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RESUMO

SILVA, Jodo Marcos Maia, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho ded@2hiota
core de queijos de leite cru produzidos na regido da Serra da Canasti@rientador: José
Guilherme Prado Martin.

O Queijo Minas Artesanal (QMA) da Canastra apresenta relevancia histérica, sécio-cultural e
econbmica para o Estado de Minas Gerais. Além de ser caracterizado por uma producao
exclusivamente artesanal, que tem perdurado ao longo dos ultimos dois séculos, o processo de
producdo do QMA da Canastra também é um dos principais responsaveis por sua assinatura
organoléptica, principalmente decorrente da acdo de microrganismos presentes na matéria-
prima e no ambiente de producdo, caracterizando o terroir do QMA da Carastra.
identificacdo dessa comunidade microbiana, portanto, € um desafio complexo, tendo em vista
a grande variedade de microrganismos presentes, bemaco&woculturabilidade de grande

parte da microbiota. Dessa forma, a abordagem por metagendmica se mostra uma importante
ferramenta na compreensao da estrutura e funcdo da microbiota do QMA. Este estudo teve
como objetivo comparar a micobiota de queijos artesanais de leite cru produzidos nos 9
municipios que compreendeanegido da Serra da Canastra, bem como identificar a existéncia

de uma micobiota core. Para obtencdo dos dados de metagendmica, foi realizada a extracéo de
DNA total dos queijos esequenciamento da regido ITS1 pela plataforma Illlumina, USA. Foram
analisadas 585.614 sequéncias, agrupadas em 211 OTUs. Um padrédo de aumento dos indices
de diversidade alfa em relacéo a altitude das propriedades produtoras foi detectado. Os géneros
Debaryomyces, Trichosporon, FusarienCandida foram os prevalentes nas amostras
analisadas. A estrutura das comunidades microbianas dos queijos artesanais foi diversificada
em todas as amostras. Foram revelados diversos padrdes de co-exclusdo e co-ocorréncia
importantes para o equilibrio da micobiota dos queijos, além de vias metabdlicas responsaveis
por produzirem compostos volateis que estdo relacionados as caracteristicas organolépticas
previamente descritas nos queijos da Canastra. A partir desses resultados, foi possivel
caracterizar a micobiota core dos queijos artesanais da Canastra, além de relacionar o0s

potenciais papéis desses microrganismos na construc¢do da identidade organoléptica do produto.

Palavras-chave: Queijos. Metagen6mica. Fungos.



ABSTRACT

SILVA, Jodo Marcos Maia, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July, RRmbiota
core of raw milk cheeses produced in Serra da Canastra regioAdviser: José Guilherme
Prado Martin.

The Artisanal Minas Cheese (QMA) produced in Canastra region has historical, socio-cultural
and economic relevance for Minas Gerais State. Besides its exclusively artisanal production,
which has survived for almost two centuries, the production process of Canastra cheese is also
the main responsible for the organoleptic signature of the product, mainly due to the action of
microrganisms from raw material and environment, featuring the terroir of Canastra QMA.
The identification of its microbial community, therefore, is a complex challenge, considering
the great diversity of microorganisms, as well as the non-culturability of part of the microbiota.
Thus, the metagenomics approach proves to be an important tool to understand the microbiota
structure and functiom QMA. This study aimed to compare the mycobiota of artisanal cheeses
produced in Serra da Canastra region in 9 different cities, as well as to verify the presence of a
core mycobiota. For the metagenomics analysis, the total DNA in cheeses was extracted and
the ITS1 region was sequenced by the lllumina. 585,614 sequences were analyzed, grouped
into 211 OTUs. A pattern of increased alpha diversity indexes was detected considering the
altitude of the properties. Debaryomyces, Trichosporon, Fusarium and Candida were the most
prevalent genera in the cheeses. The structure of the microbial communities in cheese samples
was diversified across all samples. Several co-exclusion and co-occurrence patterns important
for the balance of cheese mycobiota were revealed, as well as metabolic pathways responsible
for volatile compounds production related to sensorial characteristics previously described in
Canastra cheese. From these results, it was possible to characterize the core mycobiota of
Canastra cheeses and propose the potential roles of these microorganisms in quality atributes

of the product.

