARMAZENADO
ARMAZENADO
ARMAZENADO
ARMAZENADO
ARMAZENADO
ARMAZENADO
ARMAZENADO
ARMAZENADO
ARMAZENADO
ARMAZENADO
ARMAZENADO
ARMAZENADO
ARMAZENADO
ARMAZENADO
ARMAZENADO
FRESCO
FRESCO
FRESCO
FRESCO
FRESCO
FRESCO
FRESCO
FRESCO
FRESCO
ARMAZENADO
ARMAZENADO
ARMAZENADO
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UEL AsA5.16 JATAIZINHO/ PR ARMAZENADO
UEL AsA5.185 JATAIZINHO/ PR ARMAZENADO
UEL AsA5.30 JATAIZINHO/ PR ARMAZENADO
UEL AsA5.2 JATAIZINHO/ PR ARMAZENADO
UEL AsA5.1 JATAIZINHO/ PR ARMAZENADO
UEL AsA5.27 JATAIZINHO/ PR ARMAZENADO
UEL AsA5.47 JATAIZINHO/ PR ARMAZENADO
UEL AsA5.171 JATAIZINHO/ PR ARMAZENADO
UEL AsA5.54 JATAIZINHO/ PR ARMAZENADO
UEL AsA5.60 JATAIZINHO/ PR ARMAZENADO
UEL AsF5.3 ARAPONGAS / PR FRESCO
UEL AsF5.187 ARAPONGAS / PR FRESCO
UEL AsF5.1 ARAPONGAS / PR FRESCO
UEL AsF5.20 ARAPONGAS / PR FRESCO
UEL AsF5.4 ARAPONGAS / PR FRESCO
UEL AsF5.328 ARAPONGAS / PR FRESCO
UEL AsF5.53 ARAPONGAS / PR FRESCO
UEL AsF5.21 ARAPONGAS / PR FRESCO

Fonte: Proprio autor

As UFCbs submetidas a analise de AFLP foram organizadas em 7 grupos (I, Il,
1, 1V, V, VI, VII) (Fig. 9). Os grupos | e lll apresentaram maior nimero de isolados (46
e 27 — respectivamente), enquanto que o grupo IV apresentou o menor numero de
isolados (3 isolados). Todos os grupos abrigaram isolados obtidos de amostras de
alho fresco e armazenados, com excecédo do grupo IV, formado apenas com isolados
obtidos de amostras de alho fresco. Esse fato, no entanto, pode ser devido ao

pequeno numero de isolados abrigados nesse grupo.

O grupo |, foi subdivido em grupo I-a, com predominio de isolados obtidos de
amostras de alho armazenado e o grupo I-b, com predominio de amostras obtidas de

alho fresco.

Figura 9 - Dendrograma construido a partir de 154 isolados de bactérias de Allium
sativum fresco e armazenado. O método UPGMA foi utilizado com base em uma
matriz de similaridade, utilizando o coeficiente de Jaccard. Os isolados foram
agrupados em 7 grupos e 2 subgrupos (Grupos |1, 11, Ill, V, VI e VII. Subgrupos la e Ib).

* |Isolados sequenciados.
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UEL AsA4.12
UEL AsA5.30
UEL AsA4.54
UEL AsA4.62
UEL AsA5.40
UEL AsA4.40
UEL AsF3.11
UEL AsA4.1
UEL AsA1.246
UEL AsAZ2¥73
UEL AsA2.82
UEL AsF2.47
UEL AsF2.2
UEL AsF2.8
UEL AskF2.79
UEL AsF4.3
UEL AsA5.60
UEL AsA4.61
UEL AsAZ2.81
UEL AsfF3.15
UEL AsF4.5
UEL AsF3.14
UEL AsA2.27
UEL AsF4.2
UEL AsF4.7
UEL AsF5.4

UEL AsF2.5
UEL AsF4.15
UEL AsF5.328
UEL AsF3.298
UEL AsA4%23
UEL AsA5.42
UEL AsA1.433
UEL AsF3.95
UEL AsF2¥33
UEL AsA1.427
UEL AsF5.21
UEL AsF2.13
UEL AsF4.9
UEL AsA1.248
UEL AsA3.367
UEL AsA4.50
UEL AsA4.63
UEL AsA4k11
UEL AsA4.51
UEL AsAB.8
UEL AsA3.66
UEL AsA3.42
UEL AsF5¢53
UEL AsA1.6
UEL AsF4.74
UEL AsA2.606
UEL AsA1.376
UEL AsF1.6
UEL AsA4.2
UEL AsA1.1316
UEL AsA5.2
UEL AsA5.1
UEL AsF5.187
UEL AsA5.47
UEL AsA1.776
UEL AsA1.447
UEL AsF4.66
UEL AsF1.483
UEL AsF2.42
UEL AsA3.9
UEL AsA2.83
UEL AsF#27
UEL AsA1.41
UEL AsA3.44
UEL AsF5.3
UEL AsA4.21
UEL AsA2.78
UEL AsF1.20
UEL AsF1.109
UEL AsF1.14
UEL AsA2.24
UEL AsF3.102
UEL AsA2.3
UEL AsA2.13
UEL AsA1.1245
UEL AsF2.45
UEL AsF3.96
UEL AsA4.86
UEL AsF5.1
UEL AsA1.1251
UEL AsF2.110
UEL AsF5.20
UEL AsF3.136
UEL AsF4.6
UEL AsF2.1
UEL AsA3.7
UEL AsA5.27
UEL AsAS5.6
UEL AsF2.59
UEL AsA3.314
UEL AsA5.54
UEL AsA5.16
UEL AsA5.185
UEL AsA3.10
UEL AsA3.40
UEL AsA5.171
UEL AsF3.18
UEL AsF2.32
UEL AsA4 .49
UEL AsF3.93
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Com o agrupamento obtido por AFLP, foram selecionados isolados
representantes dos grupos com maior namero de isolados (grupos I, Il e Ill), para
identificacdo das espécies, a partir da regido 16S do DNA ribossomal. Os isolados
foram: UEL AsA2.73; UEL AsF3.399; UEL AsA4.23; UEL AsF2.33; UEL AsA4.11; UEL
AsA3.8; UEL AsF5.53; UEL AsF1.483; e UEL AsF1.27.

