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RESUMO

O meldo amarelo é uma Curcubitaceae bem estabelecida na agricultura brasileira. A
microbiota epidérmica do meldo abrange diversos organismos endofiticos, incluindo
leveduras. As leveduras sdo fungos unicelulares que podem ser encontrados em
diferentes ambientes, superficies e substratos. Apresentam diversos mecanismos,
dentre os quais vale ressaltar a importancia da formacéo de biofilme, que se trata de
uma camada bioprotetora com funcao de protecédo as col6nias. Ndo ha um método
universalmente padronizado para quantificar a capacidade de formacao e manutencao
de biofilme promovido por leveduras, desse modo, a metodologia varia de autor para
autor. Porém, a utilizacao do cristal violeta em processos de corar células € o mais
utilizado, contudo, muitas das avaliagbes apresentam apenas resultados qualitativos,
baseados em um gradiente de cores. Alguns autores classificam dados quantitativos
se baseando apenas nos valores de absorbancia, entretanto esses valores néo
representam, significativamente, a eficiéncia de producao e manutencao de biofilmes.
O objetivo deste trabalho € identificar a populacao de leveduras isoladas do pericarpo
do meldo amarelo (Cucumis melo L.) e verificar a eficiéncia quantitativa destas
leveduras quanto a formacdo e manutencdo de biofilme. As leveduras foram
identificadas molecularmente a partir de filogenia baseada em sequéncias da regiao
ITS do DNA. Foram submetidas a teste in vitro em placas de microtitulacdo do tipo
Elisa por 24, 48 e 72 h, corados por cristal violeta obtendo-se porcdes liquidas das
concentracdes de células coradas. A partir da avaliacao das aliquotas, em uma leitora
de microplacas Elisa foram obtidos valores de concentracdes, baseados nas
diferentes coloragdes do cristal violeta. Utilizando uma equacéo adaptada observou-
se os valores quantitativos de cada isolado, classificando-os em alta, média e baixa
producao de biofilme. Todas as leveduras apresentaram capacidade de producéo de
biofilme em pelo menos um dos periodos avaliados, destacando-se os isolados da
espécie Candida orthopsilosis. A eficiéncia das leveduras na producdo e manutencao
de biofilme nos periodos avaliados variou entre género, espécies e entre cepas da
mesma espécie. Conclui-se que a microbiota de tecidos epidérmicos do meldo
apresenta riqueza de espécies de leveduras e demonstram diferentes padrdes de

eficiéncia na producao e manutencao de biofilme.

Palavras-Chave: Curcubitaceae; Fungos; Cristal Violeta; Biotecnologia
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1. Fundamentacao Tedrica

1.1 Caracteristicas gerais, nutritivas e econémicas do melédo

O meldo amarelo (Cucumis melo L.), pertencente a familia Cucurbitaceae e ao
género Cucumis, o qual compreende cerca de 34 espécies conhecidas (ALMEIDA,
2006). Trata-se de uma dicotiledénea de habito perene, que possui um sistema
radicular superficial formado por poucas raizes adventicias e caule herbaceo. O
crescimento do meldo amarelo é rasteiro e suas folhas, que apresentam tamanho
variavel, sdo simples, alternadas e asperas, com presenca de pelos, e o limbo pode
ser orbicular, reniforme e pentalobadas com margens denteadas (KIRKBRIDE, 1993;
MCCREIGHT et al., 1993; de OLIVEIRA et al., 2017). Os frutos do meloeiro amarelo podem
ser redondos, ovais e alongados, com tamanhos que variam de 20 a 25 cm de
didametro, a casca pode ser lisa, enrugada ou rendilhada, seu peso e coloragao variam
de acordo com a variedade podendo ser branca, esverdeada, amarela, laranja e
salmao (MOREIRA et al., 2009).

Genericamente, no Brasil sdo cultivadas principalmente seis tipos de melao,
com diversas variedades hibridas, sendo cultivadas, principalmente, as variedades C.
melo var. inodoros e C. melo var. cantalupensis que correspondem, respectivamente,

as caracteristicas inodoros e aromaticos (MENEZES et al., 2000) (Figura 1).

Figura 1. Principais tipos de meldes cultivados no Brasil: (a) Meldo Amarelo; (b) Melédo Pele de Sapo; (c)
Melao Honey Dew; (d) Melédo Galia; (e) Meldo Cantaloupe; (f) Meldo Charentais.

(a)

{d)

Fonte: (Adaptado de CUNHA, 2019)
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Entre essas variedades comercializadas no Brasil, o meldao amarelo tipo
valenciano, de origem espanhola, destaca-se por ser a variedade mais produzida e
consumida. Os frutos dessa variedade séo arredondados, com casca amarela, poupa
espessa e bastante resistente ao processo de transporte e armazenamento, 0 que por
suavez, confere a essa variedade destaque e preferéncia de mercado, principalmente
para exportacao (MOREIRA et al., 2009).

Estima-se que, no Brasil, 0o mel&o foi introduzido pelos escravos, no século XVI,
mas nao representava interesse agricola e econdmico. Apenas no século XIX, quando
a cultura foi reintroduzida pelos europeus, o meldo passou a ter seu plantio expandido
nas regides Sul e Sudeste para fins comerciais (NAKAMEA, 2004; MOREIRA et al., 2009).

O meldo, quando imaturo, é utilizado em saladas, cozidos, ensopados e
maduros sado consumidos frescos, em conservas, caldas ou geleias (McCREIGHT et al.,
1993) e podem ser utilizados na fabricacdo de bebidas alcodlicas fermentadas (BESSA
et al., 2018). Nutricionalmente, uma porcao de 100 g de meldo cru representa 89,82 g
de &gua; um valor energético de 36 kcal; 0,54 g de proteina; 9,09 g de carboidratos e
0,8 g de fibra alimentar. Nessa mesma porcdo de meldo, o potassio € o nutriente
majoritario, com 228 mg, seguido por sodio, fésforo, magnésio, calcio, ferro e zinco,
destacando-se as vitaminas C e B6 (Tabela 1) (UNIFESP, 2016). Em conjunto, esses
minerais, vitaminas e acucares associados a um alto percentual de agua, tornam o
meldo cada vez mais apreciavel, com predile¢cdo ao consumo in natura por pelo menos

85% dos consumidores (ABRAHAO et al., 2009).

Tabela 3. Composicdo nutricional de uma por¢éo de 100 g de meldo amarelo
(Cucumis melo L.).

Composicao Conteudo Composicéo Contetdo

Umidade (%) 89,82 Potassio (mg) 228,00

Energia (kcal) 36,00 Fosforo (mg) 10,00
Proteina (g) 0,54 Magnésio (mg) 6,00

Carboidratos (g) 9,09 Sadio (mg) 11,20
Fibra alimentar (g) 0,80 Ferro (mg) 0,2
Vitamina C (mg) 8,70 Célcio (mg) 29
Vitamina B6 (mg) 0,09 Zinco (mg) 0,1

Fonte: UNIFESP (2016).

A producgédo de melédo representa 1,7% da area cultivada no mundo e 2,2% da

producéo agricola mundial, das quais 73% dessa producio esta concentrada na Asia
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(KYRIACOU et al., 2018). O Brasil € o 11° no ranking mundial de producdo de melao
(FAOSTAT, 2018) (Tabela 2). Em 2018 havia 23.342 hectares de area agricola brasileira
plantada com mel&do onde 89,84% dessas areas estéo distribuidas pelo Nordeste, com
destaque ao estado do Rio Grande do Norte, o maior produtor da regido (IBGE, 2018).

Tabela 4. Area, producéo e rendimento de meldo nos principais paises, em 2013
(Embrapa, 2017)

Produtividade

Pais Area (ha) Produc&o (t) (t ha™)
China 425.050 14.336.814 33,73
Turquia 100.578 1.699.550 16,90
Ird 80.211 1.501.411 18,72
Egito 44.500 1.020.679 22,93
india 39.682 1.000.000 25,20
Estados Unidos 33.508 986.066 29,42
Espanha 26.700 857.000 32,10
Casaquistéo 37.100 774.190 20,86
Marrocos 21.586 700.034 32,43
Guatemala 25.340 569.050 22,45
Brasil 22.021 565.900 25,70
Mundo 1.185.303 29.462.541 24,85

Fonte: FAO (2015)

1.2 Exigéncias particulares no plantio do meléao

Mesmo sendo produzido em diferentes partes do planeta, o meloeiro apresenta
certas exigéncias, que influenciam e podem limitar drasticamente o seu cultivo. Alguns
dos fatores mais importantes sdo: a temperatura, a umidade relativa do ar e a
disponibilidade hidrica, que afetam diretamente a espessura e a qualidade da polpa
do fruto (FARIA et al., 2015). Outro fator limitante € a exigéncia nutricional, por isso
sugere-se a complementacdo com potassio para proporcionar um maior rendimento
na produtividade (BARDIVIESSO et al., 2015). Além dos fatores mencionados acima, vale
ressaltar que o meldo é muito sensivel a acidez do solo, apresentando maior aptidao
em solos com pH entre 6,0 a 6,5, por isso, em solos ligeiramente acidos, recomenda-
se a pratica da calagem para promover a neutralizacao do aluminio trocavel (Al’*) e 0
aumento da disponibilidade de fosforo (P), célcio (Ca), magnésio (Mg) e molibdénio

(Mo) (COSTA, 2017).



15

Acerca dos fatores fitossanitarios na cadeia produtiva do meléo, as incidéncias
de pragas e doencas configuram-se como fatores limitantes de extrema importancia,
principalmente as doencas causadas por fungos (PUJARI et al., 2013). Esses patdgenos
podem ser introduzidos a partir de sementes infectadas, podendo influenciar
diferentes fases do ciclo de desenvolvimento da planta, bem como na pés-colheita
(SARKAR, 2016). Na cultura do melédo, a incidéncia de doencas ocorre principalmente
nos 6rgaos radiculares por acdo de fungos como Fusarium solani, Macrophomina
phaseolina e Rhizoctonia solani (PORTO et al., 2020).

Estima-se que 25% das perdas de producdo mundial de meldo sé&o
exclusivamente causadas por doencas (LUGTENBERG, 2015). Essa expressiva restricdo
e impacto aos sistemas de producdo ocorre porque o meloeiro €, naturalmente,
suscetivel a patégenos como virus, bactérias e fungos (O’BRIEN, 2017). Diante da
diversidade de fitopatdogenos que podem incidir sobre a cultura do meldo, o sistema
produtivo convencional tornou-se dependente do uso de produtos quimicos, para
garantir uma producgao estimada (CARDON et al., 2016).

Na busca de métodos que possam ser aplicados para reduzir ou mesmo
substituir o uso de defensivos quimicos, alguns métodos mostram-se promissores,
como a refrigeracao controlada na pds-colheita (TERAO et al., 2007), utilizacdo de 6leos
essenciais (FREIRE et al., 2010), uso de extratos etandlicos vegetais (MEDEIROS et al.,
2011), incorporacdo de fungos micorrizos ao solo (SARAIVA et al., 2012), COMPOStoS
bioativos de bactérias (SANTOS et al., 2006), tratamento de sementes via bactérias
epifiticas e endofiticas (OLIVEIRA et al., 2006), entre outros métodos. Outra forma
comumente utilizada pelos produtores, para evitar perdas expressivas em suas
plantac6es e danos econémicos de producao, € a utilizacdo de plantas geneticamente
melhoradas. Como exemplo, temos algumas cultivares desenvolvidas com
caracteristicas resistentes a espécies do género Fusarium: AF 4945, Durasol, Goldex,
Gladial, Hibrix, Iracema, Natal, Raysol, Soleares, Tikal; do tipo Pele de Sapo: Asturia,
Grand Prix, Ibérico, Jabalon, Medellin, Sancho, Acclaim, Torreon, Caribean Gold,
Cabbean Pearl e Florentino e o tipo Galia: Amaregal, Ciro e Yelogal (COSTA, 2017).

