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Contextualizacdao

O tomate (Lycopersicon esculentum L.) contribui
significativamente para o abastecimento alimentar
mundial, representando 16% da produgao total de
horticolas em 2020™. Na Europa, em 2021, Portugal
destacou-se com a maior produtividade (97,9 Mt/
/ha)? e, em 2022, foi o terceiro maior produtor®’. No
entanto, o tomate € uma cultura suscetivel a mais
de 200 doengas®, sendo que as de origem ftngica
assumem particular relevancia pela sua incidéncia
e impacto nas perdas de produgao®.

Os fungos constituem um grupo diversificado de
microrganismos com capacidade de produzir subs-
tancias e compostos quimicos (metabolitos) que
podem ter efeitos significativos nas plantas, nos
animais e nos seres humanos®. Alguns desses me-
tabolitos podem ter efeitos benéficos - por exem-
plo, os alcaloides ajudam as plantas a resistir a pra-
gas, a repelir herbivoros e a adaptar-se a alteracoes
climaticas™. Contudo, outros metabolitos, como as
micotoxinas, tém efeitos toxicos sobre outros mi-
crorganismos, plantas, animais e/ou seres huma-
nos. Tal como os fungos podem contaminar plan-
tas, frutos e outros alimentos com o0s seus esporos,
também os podem contaminar com micotoxinas,
colocando em causa a segurancga alimentar.

A atual crise climatica tem vindo a criar condi¢des
propicias tanto ao aumento da incidéncia de doen-
cas fungicas nas culturas, como a contaminagao
dos produtos com micotoxinas ao longo da cadeia
de valor. Esta situacao tem implicagdes para a satde
global, pois as doencas fangicas afetam a sanidade
das culturas e as micotoxinas afetam a satde huma-
na, quer pelo consumo de produtos contaminados,
quer pela exposi¢ao ocupacional dos agricultores
aos bioaerossois presentes no ar®*. Os bioaerossois

Alteracoes
Climaticas

Figura 1 - Esquema simplificado de como os fungos podem afetar a saude global.
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consistem em particulas bioldgicas microscopicas
transportadas pelo ar (0,001-100 um), ubiquas no
ambiente, compostas por polen, acaros, virus, bac-
térias, fungos, endotoxinas e micotoxinas®. Desta
forma, a exposicao dos agricultores a estes bioae-
rossois pode provocar alergias, intoxicacoes por
inalagao ou infecdes respiratorias'®.

Nos altimos anos, tem-se verificado um aumento
significativo de relatos sobre a detecao de micoto-
xinas emergentes em tomate fresco e em produ-
tos a base de tomate processado®. Entende-se por
micotoxinas emergentes aquelas que foram recen-
temente descobertas ou identificadas na cadeia
alimentar humana ou animal, ou que estao ainda
pouco estudadas, para as quais nao existem dados
toxicologicos e de exposicao suficientes que sus-
tentem regulamentagoes especificas™. As mico-
toxinas emergentes reportadas em tomate e deri-
vados processados sao, na sua maioria, produzidas
por espécies pertencentes ao género Alternaria.

Alternaria e as suas micotoxinas
emergentes

Existem mais de 250 espécies de Alternaria iden-
tificadas!™, capazes de infetar mais de 4000 espé-
cies de plantas hospedeiras, causando danos tanto
na fase de pré-colheita como na de p6s-colheita™.
Para além disto, espécies de Alternaria sao capa-
zes de produzir mais de 70 micotoxinas e seus de-
rivados, com efeitos toxicos em humanos, animais
e plantas'™. Entre essas micotoxinas, as mais preo-
cupantes ou frequentemente reportadas em to-
mate fresco e processado sao o acido tenuazonico
(TeA), o acido iso-tenuazoénico, o alternariol (AOH),
o alternariol éter-monometil (AME), as altertoxinas
(ATX-1, ATX-II), o altenueno (ALT), as toxinas de Al-
ternaria alternata f. sp. lycopersici (toxinas-AAL) e
a tentoxina (TEN)® ™,

As micotoxinas emergentes mencionadas exibem
propriedades toOxicas para plantas, animais e hu-
manos, incluindo: a) fitotoxicidade (toxicas para as
plantas, podendo comprometer o crescimento, de-
senvolvimento ou reproducao); b) imunotoxicida-
de (afetam o sistema imunitario); c) citotoxicidade
(causam danos ou morte celular, podendo compro-
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meter tecidos e 6rgaos); d) mutagenicidade (indu-
zem mutacgdes no material genético, podendo levar
a alteragdes hereditarias); €) genotoxicidade (pro-
vocam danos no ADN, podendo resultar em muta-
¢oes, cancro ou outras disfungoes celulares); e f)
teratogenicidade (causam malformacoes congéni-
tas durante o desenvolvimento fetal)'. Por exem-
plo, AOH e AME sao compostos que possuem efeitos
desreguladores endocrinos (afetando o equilibrio
hormonal), além de causarem efeitos imunotoxicos,
citotdxicos, mutagénicos e genotdxicos que, em ca-
so de exposicao cronica, potenciam o desenvolvi-
mento de cancro®"*,