Keywords: Cheeses. Metagenomics. Fungi.
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1. INTRODUCAO

O Queijo Minas Artesanal (QMA) é um dos mais antigos dq padsstros histéricos de
sua producédo datam do século XVIII, durante a exploracéo e colonizac&o do interior do Brasil
pelos portugueses (MACHADO et al., 2004). E caracterizado pela producdo manual, em
pequenas quantidades, com mecanizacao limitada e por técnicas especificas de cada regido nc
qual é produzido (KAMIMURA et al., 2019). Além disso, a producao de QMA é reconhecida
como um patrimonio cultural brasileiro (IPHAN, 2008).

Além da relevancia para a cultura e historia mineiras, 0 QMA representa importante fonte
de renda para o agricultor familiar. Em muitos casos, a atividade queijeira € sua principal fonte
de renda. Portanto, a fabricacdo de um produto de qualidade é fundamental para a producdo
agropecuaria do Estado de Minas Gerais. Dentre as diversas regifes produtoras, a Serra da
Canastra € uma das mais tradicionais, sendo, hoje, amplamente reconhecida quanto a producac
de queijos no pais (SOBRAL et al., 2017).

Dentre os fatores que influenciam as caracteristicas de cada tipo de QMA, destacam-se
condicBes de clima, umidade, altitude, tipo de pastagem consumida pelo rebanho leiteiro, bem
como o sistema produtivo, que deve sempre estar em concordancia com as Boas Praticas de
Fabricacdo. Por ser artesanal, o processo de producdo do QMA resulta em produtos com
diferencas significativas, observadas ndo apenas entre as regifes, mas também dentre
produtores de uma mesma regido (PINTO et al., 2009).

Geralmente, ao término do processo de fabricacdo do queijo da Canastra, as pecas sao
lavadas em agua corrente e secadas para a remocao de fungos que eventualmente surger
durantea maturacdo. Esporos produzidos por fungos presentes no ambiente das queijarias
eventualmente depositam-se sobre o0s queijos e ali diversos fungos se desenvolvem. Apos
alguns dias, as estruturas vegetativas/reprodutivas ficam evidentes pela formacao de colbénias
de fungos filamentosos e leveduras na superficie dos queijos (SARAIVA et al., 2012).

Durante a maturacdo do QMA, os produtores realizam a raspagem da casca dos queijos
visando a remocdo de fungos crescidos na superficie dos mesmos. Esse processo €
popularmente conhecido como ‘‘toalete do queijo” e influencia diretamente na diversidade
microbiolégica e na caracterizagdo do produto como um auténtico QMA (ROCHA, 2004).

Alguns produtores, interessados nas caracteristicas sensoriais atribuidas a fungos
presentes no ambiente de producdo, tém adotado a pratica de se preservarem esses
microrganismos sobre 0s queijos, uma vez que tém importante participacdo na maturacao do

produto(SANT’ANNA et al., 2019). Esses fungos, que possuem intensa atividade bioquimica,
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realizam processos de lipolise e protedlise na massa dos queijos, 0 que resulta em aspectos
organolépticos distintos, sendo de interesse de alguns produtores que vislumbram nesse tipo de
produto um nicho de mercado a ser explorado. Os queijos artesanais de casca florida tém
ganhado, nos ultimos anos, cada vez mais espaco no mercado brasileiro, com maior valor
agregado em relacdo aos demais queijos, sendo, inclusive, reconhecido nacional (PEREIRA et
al., 2014; KAMIMURA et al., 2020) e internacionalmente (MONDIAL DU FROMAGE ET
DES PRODUITS LAITIERS, 2019

Tendo em vista o potencial econbémico de queijos artesanais maturados por fungos
naturais, a préatica de se preserva-los na superficie da casca do queijo ao longcsdo geoce
maturacdo, quando da néo realizacdo da etapa de raspagem, resulta em um produto final
diferenciado, que ndo cumpre estritamente 0s requisitos basicos necesséarios para sua
classificacdo como um legitimo QMA da Canastra. Acredita-se, portanto, que em um futuro
breve uma nova categoria de queijo podera ser criada, de maneira a atender esses produtore:
que suprimem uma das etapas de producao do QMA para o desenvolvimento de caracteristicas
sensoriais de interesse, cada vez mais valorizadas e que agregam valor ao produto final.