Selecionados pertencentes ao grupo | (UEL AsA2.73; UEL AsF2.33; UEL
AsF3.339; UEL AsF4.2; e UEL AsA4.23) foram agrupados com espécies do género
Staphylococcus. Os isolados UEL AsF2.33 e UEL AsA4.23 pertencentes ao subgrupo
I-b foram identificados como Staphylococcus epidermidis, (Fig. 9). Os isolados UEL
AsF3.339 e UEL AsA2.73 pertencentes ao subgrupo I-a foram identificados como
Staphylococcus warneri, respectivamente (Fig.10).

Figura 10 - Arvore filogenética construida com base em dados de sequéncia parcial
daregido 16S do DNA ribossomal, utilizando dados de distancia Neighbor-Joining (NJ)

e andlise de bootstrap de 1.000 repeti¢cdes. Utilizou-se Pantoea agglomerans como
grupo externo.
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p4
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Pantoea agglomerans DSM 3493"(KY013009.1)
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Fonte: proprio autor (2022)

Espécies do género Staphylococcus podem ser encontradas em alimentos,

devido a infeccdo ambiental ou praticas inadequadas de manuseio (MARINO et al.,
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2011; BENNETT, HAIT e TALENTT, 2013; KADARIYA, SMITH e THAPALIYA, 2014).
Qiu et al. (2017), identificaram Staphylococcus epidermis em alhos na China. Espécies
como Staphylococcus epidermis, Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus
pasteuri, Staphylococcus warneri e Staphylococcus aureus possuem relatos
incidéncia em diferentes alimentos (frutas, carnes, vegetais e leite) (MARINO et al.,
2011; WANG et al., 2019).

Os isolados abrigados no grupo Il (UEL AsA3.8; UEL AsA4.11; e UEL AsF5.53)

foram identificados como Pantoea vagans (Fig.11).

Figura 11 - Arvore filogenética construida com base em dados de sequéncia parcial
daregido 16S do DNA ribossomal, utilizando dados de distéancia Neighbor-Joining (NJ)
e andlise de bootstrap de 1.000 repeticdes. Utilizou-se Pseudomonas putida como
grupo externo (AB681215).

UEL AsF5.53

95
Pvagans LMG 24199(NR 116115.1)

UEL AsA3.8
UEL AsA4.11

Pananatis LMG 20103'(AF364847.1)
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P stewartii subsp. indologenes CIP 104006 (NR 104928.1)
Peucrina LMG 2781'(NR 116246.1)

Pwallisii LMG 26277 NR 118122.1)

Palhagi LTYR11Z(KX494924.1)

Pseptica LMG 5345'(NR 116244.1)

65 Prwandensis LMG 26275"(NR 118121.1)

L— Peypripedii LMG 2657'(NR 119369.1)

Pseudomonas putida NBRC 100651T(AB681215.1)

0,02

Fonte: Préoprio autor (2022);

O género Pantoea pertence a familia das Enterobacteriaceae gram-negativas
e foi descrito a primeira vez por Gavini et al., (1989). Algumas espécies do género
Pantoae foram relatados como produtores de antibidticos, controle bioldgico de
insetos, podem ser aplicados no congelamento de alimentos para obtencao de textura
desejadas e naliofilizacdo de alimentos (COUTINHO e VENTER, 2009; WALTERSON
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e STAVRINIDES, 2015; 2019; DONI et al., 2021). Pantoea agglomerans e Pantoea
vagans sdo utilizadas para producdo de antibioticos BlightBan C9-1™  BloomTime
Biological™ e BlossomBless™ (SMITS et al., 2019)

Pantoea agglomerans foi identificado em repolho, espinafre, tomate, kiwi, trigo,
feijao verde e arroz (HAMILTON-MILLER e SHAH, 2001; SCHWAIGER et al., 2011;
WALTERSON e STAVRINIDES, 2015; AL-KHAROUSI et al., 2016).