Sem duvida a variedade meldo amarelo desponta na comercializagdo e
consumo, em relacdo as demais variedades comercializadas. Contudo, vale ressaltar
algumas variedades que apresentam importantes caracteristicas que ultrapassam 0s
quesitos sabor e riqueza a saude. O meldao amargo, por exemplo, possui atividades

antioxidante, antiflamatoéria, anti-cancer, anti-diabética, antibacteriana, anti-obesidade
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e imunomoduladora (DANDAWATE et al., 2016). Essa fruta, além do tradicional uso do
mesocarpo como principal regido comestivel, apresenta uma fonte de fibra alimentar
em sua casca e as sementes concentram niveis representativos de proteinas, fibras

e minerais (MALLEK-AYADI, 2017).

1.3 Potencial biotecnoldgico do meléo

O melédo apresenta diversos potenciais biotecnolégicos, que o torna uma
cultura de aproveitamento maximo. Sao diferentes potenciais relacionados a linhas de
pesquisas distintas como a remocao de arsénicos de aguas subterrdneas, um
elemento quimico téxico de alta letalidade, a partir de suas cascas (SHAKOOR, 2018), a
producao de carvao ativado, tendo como fonte as faixas do tecido epidérmico ao tecido
endodérmico (ELAIYAPPILLAI et al., 2019), a disponibilizacdo de moléculas bioativas e
carotenoides em seu subproduto (GOMEZ-GARCIA et al., 2020).

Os subprodutos do meldo também sdo utilizados como suplementos
alimentares: em racfes para ovinos (LOUSADA JUNIOR et al., 2005); em acdes sinérgicas
para a silagem de capim elefante (Pennisetum purpureum), juntamente com as suas
cascas (POMPEU et al., 2002); como substituto ao milho para a dieta de ovinos, sem
influenciar na redugdo do ganho de peso do animal (LIMA et al., 2012); e com

possibilidades de uma substituicdo de até 100% da racdo industrial de cordeiros
(COSTA et al., 2011).
As sementes detém consideraveis quantidades de 6leo com acido graxos

essenciais e biocompostos como polifendis, fitoesterdis e tocoferbis (MALLEK-AYADI
2018), além de serem consideradas um potencial ingrediente alimentar. Os polifendis
sdo agentes antioxidantes, fornecem protecdo contra doencas cardiacas, previne
artrite rematoide e doencas inflamatérias intestinal, além de impedir formacéo de
coagulos sanguineo e dar suporte no controle de aclcar no sangue (FALCAO, et al.,
2007). Os fitoesterdis atuam reduzindo o colesterol e o LDL colesterol, (de MELO et al.,
2019) e os tocofer6is manejam o sistema imunologico, atuando contra doencas
cardiovasculares e cerebrovasculares (TANG, 2000; LA SILVA et al., 2007). Os subprodutos
das sementes sdo comprovadamente agentes poderosos no retardamento oxidativo
em compostos lipidicos, por exemplo no 6leo de soja (MALACRIDA et al., 2007).
Naturalmente, as superficies de diferentes 0Orgaos vegetais possuem

microbiotas compostas por microrganismos patogénicos e nado patogénicos ao
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hospedeiro. Tratando-se do meldo, ha relatos de fungos dos géneros como Phoma,
Cladosporium e Fusarium em sementes (DELWING et al., 2007), leveduras, bolores
(PINHEIRO et al., 2005) e bactérias em polpas (ARRUDA et al., 2004), cepas leveduriformes
do género Hanseniasporaspe em suco (SOARES et al., 2015) e fungos filamentosos e
leveduras em fragmentos epidérmicos (ANTONIOLLI et al., 2005).

Considera-se endofiticos os microrganismos habitantes do interior de 6rgaos
vegetais, por, pelo menos, uma fase de seu ciclo de vida, sem Ihe causar danos nem
doencas (BORGES, 1999; PIMENTEL et al., 2006). Ecologicamente, fungos endofiticos
atuam sinergicamente com seu hospedeiro vegetal. Endofiticos, como as leveduras,
podem atuar no aumento da resisténcia do hospedeiro, impedindo, por exemplo,

ataques de fungos fitopatogénicos a estruturas vegetais (TAECHOWISAN et al., 2003).

1.4 Caracteristicas gerais das leveduras

Os fungos sao organismos cosmopolitas, eucaridticos, podendo ser
unicelulares, no caso das leveduras, e multicelulares, quando filamentosos. Estao
presentes em vegetais, animais, detritos, solo e agua. Por muito tempo, esses
microrganismos foram considerados vegetais. A partir de 1969, foi descoberto que os
fungos séo aclorofilados, ndo possuiam celulose na parede celular (exceto fungos
aquaticos) e ndo eram capazes de armazenar amido como substancia de reserva.

Desde entdo passaram a ter seu proprio reino denominado Fungi (TRABULSI e
ALTHERNUM, 2015; CAMPOS et al., 2020).
As leveduras constituem-se de células eucaribticas, com diametros acima de

10 um e apresentam morfologia oval ou cilindrica e pertencem ao Sub-Reino Dykarya,
sendo classificadas nos Filos Basidiomycota e Ascomycota (FEYDER et al., 2015).
Apresentam diversas formas morfoldgicas em suas colbénias (Tabela 3; Tabela 4).
Esses microrganismos compreendem cerca de 600 espécies, distribuidas
principalmente no Filo Ascomycota. Tém o0 nucleo bem definido, podendo ser
pequeno, esférico ou reniforme com localizacdo variavel, associado ao vacuolo
nuclear, possuem plasmideos e enzimas lisossdmicas que digerem células
danificadas (BLACK, 2002). A parede celular das leveduras destaca-se pelo seu efeito
probidtico, pois ndo pode ser digerida pelo organismo animal é, portanto, capaz de
estimular o desenvolvimento e a atividade metabdlica de bactérias comuns ao trato

digestorio (ZAINE, 2014).
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Tabela 5. Macromorfologia quanto a forma, margem e a elevacéo de coldnias de leveduras (adaptado
de Madigan et al, 2010).

Forma Margem Elevacéao

Puntiforme iy Inteira / lisa n Achatada _—

Filamentosa % Lobada é"%” Elevada e
Irregular @ Dentada J)d\’ Convexa .
Lenticular ﬂ Ondulada (\l Pulvinada PN
Circular O Filamentosa )?‘%ﬁ Umbiculada e,

Rizoide @ Encaracolada ﬂ

Tabela 4. Macromorfologia quanto a superficie, textura e brilho de colénias de
leveduras (adaptado de Madigan et al, 2010).

Superficie Textura Brilho
Lisa Cremosa Brilhante
Polvilhada Mucosa Opaca
Rugosa Filamentosa
Estriada Farinosa
Peluda Consistente
Setoreada Pastosa
Plicada
Verrugosa

Canelada
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Irregular

As leveduras apresentam reproducdo assexuada por brotamento ou fissao.
Quando por brotamento, a célula parental desenvolve uma protuberancia,
denominada broto, em sua superficie celular. Este broto se alonga, o nucleo parental
se divide e um desses nucleos desloca-se até o broto, produz-se o material da parede
celular entre o broto e a célula parental e finalmente o broto acaba se separando.
Quando por fissdo, ha um alongamento da célula parental, o nacleo divide-se, e duas
células-filhas sdo produzidas a partir da célula inicial, denominada célula mae

(TORTORA et al. 2016). ...

1.5 Importancia das leveduras na saude, agricultura e biotecnologia

As leveduras estdo entre os primeiros microrganismos domesticados pelos
homens, com relatos do seu uso na producdo de pdo e cerveja vivenciado pela
civilizacdo egipcia. Em meados de 1680, o holandés Anton Van Leeuwenhoek,
comerciante de tecidos, cientista e construtor de microscopios, realizou as primeiras
observacdes microscopicas de células de leveduras. Apenas em 1837, Louis Pasteur
constatou que a fermentacéo alcodlica seria promovida por leveduras (PASTEUR, 1860).

Populacdes de leveduras podem ser encontras em diferentes ambientes, seja
em superficies bidticas ou abidticas, seja vivendo em harmonia com seu hospedeiro
ou atuando como patégeno. O género Candida, por exemplo, ja foi relatado em pera,
citrino, carambola, ameixa, melao (HISIU-JUNG, 2017) e tomate (ROBL et al., 2014), sem
causar danos aos hospedeiros. Por outro lado, este mesmo género esta intimamente
relacionado a infec¢Bes hospitalares (NIARE-DOUMBO et al., 2014) com espeécies
pertencentes ao complexo de doenca Candida parapsilosis (CANTON et al., 2011) €
apresentando resisténcia a antifangicos como anfotericinina B, demonstrando alta
capacidade de adesdo em superficies de aco inoxidavel e ao latex FERREIRA et al.,
2019).

Ha relatos de leveduras encontradas no milho (ABE et al., 2015), maga (WEl et al.,
2017), kiwis (NIU et al., 2016), mamao, cacau, banana, rambutdo (JACQUES &
CASAREGOLA, 2019), péssego (HALL etal., 2018), cereja (KESMEN, OZBEKAR & BUYUKKIRAZ,
2018), pepino (HIRAI & KAWASUMI, 2020), cana-de-agucar, arroz (KHUNNAMWONG et al.

2019) entre outros. Além de estarem presentes em diversos frutos, as leveduras
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também sao frequentes em diversas floracdes, por exemplo, em camélia (KANPIENGIAI
et al., 2016), rosa damascena, rosa do damasco (CORBU; VASSU & CSUTAK, 2019), em
néctares de flores silvestres (VEGA; ALBALADEIO & LACHANE, 2018), flores de manga,
goiaba, roma, limao, eucalipto e petdnia (MOUBASHER; ABDEL-SATER & ZEINAB, 2018).

As leveduras possuem diversas caracteristicas e potenciais que as tornam
promissoras biotecnologicamente na producdo de biocombustiveis, enzimas,
biosurfactantes e carotenoides (LYMAN et al., 2019), por exemplo. Apresentam potenciais
relevantes na biodegracdo de micotoxinas, tal como aflotoxinas (TAHEUR et al., 2020),
gue sao um risco a saude; no processo de fermentacéo para producéo de vinho, com
cepas termotolerantes (AMOIKON et al., 2018); € ha industria da cerveja, com a histérica
atuacao do bem sucedido género Saccharomyces (ROSA & AFONSO, 2015).

Uma importancia na area da salude sdo as habilidades de resisténcia das
leveduras a antifungicos, tais como fluconazol (YANG et al., 2009), 5-flucitosina (YANGHUA
et al., 2010), anfotericina B (FERREIRA et al., 2019), antifangicos azolicos e griseofulvina
(MUKHERJEE et al., 2014). Esta indiscutivel competéncia em resistir a antifiingicos €,
corrigueiramente, relacionada com a capacidade de producdo de biofilme (MAZARI et
al., 2015).