Durante o processo de fabricacdo de queijos, ocorre o fenbmeno de dinamica
populacional, que pode variar de acordo com as condi¢cdes de umidade, altitude, pH, tempo de
maturacdo e pressdo atmosférica (CALZADA et al., 2014). Dessa forma, é esperado que tal
dindmica influencie diretamente nas caracteristicas dos queijos, a depender de suas condic¢des
de producdo, visto que cada queijo possui uma assinatura geografica e microbiana Unica
(SANT’ANNA et al., 2019). Portanto, a elucidacdo do papel da micobiota do ambiente de
producédo (equipamentexamaras de maturacdo), matéria-prima e produto final € crucial para
o fortalecimento da identidade de cada queijo artesanal (CARPINO et al., 2017).

Estudos envolvendo metagenémica tém ganhado destaque nos uUltimos anos por permitir
a identificacdo dos microrganismos do diverso ecossistema dos queijos artesanais,
independentemente de sua culturabilidade (GEUGNIEZ et al., 2017). Uma vez que esse tipo de
estudo se baseia na analise do DNA total extraido, os limites dos métodos tradicionais de cultura
podem ser evitados, abrangendo, portanto, toda a microbiota da amostra, mesmo aquela viavel
mas nao cultivavel (UNTERSEHER et al., 2011).

Dessa forma, a abordagem com ferramentas 6micas € de importante valia, uma vez que
se mostra rapida, sensivel e reprodutivel, garantindo que haja a compreensao das relagdes
microbianas com aspectos de interesse em alimentos, como segurangca microbéoldgica

garantia da qualidade. Além disso, é possivel identificar a assinatura microbiana de cada queijo
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e associa-la a metadados relativos as caracteristicas geograficas das propriedades produtoras
bem como aos procedimentos adotados pelos produtores de queijos artesanais.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 QMA da Serra da Canastra

O QMA é um dos produtos mais antigos e tradicionais produzidos no Brasil (DAS
DORES & FERREIRA, 2012). Originou-se em pequenas fazendas em Minas Gerais, ainda no
século XVIII, sendo um dos queijos mais produzidos e comercializados no pais (AGENCIA
MINAS, 2019). E um produto com aproximadamente 42% de umidade (JUNIOR et al,, 2009)
de aspecto semi-duro, coloracdo amarelo-palida e discreta acidez (BOTELHO et al., 2013).
Atualmente, o Estado de Minas Gerais é reconhecido como um dos maiores produtores de
queijos artesanais. Além de sua relevancia sociocultural, o QMA é também a Unica fonte de
renda de muitas familias de pequenos produtores que vivem desta centenaria tradicéo
(KAMIMURA et al., 2020).

Cada produto assume caracteristicas proprias, decorrentes das peculiaridades de producac
e de fatores edafoclimaticos presentes em cada uma das regifes produtoras no Estado (LIMA
et al., 2009). Atualmente, o QMA € produzido em 7 diferentes microrregifes: Araxa, Campo
das Vertentes, Cerrado, Serro, Triangulo Mineiro, Serra do Salitre e Serra da Canastra (Figura
1). De acordo com a Portaria n° 1.687 de 23 de dezembro de 2016, a producéo de queijos da
Canastra é realizada nos municipios de Bambui, Delfinépolis, Piumhi, Sdo Roque de Minas,
Medeiros, Sdo Batista da Gléria, VaigBonita, Corrego D’Anta e Tapirai (INSTITUTO
MINEIRO DE AGROPECUARIA, 2016). Em todos esses municipios, a atividade queijeira é

forte, além de ser considerada um patrimonio cultural mineiro (SILVA et al., 2011).
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Figura 1 — Microrregides produtoras do Queijo Minas Artesanal. Fonte: IMA (2014).

De acordo com a Lei n° 14.185, de 31 de janeiro de 2002, 0 QMA é caracterizado por sua
elaboracéo na prépria fazenda de onde se obtém o leite cru, matéria-prima acrescida unicamente
de “‘pingo’’, coalho e sal (MINAS GERALIS, 2002). Além disso, o processo de fabricagao do
queijo a partir da coleta do leite € totalmente manual (RESENDE et al., 2011). O pingo consiste
em uma cultura enddégena proveniente do processo de dessoragem e salga de queijos produzido
ao final da tarde do dia anterior. Devido a sua alta concentracdo de sal, 0 pingo age como um
inibidor de bactérias e outros microrganismos indesejaveis ao longo da cadeia produtiva (LIMA
et al., 2009).