Para além dos efeitos toxicologicos caracteristi-
cos de cada uma destas micotoxinas isoladamente,
quando combinadas, os seus efeitos tendem a ser
intensificados, mesmo em concentracdes baixas,
como acontece quando, por exemplo, se combina
AOH com AMEP ™. Estas combinag¢des podem tam-
bém ter efeitos sinérgicos, ou seja, efeitos maiores
do que a soma dos efeitos individuais, como ja foi
observado na interacao entre AOH e ATX-II®. Pa-
ra além disso, também ja foram reportados casos
de coexisténcia de micotoxinas de Alternaria com
micotoxinas de outras espécies fingicas, como as
produzidas por Fusarium spp. (e.g., AOH com deo-
xinivalenol (DON) ou zearalenona (ZEN)) levando a
efeitos citotdxicos e genotoxicos aumentados® ™',

Embora o conhecimento acerca destas micotoxinas
emergentes seja, ainda, insuficiente para regula-
mentar e estabelecer limites maximos especificos
para cada tipo de produto alimentar, é ja conhecido
que a ingestao de alimentos contaminados com es-
tas substancias é prejudicial para a satde humana.
Neste sentido, a Autoridade Europeia para a Segu-
ranga dos Alimentos (EFSA) estabeleceu o limiar de
preocupacao toxicolodgica (Threshold of Toxicologi-
cal Concern — TTC) para o consumo de alimentos
contaminados com algumas destas micotoxinas.
Para as micotoxinas com potencial genotoxico, co-
mo AOH e AME, o TTC foi definido em 2,5 ng por
quilograma de peso corporal por dia, enquanto pa-
ra as micotoxinas consideradas nao genotoxicas,
como TeA e TEN, o TTC estabelecido foi de 1500 ng
por quilograma de peso corporal por dia™ ™. Para-
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lelamente, a EFSA estimou a exposicao alimentar
crénica da populagao europeia, concluindo que es-
ta excede o TTC para as micotoxinas AOH, AME e
TeAr ",

Micotoxinas emergentes em tomate

No que se refere a contaminagao de alimentos com
estas micotoxinas emergentes de Alternaria, o to-
mate fresco e processado destacam-se como 0s
mais contaminados com AOH, AME, TeA e TEN,
sendo TeA a micotoxina mais reportada e encon-
trada em maiores concentragoes® ™", Aproximada-
mente 70% dos estudos de avaliagao da exposicao
a micotoxinas por ingestao concluiram que uma
ou mais micotoxinas de Alternaria constituem um
risco de seguranca alimentar, sendo os cereais e
produtos a base de tomate as principais fontes de
exposicao **. De facto, a EFSA concluiu que o
tomate fresco e processado sao os alimentos que
mais contribuem para a ingestao de TeA, sendo os
concentrados de tomate os principais responsaveis
pela exposicao a TEN por via da dieta™ ™. As con-
centracoes destas micotoxinas sao, geralmente,
inferiores em tomate fresco, quando comparadas
com os produtos processados, indicando que as
suas concentragoes podem aumentar sob condi-
¢oes favoraveis ao desenvolvimento fingico e per-
manecer estaveis durante o processamento™™ ™,

Medidas de prevencao e controlo

A prevencao e o controlo da contaminagao por mi-
cotoxinas emergentes sao feitos essencialmente de
forma indireta, por acao sobre os fungos seus sin-
tetizadores. Os métodos convencionais recorrem
ao uso de fungicidas para combater os fungos fi-
topatogénicos durante o ciclo da cultura®®. Porém,
o uso extensivo de fungicidas na agricultura, para
além dos efeitos toxicos dos seus residuos no solo,
agua e ecossistemas envolventes, elimina também
os fungos enddfitos benéficos para a cultura. Além
disso, esta pratica tem sido associada a emergén-
cia de estirpes fingicas resistentes, tanto a esses
fungicidas agricolas como a antifngicos utilizados
em medicina humana, para tratamento de infegoes
fangicas™™. O grupo dos azois é o caso mais preo-
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cupante devido a semelhanga estrutural e funcio-
nal entre os antifingicos médicos e os fungicidas
agricolas, favorecendo elevados niveis de resistén-
cia cruzada®".