Esses microrganismos possuem potencial inibitério que pode ser aproveitado
na contencdo de fungos filamentosos, como o Penicillium expansum (COELHO et al.,
2011), Fusarium graminearum (de OLIVEIRA et al., 2015) € no controle de bactérias como
Pectobacterium carotovorum (MELLO et al.,, 2011). As leveduras destacam-se como
antagonistas por serem efetivos competidores de nutrientes, por rapidamente
colonizar ferimentos, podendo até induzir o crescimento e a resisténcia do vegetal,
bem como na sua eficiéncia em produzir enzimas liticas (SILVA et al., 2014).

Alguns exemplos do potencial de levedura ao controle de fitopatégenos sédo as
espécies Rhodotorula glutinis, detentora de um 6timo potencial inibitério sobre o
desenvolvimento da antracnose em pimentao (VIEIRA & SANTOS, 2015), Metschnikowia
drosophilae, que inibe por competicio o crescimento de Botrytis em videira e
morango, além do controle da moniliose de péssego (BOULY et al., 2018) e
Saccharomyces cerevisiae, no controle efetivo de doencas foliares e de flores
causadas por Mycosphaerella fragariae, Dendrophoma obscurans e Colletotrichum
acutatum (GOUVEA et al., 2009).

Outra caracteristica marcante das leveduras é a producdo de micotoxinas,

capazes de inibir microrganismos uni ou pluricelulares. Uma destas substancias, de
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natureza proteica, denomina-se fator killer, toxina killer ou proteinas killer (BENDOVA,
1986; CANDIDO et al., 1995). Associado ao potencial biocontrolador, o fator killer pode
atuar na inibicdo de fitopatdgenos, a exemplo, sobre o Botrytis cinerea (de OLIVEIRA et
al., 2011). Também demonstra potencial de atividade fermentativa (de LIMA et al., 2007) €
inibem bactérias contaminantes de processos fermentativos alcodlicos (MENEGHIN et
al., 2010). Aplicam-se também sob a eliminacéo de leveduras patogénicas a humanos
do género Candida (ROBLEDO-LEAL et al, 2018), contra fungos dermatofitos (LANDELL et
al, 2007), antagonizam Candida albicans de cavidades bucais (RIBEIRO et al., 2007) entre
outras aplicacdes.

A inducéo de resisténcia de plantas, por meio da acéo de leveduras, também
€ uma caracteristica bastante explorada, tal como Saccharomyces cerevisiae em
plantulas de pepineiro resistentes a Colletotrichum lagenarium (ZANARDO et al., 2009),
em frutos de morangos inoculados com Rhizopus nigricans (BENDO & VIECELLI, 2009) e
em eucaliptos, reduzindo a severidade da ferrugem causada por Puccinia psidii
(BOAVA et al., 2010). O género Saccharomyces também atua na indugéo a producao de
fitoalexinas em sorgo, soja (STANGARLIN et al.,, 2010), feijoeiro (MULLER et al., 2011),
morangueiro (GOUVEA et al., 2009) entre outros hospedeiros.

Outro importante mecanismo é a producdo enzimatica. Esse fator reafirma a
importancia das leveduras no campo da biotecnologia, visto que estas expressam
enzimas como amilase (BASTOS, et al., 2015), configurando-as como promissoras
produtoras de alcool (COELHO et al., 2020). As enzimas catalase, beta-glucosidase,
protease, lipase (NOGUEIRA et al., 2012) e beta-galactosidase (HEIDTMANN et al., 2012),

também fazem parte da variedade enzimatica produzidas por leveduras.

1.6 Biofilme microbiano

Biofilmes séo descritos como uma matrizes poliméricas, aderidas sobre
diferentes tipos de superficies soélidas, circundando colbénias que, geralmente, estédo
submersas em meio liquido. Biofilmes também podem ser configurados por um
amontoamento de células de origens microbianas e pelos produtos gerados na
excrecdo de substancias poliméricas extracelulares dessas células (BARROS, 2009;
LANGER et al, 2018). Além das leveduras as bactérias, protozoarios e fungos

filamentosos exibem capacidade de formacédo de biofilme (HARDING et al., 2009).
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O processo de formacao de biofilme por leveduras ocorre em cinco etapas (HA,
2013; TAN et al., 2014; XAVIER et al., 2003; DORIA et al., 2015). Inicia-se com a adesao de
células em superficies bidticas e abidticas via interagdes fisico-quimicas, em seguida
acontece o agrupamento das células dentro de uma matriz extracelular polimérica.
Posteriormente, sucede a formacdo de uma camada basal de micro colénias e,
consequentemente, o aumento da matriz polimérica induzindo a organizacdo de
agregados em multicamadas. Na ultima etapa, ocorre a maturacdo das células que
estdo sobre a superficie e essa maturacéo ocasiona a liberagédo de células que ficardo
sujeitas a formacao de um novo biofilme (BLANKENSHIP & MITCHELL 2006; SUN et al., 2015)
(Figura 2).

Figura 2. Etapas de formacé&o de biofilme por leveduras de acordo com (Blankenship & Mitchell 2006;
Sun et al., 2015. llustrado por Ribeiro, 2016)
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O mecanismo de formacdo e manutencdo de biofilmes € estudado por
diferentes perspectivas, a exemplos, a relagdo entre resisténcias bacterianas e a
capacidade de producéo de biofilme (QI et al., 2016), gama de leveduras antagdnicas a
antifingicos, tais quais fluconazol e anfotericina (ZAHRAN et al., 2015) e a contencédo do
desenvolvimento de doencgas em frutos, como a manga (Mangifera indica L.) sob
ataques de Botryosphaeria dothidea e contida por Meyerozyma guilliermondii (TERAO
& HALFELD-VIEIRA, 2017).

O perfil do carater produtor de biofilme, produzido por leveduras, pode variar
entre géneros, espécies (TREVINO-RANGEL et al., 2015) € até mesmo entre individuos da
mesma espeécie (FERREIRA et al., 2019). A etapa crucial para o sucesso na producao

deste biopolimero se da durante o processo de adesao celular via interacdes célula-
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célula e/ou célula-substrato (WILLAERT, 2018), uma vez que essa bioadesdo seja
inibida, a producao de biofilme é interrompida (INES & DHOUHA, 2015).

O aumento gradual do estresse sobre as leveduras esta diretamente
relacionado ao aumento na produgéo de biofilme (SEMLALI et al., 2014). Os principais
fatores estressores sdo: a idade da cultura, os nutrientes disponiveis, alteracées no
pH (SHIBATA, OBASE, ITOH & AMEMIYA, 2018), salinidade no meio (SOLIERI et al., 2016),
metabdlitos secretados pela prépria cepa, como o etanol, acido succinico e glicerol
(MEERTS et al., 2018), que por sua vez provocam intoxicagdo as colonias.

Ao longo dos anos, varios protocolos foram desenvolvidos e aprimorados para
avaliar a formacéo de biofilme. Dentre tantos, os mais usuais sdo 0s que utilizam
microplacas de 96 pocos, como aparato para desenvolvimento das colbnias,
associados a utilizacdo de corantes como o cristal violeta, safranina e resazurina, para
observacdo das camadas de biofilme (HANEY et al., 2018; CAIXETA et al., 2019). Diversos
autores comparam métodos para avaliar as leveduras quanto a producéo de biofilme
e muitos observaram que o uso de cristal violeta é efetivo na quantificagcdo de
biomassa de biofilme (STIEFEL et al., 2016) € 0 método da reducdo de sal tetrazélico
responde bem na avaliacdo de atividade celular (ZAHRAN et al., 2015), porém, ambas
técnicas se complementam (XU et al., 2016).

A avalicdo experimental baseada no uso do corante cristal violeta, afere-se os
valores de absorbéancia via espectrofotometro. Entretanto, a calibracdo da densidade
Optica no instrumento aferidor ndo segue um padrdo comum, podendo variar em: 550
nandmetros (nm) (RAJENDRAN et al., 2010), 570 nm (NUNES, BIZERRA, FERREIRA &
COLOMBO, 2013), 590 nm (FRACCHIA et al., 2010), 595 nm (LEON-ROMERO et al., 2016) e 620
NM (INTO et al., 2020).

Além da calibracéo da densidade éptica no espectrofotdmetro, outro fator que
varia de autor para autor é a interpretacéo e categorizacao dos individuos testados a
partir da concentragdo de cristal violeta (CCV). Para Ferreira (2019), valores de CCV
abaixo de 0,036 classifica o isolado como fraco produtor de biofilme, porém para
Rajendran (2010) valores de CCV abaixo de 0,15 representa um perfil de cepa com baixo
potencial de producdo do biopolimero, sendo que ambos utilizaram a calibracdo de
densidade 6ptica em 550 nm.

Um outro fator crucial, para esse tipo de analise é o periodo de avaliagao, visto
gue a curva de crescimento pode ser homogénea para um grupo ou especifica para

um individuo, condicionando-se em aspectos de aptidées ambientais e genéticos
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(HERRICKS et al., 2017). Uma mesma espécie, por exemplo Candida albicans, pode
apresentar maior carater produtivo de biofilme em 24 (RAJENDRAN et al., 2010), em 48
(FRACCHIA et al., 2010) € em 72 horas (SEMLALI et al., 2014) dependendo das condi¢des
ambientais a qual se encontra. Outro exemplo a ser observado € o caso em
Saccharomyces cerevisiae que pode apresentar o pico na massa celular em 24 (LIU et
al., 2016) e em 56 horas (JIANG, XU & CHEN, 2019).

Diante das divergéncias quanto aos meétodos de avaliagbes na producéo de
biofilme, alguns autores recorrem a uma op¢ao mais basica, considerando apenas se

o isolado avaliado pode ser considerado como positivo ou negativo (SHEIK et al., 2015).

2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Objetivou-se neste trabalho identificar as leveduras isoladas do pericarpo do
meldo amarelo C. melo e verificar a eficiéncia quantitativa destas leveduras quanto a

formacédo e manutencao do biofilme.
2.2 Objetivos especificos

e |dentificar molecularmente as cepas de leveduras isoladas do pericarpo
do meldo amarelo;

e Determinar in vitro a eficiéncia das leveduras isoladas do pericarpo do
meldo amarelo na formagédo e manutencao de biofilme em 24, 48 e 72
h.
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RESUMO:

Biofilmes podem ser definidos como uma comunidade séssil de microrganismos,
encapsulados por uma matriz de substancias poliméricas extracelulares, formados e
encontrados em substratos bioticos e abioticos. Bactérias, protozoarios, leveduras ou
fungos filamentosos apresentam a capacidade de formacdo de biofilmes e as
caracteristicas dessa formacao variam conforme o tipo de microrganismo envolvido.
Esse trabalho objetivou contribuir para o conhecimento de espécies de leveduras
presentes na microbiota de frutos de meldo, e caracteriza-las quanto a capacidade de
formacdo e manutencao da camada de biofilme. Leveduras foram isoladas a partir de
tecidos epidérmicos do meldo amarelo Cucumis melo L. e as espécies a que
pertencem foram identificadas com base em biologia molecular, utilizando sequéncias
da regido ITS. Um total de 18 cepas foram isoladas. O género Candida agrupou o
maior namero de cepas, totalizando 9 isolados. Todas as leveduras avaliadas
apresentaram formacao de biofilme, em pelo menos um intervalo de avaliacdo. Ao
final de 24 h, o maior valor de concentracao de cristal violeta (CCV) foi de 0,067 mg
mL-1. Os maiores valores de CCV e das camadas de biofilme foram observadas as 48
h e as 72 h. Os resultados apontados neste estudo, representam o0s primeiros relatos
de Candida orthopsilosis, Candida sorboxylosa, Hyphopichia burtonii, Kodameae
ohmeri, Metschnikowia  sp., Meyerozyma  guilliermondii, Pseudozyma
churashimaensis e Rhodotorula sp. presentes naturalmente na microbiota de mel&o.
O comportamento de formacg&o de biofilme, demonstrados pelos isolados de C.
sorboxylosa e C. orthopsislosis utilizados nesse trabalho, indicam que a eficiéncia de
formacao e manutencéao de biofilme é relativa e particular a cada isolado. A microbiota
do meldo amarelo apresenta uma ampla diversidade a nivel de género e espécie e
essa diversidade de leveduras apresenta diferentes comportamentos na formacéo e

manutencao de biofilme, podendo se comportar com alta, média e baixa eficiéncia.
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ABSTRACT:

Biofilms can be defined as a sessile community of microorganisms, encapsulated by a
matrix of extracellular polymeric substances, formed and found in biotic and abiotic
substrates. Bacteria, protozoa, yeasts or filamentous fungi have the ability to form
biofiilms and the characteristics of this formation vary according to the type of
microorganism involved. This work addresses aspects related to the recognition of
yeast species present in the melon fruit microbiota, and the ability to form and maintain
the biofilm layer by these yeasts. Yeasts were isolated from epidermal tissues of yellow
melon and identified at the species level, totaling 18 strains. The genus Candida
grouped the largest number of strains, totaling 9 isolates. All evaluated yeasts showed
biofilm formation, in at least one evaluation interval. At the end of 24 h, the highest
crystal violet concentration (CCV) value was 0.067 mg mL. The highest values of
CCV and biofilm layers were observed between 48 h and 72 h. The results pointed out
in this study represent the first reports of Candida orthopsilosis, Candida sorboxylosa,
Hyphopichia burtonii, Kodameae ohmeri, Metschnikowia sp, Meyerozyma
guilliermondii, Pseudozyma churashimaensis and Rhodotorula sp naturally present in
the melon microbiota. The behavior of biofilm formation, demonstrated by the isolates
of C. sorboxylosa and C. orthopsislosis used in this work, indicates that the efficiency
of formation and maintenance of biofilm is relative and particular to each isolate. The
yellow melon microbiota has a wide diversity in terms of genus and species and this
diversity of yeasts presents different behaviors in the formation and maintenance of

biofilms, and can behave with high, medium and low efficiency.

Key-words: Yeast, biotechnology, biofilm, yellow melon

INTRODUCAO

As leveduras sao fungos unicelulares capazes de formar estruturas conhecidas
por biofilmes (FEYDER et al., 2015). Biofilmes podem ser definidos como uma

comunidade séssil de microrganismos, encapsulados por uma matriz de substancias
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poliméricas extracelulares (SPE), formados e encontrados em substratos bioticos e
abiéticos (DONLAN & COSTERTON, 2002).

Bactérias, protozoarios, leveduras ou fungos filamentosos apresentam a
capacidade de formacdo de biofiimes e as caracteristicas dessa formacédo variam
conforme o tipo de microrganismo envolvido (HARDING et al., 2009). A formacdo do
biofilme por leveduras ocorre em cinco etapas: 1) adeséo de células a uma superficie,
por meio de interac¢des fisico-quimicas; 2) agrupamento de células em meio presenca
de uma matriz extracelular polimérica; 3) formacdo de camada basal de micro
colénias, com o desenvolvimento de hifas e o aumento na matriz polimérica, induzindo
o estabelecimento de agregados em multicamadas; 4) maturacdo celular sobre a
superficie; 5) a maturacdo provoca a liberacdo de células que poderdo dar inicio a
uma nova formacao de biofilme (BLANKENSHIP & MITCHELL 2006; SUN et al., 2015).

Em ambiente natural, biofilmes microbianos podem ser encontrados em quase
todos os tipos de substrato, desde que estes tenham um nivel de umidade suficiente
para tolerar o crescimento desses microrganismos. Vale ressaltar que em ambientes
inoGspitos, a capacidade para formacao de biofilme é uma estratégia de sobrevivéncia

fundamental que pode ser desempenhada por alguns tipos de microrganismos (SREY
etal., 2013).
A formacéo e expressdo de biofilme esta relacionada a efeitos benéficos ou

maléficos, dependendo da natureza e espécie do microrganismo formador dessa
biocamada. Os efeitos negativos estéo relacionados principalmente a microrganismos
contaminantes e/ou patogénicos, capazes de provocar a biocorrosdo de
equipamentos; contaminacao de alimentos; e danos para a saude humana, devido ao
desenvolvimento de biofilmes no interior do organismo, provocando infecgcbes em
tecidos, trato urinario, rejeicdo de proteses, entre outros problemas, podendo evoluir
a Obito (PIZZOLITTO et al., 2001).

Diferentemente, os efeitos benéficos sdo desempenhados por microrganismos
com importante aplicacdo em diversas atividades como a producao e degradacao de
matéria organica; tratamento de efluentes, por meio da remocdo de poluentes
organicos e inorganicos de aguas contaminadas; em aplicacbes farmacéuticas, na
producdo de antibioticos; em processos biolégicos na extragdo de metais a partir de
minério; e em reatores nos processos fermentativos (KASNOWSKI et al., 2010).

Biofilmes produzidos por leveduras sdo comumente encontrados em tecidos

vegetais. A fixacdo de leveduras nesses tecidos é mediada por proteinas especificas
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ancoradas ao glicosilfosfatidilinositol, presentes na parede celular das leveduras
(FINKEL & MITCHELL, 2011; PU et al., 2014). Por competirem por espago, nutrientes, e
serem 0s principais organismos encontrados na superficie de folhas e frutos, as
leveduras tém sido largamente estudadas como promissores agentes de biocontrole
— BCA’s de fitopatdgenos em pré e pds-colheita (ARAUJO et al., 2015), atuando como

uma barreira fisica antimicrobiana impedindo a penetracdo de agentes externos
(PARSEK & FUQUA, 2004).

O estudo da formacéao de biofilmes, a partir de leveduras isoladas de vegetais,
ndo soO contribui com informacdes sobre o potencial de aplicabilidade dessas
leveduras no controle de fitopatdgenos, mas também como alternativa de substituicdo
de revestimentos plasticos por filmes biodegradaveis (DAVANCO et al., 2007) sobre frutos
e vegetais, por exemplo, bem como se apresenta como um indicador de cepas
potenciais ao processo de producao industrial de alcool (FIDALGO, 2006).

Além dos tipos de efeitos envolvidos na acdo microbiana, a capacidade de
formacdo e manutencédo de biofilme esta relacionada diretamente ao género e/ou
espécie de microrganismos envolvido. Por exemplo, espécies do género Candida, que
€ um competente produtor de biofilme, tém apresentado importante frequéncia de
isolados, cerca de 80 %, nas infec¢cdes flngicas registradas em ambientes
hospitalares, além disso, se trata da quarta maior causa de infeccdo sanguinea,
direcionando cerca de 38 % dos pacientes ao 6bito (TAMURA et al., 2007). Pouco se sabe
sobre as espécies de leveduras presentes na microbiota de meldo, bem como sua
capacidade de formagdo e manutencdo de biofilme, assim este trabalho aborda
aspectos relacionados ao reconhecimento de espécies de leveduras presentes na
microbiota de frutos de meldo, e a capacidade de formacao e manutencédo da camada

de biofilme por essas leveduras.

MATERIAL E METODOS

Obtencéo e selecao de leveduras

As leveduras foram isoladas a partir dos tecidos do pericarpo de meldo amarelo,
adquiridos comercialmente no Centro de Abastecimento e Logistica de Pernambuco
(CEASA/PE) no municipio de Recife-PE em 2015 e, apds processos de purificagédo e

preservacdo em 0Oleo mineral, armazenadas na Colecdo de Fungos de Solo — CFS,
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na Universidade Federal Rural de Pernambuco — UFRPE, localizada em Recife,
estado de Pernambuco.

Os isolados foram recuperados da Cole¢do CFS-LAFSOL/UFRPE, cultivados
em meio yeast extract peptone dextrose (YEPD-4gar, Sigma Aldrich, USA) e foram
selecionados 18 isolados (LCFS 001, LCFS 002, LCFS 003, LCFS 006, LCFS 007,
LCFS, 008, LCFS 011, LCFS 012, LCFS 014, LCFS 016, LCFS 019, LCFS 022, LCFS
029, LCFS 030, LCFS 031, LCFS 033, LCFS 034 e LCFS 044), considerando-se as
diferencas morfologicas de crescimento e desenvolvimento das colénias em YEPD-

agar.

Identificagc&o das leveduras

As leveduras foram cultivadas por cinco dias em meio YEPD agar e uma porcéo de
crescimento das colénias foram removidas e transferidas para um microtubo de
polipropileno estéril (Axygen® capacidade 2 mL) contendo 600 pl de tampéo de
extracdo para a extracdo de DNA gendmico. O DNA foi extraido usando o protocolo
CTAB (brometo de cetil trimetilaménio) descrito por Murray e Thompson (1980), com
modificacdes. As amostras de DNA obtidas foram aferidas em espectrofotdmetro
NanoPhotometer UV/Vis (IMPLEN, Korea) e diluidas para 25 ng pL™.

Sequéncias de DNA dos espacgos internos transcritos (ITS) 1 e 2, incluindo o
gene 5.8S rRNA (ITS) foram amplificadas por PCR em reac¢des de 25 uL contendo: 1
ul de DNA tamplate (50 ng plt), 1 U Platinum® Taq DNA Polymerase; 2 pl 10X PCR
Buffer; 1,8 ul magnesium chloride 50 mM; 2 pl nucleotideo mix (Thermo Scientific,
Waltham, USA); 1,8 ul de cada primer forward e reverse, a 10 uM (sintetizados por
Invitrogen™, Carlsbad, USA), 1 pl de dimethyl sulfoxide - DMSO (Synth, Sdo Paulo,
BR) e 13,5 ul de 4gua ultrapura. As ciclagens foram realizadas em termociclador 2720
Thermal Cycler (applied biosystems) e os fragmentos de DNA foram amplificados com
desnaturacao inicial a 94 °C por 2 min; seguidas de 35 ciclos de 94 °C por 1 min, 57
°C por 1 min., 72 °C por 1 min e extensao final a 72 °C por 10 min.

Os produtos de PCR foram purificados com kit de purificacdo PureLink™ PCR
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA), de acordo com as especificagbes do
fabricante, e sequenciados em sequenciador automatico ABI3500, na Plataforma de
Sequenciamento de DNA do Laboratorio de Bioinformética e Biologia Evolutiva

(Universidade Federal de Pernambuco, Brasil). Os cromatogramas foram ajustados



41

em contigs, editados e as sequéncias consenso comparadas inicialmente com as
sequéncias referéncias das espécies de leveduras recuperadas do GenBank
(http://www.ncbi.nim.nih.gov), para verificar quais as possiveis espécies compativeis.
As multiplas sequéncias de ITS foram alinhadas no portal MAFFT verséo 7 e a
filogenia foi inferida comparando-se os agrupamentos filogenéticos por Andlise de
Méaxima Verossimilhanca - MV aproximada no portal CIPRES (https://www.phylo.org).