Durante a fabricacdo do QMA, ndo ha a adicdo de quaisquer fermentos comerciais
(culturas iniciadoras do processo de fermentacgéo do leite). Dessa forma, essa funcéo fica sob
responsabilidade da microbiota natural do leite erbem como do pinge- composta
majoritariamente por bactérias acidolaticas (BAL) que irdo atuar na transformacao do alimento,
gerando as caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais desejaveis do produto (COSTA et al.,
2014). Aléem de importantes na promocao de caracteristicas organolépticas que agregam valor
aos queijos, as BAL conferem efeito protetivo contra potenciais patégenos contaminantes
(AMORIM et al., 2014).
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De acordo com o Decreto n® 44.864, de 1° de agosto de 2008, o queijo da Canastra é
fabricado por produtores de maneira artesanal, a partir do leite cru de vacas sadias, tendo o
inicio da producdo em até 90 minutos apdés a ordenha (INSTITUTO MINEIRO DE
AGROPECUARIA, 2008). Iniciaimente, a obtencdo da matéria-prima pode ser realizada
através de ordenha manual ou mecénica, desde que seja feita na propriedade na qual o produtc
sera fabricado. Apds o leite ser coado para remocéao dos detritos macroscopicos, é feita a adicédo
do pingo e do coalho. Depois de 40 minutos, a massa obtida é cortada e submetida ao processc
de mexedura, de modo a separar parcialmente o soro da massa, que €&, entdo, transferida par:
formas de 15-17 centimetros de didmetro e prensada manualmente com o auxilio de tecido
sintético devidamente higienizado. O processo de salga € feito a cada 6-12 horas, em cada lado
do queijo, e apds 24 horas o mesmo € desenformado, iniciando-se o0 processo de maturacéo
(JUNIOR et al., 2009; JUNIOR et al., 2014).

Assim como outros tipos de QMA, o queijo da Canastra passa por uma etapa de raspagem
durante a maturacdo. Essa raspagem é adotada pela maioria dos produtores com o objetivo de
remover os fungos da superficie dos queijos, evitando-se, assim, eventos anormais de
fermentacdo (NETTO, 2011). Alguns produtores, entretanto, tém seguido por um caminho
menos tradicional e ndo executam essa etapa, denominada pepttlammo ‘‘toalete’” do
queijo. Uma vez que o QMA da Canastra é caracterizado por ser isento de colonizacdo por
fungos filamentosos, isso pode ser sugestivo dos primeiros passos para o surgimento de um
novo tipo de queijo artesanal de Minas (QAM) ou até mesmo uma variante do Canastra
tradicional.

Segundo a Portaria de n°® 1.736 de 27 de julho de 2017, o QMA sé pode ser comercializado
apos atender a prazos minimos de maturacao (14 dias para a regido de Araxa; 17 dias para o
Serro e 22 dias para a Canastra, Cerrado, Campo das Vertentes, Serra do Salitre e Triangulo
Mineiro). Durante esse periodo, os queijos ficam acondicionados em prateleiras de madeira,
instaladas dentro da propria queijaria (INSTITUTO MINEIRO DE AGROPECUARIA, 2017).

Esse periodo favorece a ocorréncia de variagdes na dinamica populacional dos microrganismos,
imprescindiveis para a correta maturacdo do produto, até que se atimfacaracteristicas
finais (GEUGNIEZ et al., 2017).

Em 18 de julho de 2019, o Decreto n°® 9.918 regulamentou a comercializacao de produtos
artesanais de origem animal em todo o territdrio nacional, dentre eles queijos artesanais, a partir
da implementacdo do selo ARTE. O produto pode, entdo, ser comercializado sem atender

necessariamente aos periodos minimos de maturacdo supracitados, desde que se respeiter
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critérios de controle sanitario e microbiolégico, a fim de se preservarem as caracteristicas
originais do produto através das Boas Praticas de Fabricag&o. (BRASIL, 2019).

Nos ultimos anos, houve uma busca crescente por formas de se melt@omoducao
e aqualidade do QMA, envolvendo questbes regulamentares, treinamento continuo de
produtores, aprimoramento de instalacdes para fabricacdo de queijos, maior exigéncia de
mercado, além de um maior investimento em pesquisas relacionadas ao tema. Além disso, a
prevencdo ea correcdo de defeitos em produtos artesanais se mostram mais dificeis em
comparacao aos queijos industrializados, visto que a matéria-prima é tratada de forma diferente
no modelo tradicional e industrial (SOBRAL et al., 2017). O Programa Queijo Minas Artesanal,
da Empresa de Assisténcia Técnica e Extensdo Rural (EMATER); tem orientado os
produtores na adoc¢do de boas praticas de producéo, legalizacdo de queijarias, definicdo de
cadeias produtivas adequadas, além da certificacdo de origem e qualidade para valorizacdo do
produto (EMATER, 2018).