Desta forma, € crucial investigar e desenvolver al-
ternativas mais sustentaveis para controlar os fun-
gos e micotoxinas nas culturas e nos seus produtos,
minimizando os impactos negativos nas satdes hu-
mana, ambiental e dos ecossistemas envolventes®?,
Algumas estratégias podem incluir: 1) a adogao de
praticas agricolas mais sustentaveis e adequadas a
cultura em questao; 2) o controlo biol6gico, nomea-
damente utilizando produtos a base de determina-
das espécies de bactérias e de outros fungos que
competem com Alternaria e limitam a sua prolife-
racao, ou extratos e Oleos de plantas que inibem o
crescimento de Alternaria); 3) a utilizacao de varie-
dades de tomate resistentes a Alternaria; 4) a im-
plementagao de boas praticas de processamento e
armazenamento de tomate fresco e processado; e
5) a monitorizagao sistematica da presenca de Al-
ternaria e das suas micotoxinas nos tomateiros, no
tomate e nos produtos seus derivados®?.

De facto, optar por variedades de tomate resis-
tentes ou mais tolerantes as doencas causadas por
fungos de solo tem-se mostrado uma pratica bas-
tante eficaz na prevencao e controlo de doencgas
fangicas. No entanto, estas variedades sao o resul-
tado de métodos de melhoramento convencional,
por cruzamento seletivo ou hibridacao, métodos
esses que sao demorados, pois a selecao e estabi-
lizagao das caracteristicas desejaveis podem levar
varias geragoes, e estao limitados pela variabilida-
de genética disponivel™. Neste contexto, a enge-
nharia genética surge como uma alternativa mais
eficiente e mais precisa para introduzir caracteris-
ticas desejaveis nas plantas.

As Novas Técnicas Genoémicas (NGT), como a edi-
¢ao de genoma por CRISPR (Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats), permitem
a modificacao de genes especificos sem introduzir
ADN externo, o que se traduz numa maior preci-
sao e menor ocorréncia de efeitos indesejados. Es-
ta abordagem distingue-se dos tradicionais OGM
(organismos geneticamente modificados), mais co-
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nhecidos como transgénicos. Dada a importancia,
a técnica CRISPR foi distinguida com o Prémio No-
bel de Quimica em 2020, atribuido a Emmanuelle
Charpentier e Jennifer Doudna, suas criadoras.
Utilizando a técnica CRISPR, sera possivel, em pou-
co tempo, criar variedades de tomate efetivamente
resistentes a Alternaria e a contaminagao dos fru-
tos com micotoxinas, mantendo as caracteristicas
de sabor, textura, cor e brix (teor de agtcar) valori-
zadas pelos consumidores. Além disso, para tornar
a resisténcia mais duradoura, é também possivel
editar o genoma de uma estirpe de Alternaria tor-
nando-a menos patogénica e menos micotoxigéni-

ca. Esta nova estirpe “bio-criada” devera ter o com-
portamento de um endofito antagonista do cresci-
mento das estirpes patogénicas e assim atuar como
um agente de controlo bioloégico™ ). Desta forma,
altera-se todo o patossistema de forma favoravel.

Conclusdo

A presenca de micotoxinas emergentes produzidas
por espécies do género Alternaria, constitui um
problema crescente de segurancga alimentar, com
implicacdes na sattde humana, animal e ambiental.
A toxicidade destas substancias obriga a maior vi-
gilancia ao longo da cadeia de producao alimentar e
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Figura 2 - Esquema explicativo da transformagdo do patossistema Tomate-Alternaria utilizando a técnica

CRISPR (adaptado de: Paul et al. (2021). Front. Plant Sci., 12).
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justifica uma acao preventiva mais rigorosa.

Os métodos de controlo atualmente utilizados, como
os fungicidas, apresentam muitas limitacoes, pelo
que ¢ essencial apostar em estratégias mais susten-
taveis e eficazes como o controlo biologico e o de-
senvolvimento de variedades realmente resistentes.
As NGT, nomeadamente a edicao de genoma por
CRISPR, apresentam-se como uma ferramenta pro-
missora para criar novas variedades de tomate,
resistentes a Alternaria spp. € menos suscetiveis a
contaminagao por micotoxinas, e novas estirpes de
Alternaria com comportamento de endofito, am-
bas para utilizacdo em biocontrolo. Desta forma
conseguir-se-a promover a seguranga alimentar, a
satde publica e a resiliéncia dos sistemas agroali-
mentares. ©
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