As analises de MV foram estimadas com a ferramenta RAXML-HPC2 on XSEDE,
modelo GTR GAMMA, e a melhor topologia de arvore atrelada aos valores de
Bootstrap em 1000 pseudoreplicatas. As arvores foram visualizadas utilizando a
ferramenta FigTree Versdo 1.4.2 (http://tree.bio.ed.ac.uk/) com base nos resultados
comparativos das filogenias obtidas por MV de ITS para o reconhecimento das
espécies (Tabela 1)

Tabela 1. Detalhamento informativo dos géneros e espécies de leveduras incluidas nas
andlises filogenéticas deste estudo

Taxon? N. isolado® N.Zigelsa;)olLSc;m
Candida albicans* CBS 5627 NR_125332
Candida caryicola* CBS 88477 NR_077194
Candida danieliae CBS 85337 HM156530
Candisa dubliniensis CBS 79877 NR_119386
Candida hainanensis AS2.3478 EU284099
Candida leandrae CBS 97357 NR_155222
Candida loeiensis CBS 11899 NR_155223
Candida metapsilosis CBS 109077 NR_165186
ATCC 961397 NR_130661
Candida orthopsilosis CFS 014 ND
CFS 031 ND
CBS 6047 AJ635316
Candida parapsilosis CFs 007 ND
CFS 012 ND
Candida restingae CBS 84937 NR_155225
JYC536 MN244378
CFS 022 ND
Candida sorboxylosa CFS 029 ND
CFS 030 ND
CFS 034 ND
Candida tropicalis CBS 94T NR_111250
CBS 23527 GU246247
Hyphopichia burtonii CES 001 ND
Hyphopichia fennica CBS 59287 NR_111246
Hyphopichia gotoi CBS 85317 NR_137743



Hyphopichia pseudoburtonii
Kodamaea anthophila
Kodamaea kakaduensis
Kodamaea nitidulidarum

Kodamaea ohmeri

Kodamaea transpacifica
Meyerozyma amylolytica
Meyerozyma athensensis
Meyerozyma caribbica
Meyerozyma carpophila
Meyerozyma elateridarum

Meyerozyma guilliermondii*

Meyerozyma neustonensis*
Meyerozyma smithsonii
Metschnikowia lopburiensis
Metschnikowia agaves
Metschnikowia caudata*
Metschnikowia drosophilae
Metschnikowia laotica
Metschnikowia torresii

Metschnikowia sp.

Pseudozyma churashimaensis

Pseudozyma jejuensis
Pseudozyma prolifica
Pseudozyma thailandica
Pseudozyma tsukubaensis
Rhodotorula araucariae
Rhodotorula babjevae
Rhodotorula dairenensis
Rhodotorula diobovata
Rhodotorula evergladiensis
Rhodotorula glutinis
Rhodotorula graminis
Rhodotorula kratochvilovae
Rhodotorula mucilaginosa
Rhodotorula pacifica
Rhodotorula paludigena*
Rhodotorula sinensis
Rhodotorula sp.
Rhodotorula sphaerocarpa

CBS 24557
CBS 84947
CBS 86117
CBS 84917
CBS 53677
CFS 008
CFS 044
CBS 12823
DSM 27310T
CBS 98407
CBS 9966 T
CBS 52567
CBS 9842T
CBS 20307
CFS 011
CFS 019
CBS 110617
CBS 98397
DMKU-RK277
CBS 77447
CBS 13651
CBS 88097
CBS 12967
CBS 5152
CFS 006
CFS 003
OK96

CFS 016
CBS 10454
CBS 319.877
CBS 100067
JCM 103247
CBS 60317
CBS 78087
CBS 4406
CBS 60857
CBS 108807
CBS 44067
CBS 28267
CBS 74637
CBS 3167
SY-96

CBS 6567
AS2.1389
CFS 002
CBS 5939

NR_138220
NR_155239
NR_155240
NR_155241

NR_121464
ND

ND

KF002564
KY673531
AY553846
NR_149348
AF022719
NR_111350
Mw284473

ND

ND

EF621563
AY553844
AB697761
NR_119735
KM233175
EU343805
NR_164084
KY102446

ND
ND
AB548947
ND
EF079966
AF294700
NR_155686
AB089372
NR_073277
NR_077096
KY104735
NR_073271
FJ008054
AF444501
NR_073273
NR_073282
NR_073296
AB026006
AF444493
KJ778637

ND

AF444499
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Rhodotorula taiwanensis BCRC 23118 GU646862
Rhodotorula toruloides CBS 349 AF444489
TCultura ex-type;

*Isolados utilizados como outgroup;

blsolados com nimero em negrito foram obtidos nesse estudo a partir de isolamentos dos tecidos
de meldo amarelo (Cucumis melo).

¢ITS: Espaco de Transcri¢do Interna (ITS1-5.8S-ITS2);

NDSequéncias serdo depositadas no banco de dados do NCBI;

ATCC - Department of Food Sciences and Nutrition,Laval University, Canadg;
BCRC — Projeto NCBI RefSeq Targeted Loci

CBS - Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, Holanda;

CFS - Colegao Fungos de Solo, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife, Brasil.

Preparo de curva padrédo

A curva de calibracdo padrdo utilizada para a determinacdo de formacao de
biofilme foi preparada a partir de uma solugéo estoque aquosa de cristal de violeta (CV)
a 0,4% (Dinamica Industria Brasileira). A solucdo estoque de CV foi diluida onze vezes,
pelo fator de diluicdo 0,5 para a obtencéo de doze solu¢cdes denominadas de pontos de
leitura, nas seguintes concentracées (mg mL1): 4;2; 1; 0,5; 0,25; 0,125; 0,0625; 0,0313;
0,0156; 0,0078; 0,0039 e 0,00195.

Para cada ponto de leitura, 100 pL de solucado foi transferido para um poco da
placa de microtitulacdo com 96 pocos do tipo fundo chato e estéreis (Olen® referéncia
K30-5096P). As placas foram submetidas a leitura de absorbéncia em leitor de
microplacas tipo Elisa (Biotek®, Winooski, VT, USA) em filtro de 595 nm. Os valores
de absorbancia obtidos foram correlacionados aos seus respectivos pontos de leitura
e a relacdo entre absorbancia e concentracdo de cristal violeta (mg mL™) foi
determinada pela equacéo linear (Figura 1): CV = (0,03664) — 0,0004; sendo CV =

concentracéo de cristal violeta e A = absorbancia.
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Figura 1. Determinacéo da equagdo linear a partir da relagdo entre os valores de absorbancia e concentracéo de

cristal violeta.

Preparo de células e formacao de biofilme

As leveduras foram cultivadas por 48 h em meio YEPD-4gar. Com auxilio de
uma alca de repique, por¢des das colonias foram transferidas para um tubo de
polipropileno para centrifugacdo (KASVI®, capacidade 50 mL) contendo meio de
cultura YEPD liquido estéril, sendo a concentracdo de células ajustada para 10’
células mL™.

A suspenséo de células foi transferida, em aliquotas de 100 ul, para o pocgo da
placa de microtitulagédo, com 96 pogos do tipo fundo curvo (fundo “U”) e estéreis (Olen®
ref.. K30-5096U). Para promover a adesao das células de leveduras a parede dos
pocos, as placas foram incubadas por trés horas, a 28 + 2 °C em agitacao constante
a 75 rpm mesa agitadora horizontal (Nova Etica MOD. 109-2). No tratamento controle,
a suspensao de células em meio YEPD foi substituida por meio YEPD estéril.

ApoOs a incubacao, o meio de cultivo dos pocos foi descartado e cada um dos
pocos foi lavado com 200 ul de phosphate bufferid-saline (PBS), por duas vezes.
Adicionou-se aos pocos 100 pl de meio de cultivo YEPD estéril e as placas foram
incubadas, nas mesmas condi¢cdes citadas acima, durante o intervalo pre-
estabelecido para a avaliagdo da formacdo e manutencdo da camada de biofilme.
Cada levedura representou um tratamento, totalizando 19 tratamentos (18 leveduras
+ controle) avaliados em trés periodos de incubacao: 24 h, 48 h e 72 h e 0 experimento
foi realizado em quadruplicata. Nos tratamentos incubados por 48 e 72 h, os meios
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presentes nos pocos foram submetidos a succgéao total e reabastecimento com 100 pl

de meio de cultivo YEPD estéril, a cada 24 h.

Determinacao de biofilme

As placas foram retiradas da incubacéo, os meios dos poc¢os foram descartados
e cada poco foi lavado duas vezes com PBS, como descrito no preparo de células.
Apos a completa remocéo do PBS, foram adicionados aos pogos 100 uL de solugao
aguosa de cristal de violeta a 0,4%, para corar as células das leveduras, e a placa foi
mantida em repouso durante 45 min. A solucdo de cristal violeta foi removida e os
pocos foram lavados trés vezes, com adicdes e remocgdes sucessivas de 200 pul de
agua destilada estéril.

As placas foram mantidas em posicéao invertida sobre papel toalha absorvente
estéril durante 15 min e as células de leveduras foram descoradas com adicdo de 200
pl de Etanol a 95%, por 45 min. Parte da solug&o alcéolica de cristal violeta obtida foi
transferida para uma nova placa de microtitulacdo com 96 pocos do tipo fundo chato
(100 ul em cada poco), com disposicdo das amostras equivalentes a placa inicial, e
adicionou-se 100 pl de agua destilada estéril, totalizando 200 pl de solucdo em cada
poco. Todos os procedimentos realizados nas amostras de leveduras foram realizados
ao tratamento controle.

As placas foram submetidas a leitura de absorbancia em (Biotek®, Winooski,
VT, USA) em filtro de 595 nm (Avaliado pelo Software Gen5®) da mesma forma como
performado para a curva de calibracdo. Os valores de absorbancia obtidos nas
amostras foram transformados em valores de concentracdo de cristal violeta
removidos das células de leveduras, utilizando a equacao (y=0,0366x — 0,0004) da
curva de calibracéao.

As leveduras foram classificadas, para cada intervalo de avaliacdo, quanto a
eficiéncias na producédo de biofilme (ePB), de acordo com a quantidade de cristal
violeta (mg mlt) obtido nos processos de descoramento das células de leveduras, em
alta eficiéncia (PBhi), média eficiéncia (PBme) ou baixa eficiéncia (PBlo), nos quais:
PBhi = 0,04; 0,04 > PBme = 0,02 e PBIlo<0,02.

Delineamento experimental e analises estatisticas
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As amostras foram distribuidas nas placas em quadruplicatas e os tratamentos
delineados em blocos inteiramente casualizados — BIC. As médias de concentracao
de cristal violeta (CCV) foram submetidos a andlises de variancia (ANOVA) e para as
andlises significativamente diferentes (p < 0,05), as médias foram comparadas pelo
teste Scott knott a 5 % de probabilidade, utilizando software Sisvar v5.6 (Ferreira,
2011).

RESULTADOS

Identificac&o das leveduras

O reconhecimento especifico de todos os isolados utilizados nesse trabalho foi
realizado por meio de inferéncias filogenéticas baseadas nos agrupamentos dos
isolados utilizados e representantes das espécies relacionadas, obtidos por meio de
andlises de maxima verossimilhanca — MV. Em um subclado formado pelos
representantes das espécies M. caribbica, M. guilliermondii e M. carpophila, dois
isolados (CFS 011 e CFS 019) foram reconhecidos como Meyerozyma guilliermondii
(Fig. 2). Relacionados ao género Metschnikowia, em um clado composto pelas
espécies M. torresii, M. laotica, M. agaves, M. drosophilae e C. danieliae, os isolados
CFS 003 e CFS 006 apresentaram distanciamento filogenético das demais espécies
e, por isso, nao foi possivel determinar sua classificacéo a nivel especifico, utilizando
a regido génica ITS, sendo esses isolados denominados de Metschnikowia sp.1 (Fig.
3).