Um fator que diferencia o QMA da Canastra daqueles de outras regides produtoras, como
o Serro, € a etapa de prensagem para remocao do excesso de soro da massa do queijo. Tal etap
que precede a salga seca, é realizada com o auxilio de um tecido sintéticoofvuad)do
como‘volta ao mundo”. Na Canastra, 0 queijo € envolto no tecido que €, entdo, espremido para
remover 0 excesso de umidade da massa (CUNHA, 2016). Devido ao uso do voal durante a
prensagem, o resultado é um queijo com uma massa uniforme, caracteristica que ndo pode ser
observada nos queijos produzidos na regido do Serro, por exemplo, cuja prensagem é feita

utilizando-se apenas as maos (DO VALE, 2018).

2.2 Micobiota em queijos artesanais

Assim como outros produtos lacteos, queijos artesanais sdo considerados substratos
suscetiveis para a proliferacdo de microrganismos (HYMERY et al., 2014). O desenvolvimento
de fungos em queijos pode ser um problema devido a alteracdo das caracteristicas préprias do
produto, além do potencial risco de producdo de toxinas (DOBSON, 2017). Entretanto, uma
grande diversidade de fungos € empregada na producao de alimentos fermentados. I1Sso se deve
a intensa atividade bioquimica de algumas espécies, a exemplo de Penicillium rogueforti
Penicillium camemberti, utilizados na elaboracdo dos queijos Roquefort e Camembert,
respectivamente. Ademais, a grande variedade de queijos ao redor do mundo € um indicativo
de como a diversidade de fungos presentes no ambiente gera produtos com caracteristicas
singulares (BAS et al., 2019).
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O que difere um fungo de interesse dos demais para a atividade queijeira sdo suas
propriedades enzimaticas, em especial lipdlise e protedlise, que conferem sabor e aroma
agradaveis, agregando valor ao produto final; além disso, € imprescindivel que ndo confiram
riscos a saude do consumidor (PEREIRA et al., 2014). Cabe ressaltar que a presenca de fungos
benéficos em queijos artesanais também confere atividade inibitéria sobre outros fungos
contaminantes (AFSHARI et al., 2020; GEUGNIEZ et al., 2017). Estudos tém demonstrado
gue a atividade inibitéria de espécies do género Penicillium se mostrou forte o suficiente para
impedir o desenvolvimento de Aspergillus versicadspergillus flavus, potentes produtores
de esterigmatocistina e aflatoxinas, respectivamente (ENGELHART et al., 2002; NIELSEN et
al., 1998).

Estudos visando a identificacdo e catalogacdo de microrganismos constituintes da
micobiota de queijos artesanais vem crescendo, a medida que alguns produtores tém adotado a
comercializacdo de queijos com fungos filamentosos e leveduras na superficie (FIGUEIREDO,
2016). Geotrichum, AspergilliesPenicillium s&o géneros frequentemente relatados em queijos
artesanais, como queijo de manteiga, Serrano e QMA da Serra da Canastra (SILVA, 2012;
PEREIRA et al., 2019; CESAR, 2019), a partir de estudos que empregam métodos de
isolamento e identificacdo com base em caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas dos isolados
fungicos.

Em trabalho realizado por César (2019), utilizando como objeto de estudo queijos
artesanais da Canastra, foi detectada uma diversa micobiota de fungos filamentosos,
envolvendo predominantemente os géneros Fusarium, Geotrichum, AsperBdogillium,
resultados de acordo com estudo realizado por Montagna et al. (2004), que detectou uma
micobiota semelhante em queijos artesanais produzidos com leite de ovelhas. J& Murliki (2017)
relata a presenca de Penicillium, Aspergillus, Cladospoeitiusarium em queijo Colonial.
Fungos filamentosos e leveduras foram detectados em elevadas quantidades em queijo coalho
produzidos com leite de Cabra no Nordeste brasileiro (QUEIROGA et al., 2009).