O género Pantoae também foi relatado em alho poré, cebolas e cebolinhas
(WALTERSON e STAVRINIDES, 2015; YURGEL et al., 2018). A espécie Pantoae

anatis € mais comumente encontrada.

O isolado pertencente ao grupo Il (UEL AsF1.483) foi identificado como

Bacillus spizizenii / Bacillus tequilensis (Fig.12).
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Figura 12 - Arvore filogenética construida com base em dados de sequéncia parcial
da regido 16S do DNA ribosomal, utilizando dados de distancia Neighbor-Joining (NJ)
e analise de bootstrap de 1.000 repeticbes. Utilizou-se Acinetobacter radioresistens

como grupo externo (NR 026210).
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99
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Lactobacillus casei subsp. casei ATCC 393 (NR 041893.1)

Acinetobacter radioresistens FO1'(NR 026210.1)

0,02

Fonte: proprio autor (2022).

O género Bacillus esta presente no solo, na 4gua, no meio ambiente e em
varios produtos alimentares. Varias cepas desse género possuem potenciais
funcionalidades probidticas, alternativas para antibioticos, habilidades de excluséo de
patégenos, antioxidantes, imunomoduladores e sdo oOtimos fermentadores de
alimentos (CARLIN e NGUYEN-THE, 2013; FIRA et al., 2018; HU et al., 2021).

O género Bacillus foi encontrado em hortalicas (cenouras, tomates e cebolas)

na india. As espécies Bacillus tequilenses, Bacillus pumilus, Bacillus aerophilus,
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Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Bacillus aerius, Bacillus megaterium, Bacillus
anthracis e Bacillus aryabhattai foram encontradas nesses vegetais (NITHYA e BABU,
2017).

Qiu et al. (2017), ao estudarem alho negro e alho saudavel fresco, identificaram
as espécies de B. aryabhattai, B. methylotrophicus, B. altitunidinis, B. siamensis, B.

pumilus, B. subtilis e B. thuringiensis

Ainda em relag&o ao grupo lll, o isolado UEL AsF1.27 foi identificado como

Acinetobacter radioresistens (Fig. 13).

Figura 13 - Arvore filogenética construida com base em dados de sequéncia parcial
da regido 16S do DNA ribosomal, utilizando dados de distancia Neighbor-Joining (NJ)
e analise de bootstrap de 1.000 repeti¢cdes. Utilizou-se Bacillus subtilis como grupo
externo (NR 112116.2).

UEL AsF1.27
100

A. radioresistens FO1T(NR 026210.1)
45

A. pseudolwoffii CCM 8638T(MT760228.1)

37 | 88 =
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a0 |3 A. baylyi B2'(NR 115042.2)

9
A. soli BT'(NR 044454.1)

A. rudis CIP 110305 G30'(EF204258.3)

A. larvae BRTC1'(NR 156845.1)

A. johnsonii CIP 64.6T(MG846022.1)

Bacillus subtilis IAM 12118(NR 112116.2)

0,050

Fonte: proprio autor (2022);

As bactérias pertencentes ao género Acinetobacter sdo caracteristicas por

serem gram-negativos, estritamente aerdbicas e ndo fermentadores. Esse género
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possui espécies patdégenas e ndo patdégenas e prevalecem em muitos nichos
ecologicos. Sao facilmente encontras em vegetais, animais, humanos e areas
contaminadas (ATROUNI et al., 2016; CARVALHEIRA, SILVA e TEIXEIRA, 2017;
2021).

A espécie mais relatada € Acinetobacter baumannii devido ao seu importante
papel nas infec¢cdes humanas, por apresentar alta resisténcia antibiéticos. O género
Acinetobacter tem sido amplamente explorado quanto a producao de biossurfactante
e bioemulsificante pela capacidade de degradacdo de poluentes e compostos
organicos (RON e ROSENBERG, 2002; ATROUNI et al., 2016; ADETUNJI e
OLANIRAN, 2020).

As diferentes espécies de Acinetobacter sdo incidentes em amostras de peixe,
carne, queijo, leite, frutas e vegetais (ATROUNI et al., 2016; CARVALHEIRA, SILVA
e TEIXEIRA, 2017). O estudo realizado em cebolas de Yurgel et al. (2018), relatou a
presenca desse género principalmente em cebolas doentes, em nosso estudo essas
bactérias foram identificadas tanto em amostras frescas quanto em amostras

armazenadas.



49

6- CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos neste trabalho relataram maior incidéncia dos géneros
Aspergillus e Penicillium. Quanto ao alho fresco, nenhuma UFCf foi identificada. UFCs
de bactérias foram organizadas em 7 grupos de similaridade e os isolados
representantes dos grupos com maior niumero de UFCs foram identificadas. As UFCs
foram identificadas como: Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus warneri
(grupo 1), Pantoea vagans (grupo Il), Bacillus spizizenii / Bacillus tequilensis e
Acinetobacter radioresistens (grupo Ill). Nao foi possivel distinguir espécies de
bactérias caracteristicas de alho fresco ou armazenado. Em contraste, este estudo

demonstrou evidente distingéo entre microbiota de alho fresco e armazenado.
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