Quatro isolados (CFS 007, CFS 012, CFS 014 e CFS 031) foram agrupados em
um clado com representantes de Candida orthopsilosis, Candida metapsilosis e
Candida parapsilosis. Dois deles (CFS 014 e CFS 031) foram reconhecidos como
Candida orthopsilosis e os demais (CFS 007 e CFS 012) foram reconhecidos como
pertencentes a espécie Candida parapsilosis (Fig. 4). Relacionado com o género
Rhodotorula, CFS 002 foi agrupado em um clado com representantes de Rhodotorula
toluroides e Rhodotorula sinensis, mas por ndo apresentar distin¢cao entre as espécies
citadas, ndo foi possivel determinar sua classificacdo a nivel especifico, sendo
denominados de Rhodotorula toluroides/sinensis (Fig. 5).

No reconhecimento das espécies pertencentes ao género Pseudozyma e de

Candida sorboxylosa o isolado CFS 016 foi agrupado em um clado com o isolado
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representante de Pseudozyma churashiamaensis e os quatro isolados (CFS 022, CFS
029, CFS 030 e CFS 034) agrupados com o representante de Candida sorboxylosa.
(Fig. 6). No reconhecimento das espécies pertencentes ao género Kodamaea e
Hyphopichia, por sua vez, o isolado CFS 001 foi agrupado em um clado com o isolado
representante de Hyphopichia burtonii e os dois isolados (CFS 044 e CFS 008)
agrupados com o representante de Kodamaea ohmeri, suportados por valores de

bootstrap acima de 70 (Fig. 7).

CFS 011
CFS 019
96 ——— Meyerozyma guilliermondii | MW 284473

77

Meyerozyma caribbica /| NR_149348
81 _

o 99— Meyerozyma carpophila | AF022719

— Meyerozyma smithsonii /| AY553844

Meyerozyma athensensis / AY553846
Meyerozyma amylolytica / KY673531
95 Meyerozyma elateridarum / NR_111350

Meyerozyma neustonensi /| EF621563

0.01

Figura 2. Relag®es filogenéticas entre espécies de Meyerozyma, por meio de andlise de Maxima verossimilhanca-
MV das sequencias do gene ITS. O dataset das sequéncias alinhadas abrangeu dez taxons, totalizando 502
caracteres, sendo: 414 conservados, 31 parcimoniosamente informativos e 88 variaveis. O cddigo de acesso do
GenBank esta grafado apds os nomes dos taxons. Valores acima de 70% s&o grafados nos ramos, baseados em
1000 réplicas de bootstrap. Meyerozyma neustonensi foi utilizada como espécie outgroup. Taxons em negrito

representam os isolados utilizados neste estudo.
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100 | CFS 006
86 CFS 003
Metschnikowia torresii | KY 102446

Metschnikowia laotica ! NR_164084

Metschnikowia agaves /| NR_119735
100

Metschnikowia drosophilae | EU343805

Candida danieliae | HM156530

— Candida hainanensis [ EU284099

9 L— Metschnikowia lopburiensis | AB697761

Metschnikowia caudata /| KM233175

—
0.05

Figura 3. Relacdes filogenéticas entre espécies de Metschnikowia por meio de andlise de Maxima verossimilhanca-
MV das sequencias do gene ITS. O dataset das sequéncias alinhadas abrangeu dez taxons, totalizando 465
caracteres, sendo: 196 conservados, 127 parcimoniosamente informativos e 208 variaveis. NUumeros de acesso do
GenBank estéo grafados ap6s os nomes dos taxons. Valores acima de 70% séo grafados nos ramos, baseados
em 1000 réplicas de bootstrap. Metschnikowia caudata foi utilizada como espécie outgroup. Taxons em negrito

representam os isolados utilizados neste estudo.

CFS 014
86

CFS 031
98

Candida orthopsilosis | NR_130661

Candida metapsilosis | NR_165186

CFS 007
100

CFS 012
100
Candida parapsilosis | AJ635316

Candida tropicalis | NR_111250

— Candida dubliniensis [ NR_119386

Candida albicans /| NR_125332

—
0.05

Figura 4. Relagdes filogenéticas entre espécies de Candida por meio de analise de Maxima verossimilhanca das

sequencias do gene ITS. O dataset das sequéncias alinhadas abrangeu dez taxons, totalizando 465 caracteres,
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sendo: 287 conservados, 75 parcimoniosamente informativos e 170 variaveis. NUmeros de acesso do GenBank
estéo grafados apds os nomes dos taxons. Valores acima de 70% s&o grafados nos ramos, com base em 1000
réplicas de bootstrap Candida albicans foi utilizada como espécie outgroup. Taxons em negrito representam os

isolados utilizados neste estudo.

Rhodotorula dairenensis | KY104735
Rhodotorula glutinis | AF444501
L Rhodotorula mucilaginosa | NR_073296
99 —_____ Rhodotorula pacifica /| AB026006

a0 Rhodotorula taiwanensis | GU646862

Rhodotorula sphaerocarpa | AF444499
[ CFsS 002

100|_|: Rhodotorula sinensis | KJ778637
Rhodotorula toruloides | AF444489
A|_ Rhodotorula araucariae | NR_073277
Rhodotorula kratochvilovae | NR_073282
Rhodotorula diobovata /| NR_073271
87 Rhodotorula evergladensis | FJ008054
E‘_u?hodotorula graminis | NR_073273
89— Rhodotorula babjevae | NR_077096
Rhodotorura paludigena | AF444493

84

0.01

Figura 5. Relacdes filogenéticas entre espécies de Rhodotorula por meio de andlise de Maxima verossimilhanca
das sequencias do gene ITS. O dataset das sequéncias alinhadas abrangeu dezesseis taxons, totalizando 655
caracteres, sendo: 499 conservados, 88 parcimoniosamente informativos e 134 variaveis. Nimeros de acesso do
GenBank estdo grafados ap6s 0os nomes dos taxons. Valores acima de 70% sao grafados nos ramos, com base
em 1000 réplicas de bootstrap Candida carycola foi utilizada como espécie outgroup. Taxons em negrito

representam os isolados utilizados neste estudo.
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CFS 034
CFS 030

CFS 022
100

[CFS 029

Candida sorboxylosa | MN244378
Pseudozyma prolifica | AF294700

— Pseudozyma jejuensis | EF079966

{Pseudozyma tsukubaensis | AB089372
Pseudozyma thailandica | NR_155686

{CFS 016

86 Pseudozyma churashimaensis [ AB548947

Meyerozyma guilliermondii | MW284473

|_|
0.10

Figura 6. Relacbes filogenéticas entre a espécie Candida sorboxylosa e espécies de Pseudozyma, por meio de
analise de Maxima verossimilhanga das sequencias do gene ITS. O dataset das sequéncias alinhadas abrangeu
doze taxons, totalizando 499 caracteres, sendo: 208 conservados, 147 parcimoniosamente informativos e 270
variaveis. Nimeros de acesso do GenBank estdo grafados ap6s os nomes dos taxons. Valores acima de 70% sao
grafados nos ramos, com base em 1000 réplicas de bootstrap. Meyerozyma guilliermondii foi utilizada como

espécie outgroup. Taxons em negrito representam os isolados utilizados neste estudo.
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Kodamaea anthophila | NR_155239
Candida leandrae | NR_155222
Candida restingae / NR_155225

Kodamaea transpacifica | KF002564
Kodamaea nitidulidarum | NR_155241

100 Candida loeiensis | NR_155223

—— Kodamaea kakaduensis | NR_155240

CFS 008
q{ CFS 044
[ ] Kodamaea ohmeri | NR_121464

Hyphopichia pseudoburtonii | NR_138220
Hyphopichia gotoi / NR_137743

Hyphopichia fennica | NR_111246
70 CFS 001
98! Hyphopichia burtonii | GU246247

— Candida caryicola /| NR_077194

—
0.05

Figura 7. Relagdes filogenéticas entre a espécie pertencentes aos géneros Kodamaea e Hyphopichia, por meio de
analise de Maxima verossimilhanga das sequencias do gene ITS. O dataset das sequéncias alinhadas abrangeu
doze taxons, totalizando 487 caracteres, sendo: 249 conservados, 140 parcimoniosamente informativos e 215
variaveis. Numeros de acesso do GenBank estdo grafados apds os nomes dos tdxons. Valores acima de 70% sao
grafados nos ramos, com base em 1000 réplicas de bootstrap. Candia caryicola foi utilizada como espécie
outgroup. Taxons em negrito representam os isolados utilizados neste estudo.

Formacao, manutencéo e eficiéncia de biofilme

Todas as leveduras avaliadas apresentaram formacédo de biofilme, em pelo
menos um intervalo de avaliagdo. Ao final de 24 h, o maior valor de concentragéo de
cristal violeta (CCV) foi de 0,067 mg mL™*. Os maiores valores de CCV, e
consequentemente das camadas de biofilme, foram observados as 48 h. As 72 h os

valores de CCV foram muito baixos e indetectaveis em alguns casos (Tab. 2).

Tabela 2. Concentragdo média de cristal violeta — CCV (mg mL*) descorados de células de
leveduras, componentes de camadas de biofilme, mantidas por 24, 48 e 72 h de incubagéo.
Classificacéo de leveduras quanto a eficiéncia de manutencdo das camadas de biofilme — ePB.

1 Cédigo 24 h 48 h 72 h

CFS 2CCV 3%ePB  CCV  ePB CCV ePB
LCFS 007 0,015E PBlo 0,030D PBme 0,010C PBlo
LCFS 012 0,052B PBhi 0,085A PBhi 0,030B PBme
LCFS 014 0,030D PBme 0,0/5A PBhi 0,027B PBme
LCFS031 0,065A PBhi 0,080A PBhi 0,042A PBhi
Candida sorboxylosa LCFS 022 0,040C PBhi 0,022E PBme 0,000D PBlo

Espécies

Candida orthopsilosis




52

LCFS 029 0,032D PBme 0,040C PBhi 0,006C PBlo
LCFS030 0,022E PBme 0,015E PBlo 0,007C PBlo
LCFS 033 0,067A PBhi 0,032D PBme 0,010C PBlo
LCFS 034 0,012E PBlo 0,007E PBlo 0,010C PBlo
Hyphopichia burtonii LCFS001 0,012E PBlo 0,012E PBlo 0,000D PBlo
LCFS 008 0,015E PBlo 0,032D PBme 0,007C PBlo
LCFS 044 0,032D PBme 0,032D PBme 0,010B PBlo
LCFS 003 0,057A PBhi 0,047B PBhi 0,006C PBlo
LCFS 006 0,042C PBhi 0,037C PBme 0,002D PBlo
LCFS 011 0,040C PBhi 0,040C PBhi 0,010C PBlo
LCFS 019 0,067A PBhi 0,035D PBme 0,010C PBlo

Kodamaea ohmeri

Metschnikowia sp

Meyerozyma guilliermondii

Chzf:sgicrﬁ;’e“:]‘;s LCFS016 0015E PBlo 0,027D PBme 0,000D PBlo
Rhodotorula sp LCFS 002 0,042C PBhi 0,045B PBhi 0,000D PBlo
cv 18,94 20,40 47,30
MG 0,037 0,039 0,010

1 Isolados destacados em negrito representam leveduras selecionadas por apresentarem manutencédo
satisfatorias de biofilme durante o intervalo avaliado;

2Valores médios de concentracdo de cristal violeta — CVV descorados de células de leveduras. Nas coluna,
diferentes letras representam diferengas significativas (p<0,01) pelo teste de Scott knott a 5% de probabilidade,
em DIC;

3 Classificacédo quanto a eficiéncia de manutencéo de biofilme — ePB: alta eficiéncia (PBhi), média eficiéncia
(PBme) ou baixa eficiéncia (PBIlo).