Em relacdo as leveduras, Candida, Debaryomyces, Kluyveromyces e Torulaspora
constituem os géneros mais representativos em queijos artesanais (SANTOS, 2013; BORELLI
et al., 2006). Saccharomyces e Yarrowia também foram detectados em queijo coalho
(ALMEIDA, 2011). Candida parece amplamente distribuida em queijos brasileiros, como por
exemplo queijo Colonial (MURLIKI, 2017), queijo coalho (ALMEIDA, 2011) e queijo da
Canastra (CESAR, 2019). Pimentel (2019) detectou uma elevada contagem de leveduras e
fungos filamentosos em queijos do tipo coalho na regido Norte do Brasil. Entretanto, ainda que

a contagem estivesse elevada, a autora ndo destaca riscos a saude dos consumidores.
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Além da matéria-prima, o ambiente de producdo também contribui para a micobiota do
produto final; microrganismos provenientes da pele do rebanho leiteiro, do solo, dos tanques
de armazenamento de leite, bem como das camaras de maturacdo, aumentam a diversidade
microbiana dos queijos (GONTIJO et al., 2020). César (2019) identificou os géneros
Aspergillus, Penicullium, GeotrichuaCladosporium em camaras de maturacao de queijarias
da Serra da Canastra, provenientes do ar e das prateleiras.

Cabe ressaltar que a prevaléncia de géneros fungicos é distinta em cada tipo de queijo,
corroborando a premissa de que ndo apenas a presenca de determinados fungos, mas tambér
sua predominancia em relacdo as outras espécies é fundamental para a identidade de cade
produto (DUGAT-BONY et al., 2016). Métodos de deteccdo que dependem de cultivo acabam
nao elucidando todamicobiota dos queijos, causando uma subestimacdo quanto as espécies
ali de fato presentes. Nesse sentido, a metagendémica, por apresentar alta sensibilidade quandc
comparada aos métodos dependentes de cultura, permite a identificacdo da microbiota ndo
cultivavel e, por conseguinte, a obtencdo de resultados mais fidedignos (KAMIMURA et al.,
2020).

2.3 Metagen6mica em pesquisas com produtos lacteos

O advento de técnicas de sequenciamento de segunda geracao permitiram avanco de
destaque no estudo de comunidades microbianas nos mais diversos nichos ecolégicos,
promovendo importantes descobertas acerca de populacdes dominantes e subdominantes e &
dindmica das mesmas em diferentes ecossistemas, como solos, oceanos, produtos lacteos e at
mesmo seres humanos (O’SULLIVAN et al., 2015).

Na ultima década, houve uma expansao na aplicacao de técnicas que dispensam métodos
tradicionais de cultura de microrganismos. Essas técnicas, denominadas CIDTs (Culture-
independent diagnostic tests), se mostram mais sensiveis, rapidas, reprodutiveis e relativamente
mais simples em comparacdo as técnicas de cultura tradicionais, consideradas laboriosas
sujeitas a contaminantes e relativamente demoradas; permitem, ainda, a identificacé® de cepa
diferentes em uma mesma espécie (FORBES et al., 2017). Ja foi relatado que 99% dos
microrganismos naturalmente observaveis na natureza ndo sdo cultivaveis por técnicas
tradicionais em microbiologia (SU et al., 2012).

Estudos com metagendmica buscam identificar microrganismos com ancestrais em
comum, unidades taxondmicas operacionais (OTU’s) que sdo usadas para classificar grupos de

microrganismos ou individuos relacionados entre si, além de vias metabdlicas cuja abundancia
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difere entre dois ou mais grupos amostrais (SEGATA et al., 2011). Tais estudos ganharam for¢ca
nos ultimos 40 anos, quando Xu et al. (1982) descreveram pela primeira vez um estado
fisiolégico no qual microrganismos perdem a capacidade de serem cultivaveis in vitro, mas sem
perder sua viabilidade (viable but nonculturable microrganisms

Assim, por muitos anos, a diversidade microbiana nos ecossistemas foi subestimada
devido a existéncia de microrganismos vidveis ndo cultiviveis (MVNC), fato evidenciado pela
discrepancia quanto ao numero de sequéncias de DNA presentes em amostras em comparacac
a técnicas de deteccéo de microrganismos por culturas tradicionais, que acabam nao revelando
a presenca de MVNC (COWAN et al., 2005). Nesse contexto, uma das maiores alternativas
para a pesquisa envolvendo tais microrganismos consiste no uso de ferramentas como a
metagendmica (DONG et al., 2020).