Na transicdo de 24 para 48 horas, observou-se que 27,78% das cepas
mantiveram-se no perfil PBhi, 11,1% dos isolados exibiram um aumento de eficiéncia
ao sair do perfil PBme para PBhi e/ou 16,67% dos individuos migraram do perfil PBlo
para PBme. Observou-se também queda na eficiéncia nos 22,22% dos isolados que
transitaram do perfil PBhi para PBme e em 5,56% que tiveram PBmédio para PBlo. A
manutencdo de eficiéncia no intervalo 24-48 h foi observado em 5,56 % e 11,11 %
dos isolados, que mantiveram perfis de PBme e PBIlo, respectivamente.

Diferentemente, na transi¢céo de 48 para 72 h, ndo houve incremento na eficiéncia
de manutencao das camadas de biofilmes, ou seja, nenhum dos isolados foi capaz de
ampliar essa eficiéncia. Contrariamente, aproximadamente 78% dos isolados
apresentaram reducdo dessa eficiéncia: com 44,44% de PBme para PBlo, 11,11%
passaram de PBhi para PBme e 22,22% de PBhi para PBlo. Os demais 5,56% e
16,67%, mantiveram eficiéncia constante de PBhi e PBIlo, respectivamente (Fig. 7).
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Figura 8. Frequéncia de isolados em relacdo a eficiéncia de producédo e manutencdo de camadas de
biofilme durante 24, 48 e 72 h de incubacdo in vitro. Nota: Classificacdo quanto a eficiéncia de
manutencdo de biofilme — ePB: alta eficiéncia (PBhi), média eficiéncia (PBme) ou baixa eficiéncia
(PBlo).

O comportamento diferiu ndo apenas entre as espécies estudadas, mas também
guando comparados os isolados pertencentes a uma mesma espécie. Todas as
leveduras de Candida orthopsilosis apresentaram comportamento ascendente quanto
a manutencdo da camada de biofilme, com posterior declinio até as 72 h, com
destaque ao isolados LCFS 031 que foi classificado com PBhi nos 3 periodos de
avaliacdo e LCFS 012 e LCFS 014, que apresentaram PBhi até as 48 h e apesar da
reducado para PBme as 72 h, mantiveram de forma satisfatoria as camadas de biofilme,

quando comparados aos isolados das outras espécies (Fig. 8).
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Figura 9. Efeito do tempo na manutencéo das camadas de biofilmes produzidas por leveduras.
Isolados de Candida orthopsilosis, Candida sorboxylosa, Kodamaea ohmeri, Metschnikowia sp.,

Meyerozyma guilliermondii, Rhodotorula toruloides, Pseudozyma churashimaensis e Hyphopichia

burtonii avaliados quanto a concentracdo de cristal violeta (mg mL-1) descorados das células
presentes na camada de biofilme, no intervalo de 24 a 72 horas.

DISCUSSAO
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Os resultados apontados neste estudo, representam os primeiros relatos de C.

orthopsilosis, C. sorboxylosa, H. burtonii, K. ohmeri, Metschnikowia sp.,

M.

guilliermondii, P. churashimaensis e Rhotodotrula sp. presentes naturalmente na

microbiota de meldo. As espécies identificadas nesse estudo também séo relatadas

em outros estudos em diferentes tecidos vegetais e subprodutos de origem vegetal
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(Tab. 3). O género Candida é frequentemente relacionado a patologias em casos
clinicos e as outras espécies de leveduras identificadas nesse estudo, podem
apresentar diferentes relacdes acerca de aspectos patoldgicos e respostas de
resisténcia a farmacos (Tab. 4).

Tabela 3. Relatos de espécies de leveduras em diferentes frutos, tecidos vegetais e
subprodutos de origem vegetal

a Espécies identificadas bHospedeiros relatados Referéncias

1 Hisiu-Jung et al.
(2017); 2 Robl et al.
(2014); 3 Granter et al.
(2017)

4 Abe et al. (2015); °
! Tomate, carambola, ameixa Gizaw et al. (2017); 6

Candida orthopsilosis 1 Pera, citrino e 2 tomate

Candida sorboxylosa

e 3 cactos Kanpiengiai et al.
(2016)
4 Milho, ° residuos de café, ¢ 7 Wei et al. (2017); 8
Hyphopichia burtonii Camellia sinensisvar, 7 cascas Sharma et al. (2018); °©
de maca Corbu et al. (2019)

8 Flores de Lagenaria sicraria, 1° Niu et al. (2016); 11
°rosa do damasco, 10 kiwi, 1* Abdel-Sater et al.
citrus, 2 mamao, cacau, (2020); 12 Jacques et
manga e rambutdo al. (2019)

Kodameae ohmeri

13 Gragaetal. (2015); 4
Kesmen et al. (2018); 15
Moubasher et al.
(2018)

Metschnikowia sp Sem relatos

13 Mag4, 10 kiwi, 14 cereja, 1®

flores de manga, goiaba,
Meyerozyma guilliermondii  rom4, lim&o, eucalipto e de

petunia, ¢ pepino nukazuke

16 Hirai et al. (2020); 17
Lee et al. (2017); 18
Khunnamwong et al.

(picles) (2018)
Pseudozvma 17 Folhas de pimenta e 8 19 Coradetti et al.
y tecidos de arroz, milho e (2018); 2° Saran et al.

churashimaensis cana-de-acticar 2017)



Rhodotorula sp.

18 Tecidos de milho, arroz e
cana-de-acucar, 1° em
graminias e em 20 cascas em
estagios de decompisicéo de
banana, manga, lichia, meléo
e de ameixa
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a Espécies presentes na microbiota do meldo amalero (Cucumis melo)

b Relatos das espécies em diversos frutos, tecidos e subprodutos vegetais

Tabela 4: Relatos da literatura de casos clinicos e resisténcias a medicamentos por espécies
isoladas e identificadas do meldo amarelo (Cucumis melo L.)

Espécies identificadas

Relatos clinicos

Resisténcia a farmacos

Candida orthopsilosis

Candida sorboxylosa

Hyphopichia burtonii

Kodameae ohmeri

Metschnikowia sp.

a Meyerozyma guilliermondii

a Pseudozyma
churashimaensis

Rhodotorula sp.

Infec¢des sanguineas (Gomez-
Lopez et al., 2008); infeccbes
fungicas de agéo secundaria

(Canton et al., 2011)

Presenca em secrec¢des
respiratdrias de pacientes de onco-
hematologia (Niaré-Doumbo et al.,

2014)

b Sem relatos

Infecg@o pulmonar (Diallo et al.,
2019); peritonite; fungemia (Huang
et al., 2018);

Sem relatos

Infecgdo e subsequente 6bito
(Nakazawa et al., 2018); onimicose
(zhang et al., 2020);

Fungemia (Chowdhary et al., 2020)

Sem relatos

Resisténcia a medicamentos
(Hsiu-Jung et al., 2017);

Sem relatos

Sem relatos

Resisténci a fluconazol (Yang
et al., 2009); 5-flucitosina
(Yanghua et al., 2010)

Sem relatos
Resisténcia a griseofulvina,
anfotericina B (Mukherjee et al.,
2014); voriconazol,
caspofungina (Mazari et al.,
2015)

Sem relatos

Sem relatos

a Os autores identificam as leveduras em seu estagio anamorfo.
b Sem relatos de patogenicidade em humanos

Algumas espécies de leveduras identificadas neste estudo sao relatadas como

agentes de importantes aplicacdes na biotecnologia. PARK & LEDESMA-AMAR (2018)

destacam o género Rhodotorula na biossintese de carotenoides e acumulo de lipidios

para as industrias de alimentos, biocombustiveis, farmacos e cosméticos. MARTINI et
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al. (2016) verificaram que M. guilliermondii apresenta alta eficiéncia na assimilacao de
xilose. IRIS BETSABEE et al. (2017) relatam M. guilliermondii como um produtor eficiente
de metabdlicos com baixos niveis toxicos, para o controle de fitopatdgenos. VENCINO
etal. (2017) relatam P. churashimaensis como uma espécie competente na indUstria de
cosmeéticos. SHARMA et al. (2018) relataram o potencial fermentativo de k. ohmeri e
ORTIZ-ALVAREZ et al. (2019) destacaram a capacidade de k. ohnmeri em degradar alcanos
com presenca de metais pesados. TAHEUR et al. (2020) constataram a
biodegradabilidade de micotoxinas do tipo aflotoxinas por C. sorboxylosa e AMIOKON
et al. (2018) caracterizam essa mesma espécie como termotolerante no processo
fermentativo de vinho ao resistir a temperatura de até 42 © C. FERREIRA et al. (2019)
caracterizaram C. orthopsilosis como agente de alta adesdo em superficies de aco
inoxidavel e ao latex siliconado, capacidade adesiva essa que € intimamente
relacionada com a capacidade de producéo de biofilme.

A utilizacdo adequada de corantes no processo de avaliacdo e/ou quantificacao
de biofilme, formado por leveduras pode ser considerado um dos fatores
determinantes nesse processo. STIEFEL et al. (2016), ao avaliarem treze métodos
distintos, constatou que a utilizacao do corante cristal violeta (CV) foi o mais adequado
para a quantificacdo na formacéo de biofilme. Semelhantemente, PANDA et al. (2016)
confrontaram quatro métodos de deteccdo de biofiilme e destacaram a ampla
eficiéncia nos métodos que utilizaram o corante CV, assim como ZAHRAN et al. (2015)
gue evidenciaram a eficiéncia no uso de CV para a mensuracdo de formacéo de
biofilmes.

Apesar de apresentar larga utilizacdo nos processos de avaliacdo de biofilme
produzidos por microrganismos, esses métodos de avaliacdo ndo apresentam um
padrdo especifico, havendo acentuadas divergéncias nos processos de calibracdo de
amostras para leitura e valores de absorbancia utilizados como padrdes de
comparacao.

LEON-ROMERO et al. (2016), por exemplo, definiram como parametro ao potencial
relevante na produc¢do do biopolimero o valor minimo de 1 mg/CCV com calibragéo
de absorbéancia em filtro de 595 nm (calibracdo utilizada nesse estudo). NUNES et al.
(2013) ao avaliarem quantitativamente a eficiéncia de leveduras na formacdo de
biofilme, calibrou a densidade Optica em 570 nm determinando como baixo produtor
as leituras menores que 0,160 CCV, médio com as leituras entre 0,160 a 0,632 CCV

e alto com os valores acima de 0,635 CCV.
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Genericamente, a padronizacdo na calibragem da densidade Optica nao
garante uma avaliacdo equivalente entre diferentes estudos de biofilme,
principalmente no que se refere a eficiéncia dessa produgéo. CORDERO-BUESO et al
(2017), utilizando uma densidade 6ptica de 590 nm, definiram como cepa potencial
aguelas capazes de produzir valores acima de 0,1 CVV e ZAJC et al. (2019), seguindo a
mesma configuracdo da densidade Optica, definiram a leitura de absorbancia 1,2 CCV
como valor minimo para que a cepa seja categorizada como forte produtora de
biofilme.

O comportamento quanto o potencial de formacéo de biofilmes, apresentadas
pelas leveduras desse estudo, incluindo as espécies de Candida, assemelha-se ao de
FRACCHIA et al. (2010) que, ao avaliarem o potencial de biofilme por isolados Candida
albicans, apontaram a ocorréncia de uma fase estacionaria, demonstrando uma
estagnacédo, sem reducdo expressiva, na manutencao do biofilme.

O comportamento da curva de crescimento é particular para cada individuo e
depende dos aspectos de aptiddo, além dos carateres ambientais e genéticos
(HERRICKS et al., 2017). Em suma, o comportamento da curva de crescimento é
previsivel, porém a padronizacao das fases em periodos especificos (minutos, horas,
dias) € imprevisivel. JIANG et al. (2019) avaliaram a curva de crescimento de
Saccharomyces cerevisiae em processo de fermentagcdo microbiana por 72 h e
relataram que a fase de crescimento iniciou 8 h apds a incubac¢éo, chegando ao pico
de massa celular ap6s 56 h, com tendéncias de declinios do volume de massa celular
das leveduras a partir de 72 h. FELICIANO et al. (2019), ao avaliarem leveduras por 48
horas, relataram que 16 dos 17 isolados apresentaram variacfes na taxa de
crescimento entre 0,11 e 0,24 UFC/h (unidade formadora de colbnia por hora) na fase
exponencial e que Candida lusitaniae levou 15 h para alcancar fase estacionaria.

As particularidades de comportamentos na producdo e manutencdo de
camadas de biofilme estéo relacionadas primordialmente a taxa de crescimento das
leveduras em relagéo ao tempo. Em condic¢des in vitro, adicionalmente, outros fatores
relacionados a esse desenvolvimento sdo fundamentais: a idade da cultura, a nutricdo
disponivel, alteragdes no pH (SHIBATA et al., 2018), estresse salino (SOLIERI et al., 2016),
o acumulo de residuos metabdlicos secretados pela propria cepa, tais como etanol,
acido succinico e glicerol (MEERTS et al 2018) podem se tornar auto toxicos as colénias

e influenciar a taxa de crescimento.
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As diferencas observadas quanto a eficiéncia de formacéao do biofilme entre os
7 géneros estudados foram esperadas, bem como o comportamento dos isolados de
mesma espécie. Os resultados relacionados a C. orthopsilosis, e seus distintos
comportamentos quanto a manutencao das camadas de biofilme ao longo do tempo
sdo compativeis com os resultados relatados por FERREIRA et al. (2019), oS quais
houve variacdes significativas entre isolados de C. orthopsisilosis, caracterizados
como produtores e ndo produtores de biofilme. TRENINO-RANGEL et al. (2015) relataram
comportamento semelhante, observando que isolados de C. orthopsilosis foram
associados aos fenotipos de alto e baixo produtor de biofilme, assim como GIACOBINO
et al. (2016) que pontuaram a relacao entre cepas de C. orthopsilosis, observando que
75 % dos isolados testados apresentaram alta producgao de biofilme, no entanto, n&o
foram recuperados dados de carater quantitativos, sobre a eficiéncia na formacéo de
biofilme por C. sorboxylosa.

O comportamento de formacao de biofilme, demonstrados pelos isolados de C.
sorboxylosa e C. orthopsislosis utilizados nesse trabalho, indicam que a eficiéncia de
formacao e manutencédo de biofilme é relativa e particular a cada isolado. PIRES et al.
(2016), que relataram alta eficiéncia de C. orthopsislosis, com uma producédo
expressiva de camadas de biofilme em 24 h, e producdo ascendente até as 48 h,
seguida de maturacdo desse biofiime. Apés 72 h de incubacdo a populacédo C.
orthopsilosis avaliada por PIRES et al. (2016) encontrava-se heterogénea com células
em fase de declinio, morte celular e divisdo celular interrompida.

De forma geral, neste trabalho C. orthopsilosis caracterizou-se como a mais
eficiente formadora de biofilme. Contudo, vale ressaltar o comportamento das
espécies Metschnikowia sp., Meyerozyma guilliermondii e Rhodotorula
toruloides/sinensis, consideradas PBhi nos dois primeiros periodos de avaliagdo. A
eficiéncia na manutencdo de biofiime de M. guilliermondii € confirmada por DE
ANDRADE et al. (2017), que ao avaliarem o anamorfo de M. guilliermindii, Candida
guilliermondii, evidenciaram boa producdo de biofiilme em 48 h. Conforme ja
mencionado, a falta de padrdes comparativos e/ou parametros de classificacdo quanto
a eficiéncia na formacdo de biofilme, provoca divergéncias nesse processo. Por
exemplo, para CORDERO-BUESO et al. (2017), as cepas de M. guilliermondii eficientes
deveriam apresentar valores de CCV acima de 0,1 (em densidade Optica: 590 nm),
parametro quantitativo acima do proposto em nosso trabalho. Com a mesma

calibracdo na densidade Optica, ZAJC et al. (2019) avaliaram por 48 h 0 comportamento
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M. guilliermondii, definindo cepas eficientes com valores de CCV acima de 1,2,
semelhantemente, esse tipo de parametro também ndo poderia ser aplicado aos
isolados que aqui foram estudados.

Apesar da escassez de estudos realizados in vitro que possibilitem comparar
nossos resultados, isolados de M. guilliermondii sdo relatados biocontroladores
eficientes na protecéo de frutos a ataques de fungos filamentosos. TERAO et al. (2017)
relataram que M. guilliermondii apresentou resultados significativos no controle da
podriddo em mangas (Mangifera indica L.), causada por Botryosphaeria dothide,
sugerindo que entre os principais mecanismos de biocontrole relacionados a essa
acao encontra-se a formacao de biofilme, que atuaria como uma barreira biolégica a
acado desse fitopatogeno.

Acerca da espécie R. toruloides/sinensis, ndo foram encontrados dados
guantitativos quanto a formacao de biofilme, desta forma este estudo é o primeiro a
avaliar, quantitativamente, a formacdo de biofilme por R. toruloides/sinensis, em
diferentes intervalos de tempo, bem como caracterizar isolados dessa espécie quanto
a eficiéncia na producado e manutencao de biofilme. NUNES et al. (2013) avaliaram 61
cepas, de cinco espécies pertencentes ao género Rhodotorula, porém R.
toruloides/sinensis ndo estava entre as espécies avaliadas. Nesse trabalho os autores
apontaram presenca de cepas com baixa, média e alta eficiéncia na formacédo de
biofilme, e como a maioria dos trabalhos de avaliacdo de biofilme citados, indicaram
diferencas significativas entre a capacidade de formacdo de biofilme de cepas
pertencentes a uma mesma espécie.

Sobre os resultados das leveduras do género Metschnikowia ndo ha relatos de
avaliacdo quantitativa ou qualitativa de sua eficiéncia na formacdo de biofilme em
diferentes periodos de avaliacdo. Da mesma forma, as espécies C. sorboxylosa, H.
burtonii, e P. churashimaensis ndo apresentam relatos de avaliagcdo quantitativa da
eficiéncia na formacéo de biofilme.

A microbiota diversificada e dinamica de leveduras, coexistindo no pericarpo do
melédo amarelo C. melo, os distintos perfis de aplicabilidades dos géneros encontrados
nesse estudo e a triagem realizada a partir da avaliacdo da capacidade de formacao
e manutencdo de biofilme em diferentes periodos avaliativos, demonstram a
importancia de estudos de microbiotas. A adequacao da metodologia de avaliacao de
formacao de biofilme a partir dos valores de concentracéo desse estudo apresentou-

se como um fator indispensavel para uma leitura e interpretacdo mais coerentes,
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podendo este método ser aplicado a outros géneros de leveduras para avaliar a
capacidade de formacdo e manutencédo de biofilmes quantitativamente.

Esse estudo evidencia a riqgueza da microbiota do meldao amarelo acerca de
populacées de leveduras e suas diversas importancias em areas como biotecnologia,
agricultura, agroindastria e médica. Ressalta-se também a importancia em realizar
testes-triagens capazes de ranquear individuos de géneros e espécies diferentes de
uma microbiota, estudando o comportamento da formacéo e manutencgao de biofilme
de cada cepa e classificando-as a partir de um método aplicavel para estudos

posteriores.

CONCLUSOES

Diante do exposto, conclui-se que a microbiota do meldo amarelo C. melo
apresenta leveduras, e essa diversidade expbe diferentes comportamentos na
formacéo e manutencao de biofilme, podendo se comportar com alta, média e baixa
eficiéncia.

Observado que ha varias incoeréncias em métodos de avaliacdo de biofilme e
a auséncias de metodologias capazes de categorizar leveduras, quantitativamente,
guanto a eficiéncia na formacdo e manutencao de biofilme em diferentes periodos,
faz-se necessario outros estudos dessa natureza com a padronizacdo de métodos.

Considerando que a microbiota do meldo amarelo apresentou uma importante
diversidade de leveduras, estudos de outras microbiotas de frutos ou tecidos vegetais
Sao necessarios para incremento da literatura a respeito dos métodos de avaliacéo

para formacao e manutencao de biofilme.
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CONSIDERAGOES FINAIS

A partir do estudo da riqueza de espécies de leveduras encontradas na
microbiota do meldo amarelo (C. melo) e no ranqueamento destas, quanto a eficiéncia
em formar e manter camadas de biofilme em diferentes periodos avaliativos, por meio
de um método adaptado para obter dados quantitativos de concentracdo de células
formadoras do biopolimero, consideramos que este trabalho apresenta trés
informagdes fundamentais:

)] A microbiota do meldo amarelo (C. melo) apresenta riqueza significativa
em espécies de leveduras coexistindo entre si, demonstrando diferentes
perfis de agentes formadores de biofilme;

1)) A importancia em promover teste-triagem, ranqueando leveduras de
géneros e espécies distintas e comparando-as entre si até o nivel
espécie-espécie e observando que individuos de mesma espécie
apresentam diferencas minimas a diferencas expressivas;

1)) Ha uma escassez imensa em métodos que avaliam, guantitativamente,
a formacao de biofilme, sendo métodos qualitativos mais hipotéticos que
promissores. Mesmo quando o método é quantitativo a falta de
padronizacdo nos parametros de avaliacdo, muitas vezes impossibilita a
verificagdo coerente de resultados relatados e, neste estudo
consideramos apresentar um meétodo de avaliacdo adaptado valorizando
leituras quantitativas e ranqueamentos estabelecidos a partir de valores
de concentracdo de células formadoras de biofilme.

Consideramos que o estudo de microbiotas de frutos ou outro 6rgao ou tecido
vegetal devam ser mais frequentes, visto que os resultados desse trabalho apontam
evidéncias que estas estruturas vegetais abrigam popula¢ctes dinamicas de leveduras
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com ampla rigueza de género e espécies, além de fornecer informacfes importantes
no mecanismo de formacdo de biofiime. As leveduras apresentam diversos
mecanismos e nesse trabalho observamos apenas o biofilme, sugere-se, pois, que ha

um vasto campo de possibilidades para afericdes de outros mecanismos por parte das
leveduras.