Quigley et al. (2013) ressaltam que seu uso reduz a limitacao seletiva de microrganismos
quando estes sao submetidos aos métodos tradicionais de cultivo. Além disso, varios autores
promoveram melhorias nas técnicas de metagendémica para estudos envolvendo produtos
lacteos ao utilizar substratos na extracdo de DNA que permitem a separacédo de DNA de células
vivas e mortas, como por exemptoaplicacdo de monoazidas de propidio e etideo (PAN &
BREIDT, 2007; PORCELLATO & SKEIE, 2016; ERIKUS et al., 2016).

Essa ferramenta, além de conferir maior sensibilidade que os métodos de detec¢édo de
microrganismos dependentes de cultura, considera o DNA total das amostras analisadas, o que
dispensa a necessidade de amplificacbes por PCR. Com isso, € possivel obter ndo apenas &
composicao taxondmica dos microrganismos presentes nas amostras, mas também quantificar
a abundancia de genes microbianos (DE FILIPPIS et al., 2016). Em trabalho realizado por
Delcenserie et al. (2014), foi possivel identificar 207 filotipos bacterianos diferentes em
amostras de queijo Herve, produzalpartir de leite cru. Tal estudo proporcionou um melhor
entendimento acerca da participacdo das bactérias na construcdo das caracteristicas deste
queijo.

Andlises de metagendmica permitem uma abordagem baseada em sequéncias ou em
funcionalidade (seja de vias ou de genes), para estudar comunidades microbianas complexas
em determinadas amostras. Para isso, inicialmente € necessario o isolamento do DNA de
alguma fonte ou do ambiente de interesse a ser estudado (CULLIGAN et al., 2014). Derivados
lacteos, com destaque para queijos, sdo comumente estudados para determinacéo da diversidad
e dindmica populacional de microrganismos, sejam procariotos ou eucariotos (Figura 2). Na
maioria dos casos, é possivel estabelecer uma relacdo entre a dindmica populacional dos

microrganismos no alimentoseas caracteristicas organolépticas, o que pode ser de extrema
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valia para o produtor, a medida que permite entender como a microbiota do seu ambiente de
producao interfere na qualidade do produto final (DE FILIPPIS, et al., 2016).

Circulo externo

B Bactérias
B Fungos

Circulo interno

Lacteos e Fermentados
Massas

Bebidas

Carnes

Vegetais

Frutos do mar

[(AOEEN

Figura 2 — Abundancia dos estudos envolvendo metagenémica, conforme a matriz estudada, e
o tipo de microrganismo analisado. Adaptado de De Filippis et al. (2016).

Durante o processo de maturacao dos queijos artesanais, ocorrem importantes mudancgas
em termos de dinamica populacional. Diversos estudos metagen6émicos ja foram realizados com
a finalidade de caracterizar a diversidade microbioldgica dos queijos, bem como elucidar qual
seria o efeito préatico das flutuacbes na proporcao de cada grupo microbiano (SES50U et
2019; GEUGNIEZ et al., 2017; WOLFE et al., 2014).

De acordo como Beresford et al. (2001), o conhecimento acerca das comunidades
microbianas no leite cru e na matriz dos queijos durante o processo de fabricacdo e maturacao
permite a compreensdo acerca de como as caracteristicas dos queijos variam conforme a
atividade e crescimento microbianos. Além disso, a riqueza sensorial e a variedade dos queijos
artesanais estao intimamente relacionadas com a microbiota residente, e seu monitoramento
lanca luz sobre novas abordagens para otimizagao na producéo desses queijos (DOLCI et al.,
2010).

Conhecer quais microrganismos estao presentes nos queijos também permite a otimizacéo
da cadeia produtiva e maturacéo de queijos. Estudo realizado por Chombo-Morales et al. (2016)
demonstrou a maneira pela qual variaveis como pH, umidade e temperatura permitem o

desenvolvimento de BAL, leveduras e fungos filamentosos responsaveis pela producéo de



19

compostos volateis de maior apreciagio queijo mexicano Cotija. Estudos semelhantes
também tém demonstrado essa relacdo entre microbiota predominante e caracteristicas
desejaveis em queijos artesanais (IRLINGER & MONIER, 2009; TILOCCA et al., 2020).

Almeida et al. (2014) realizaram estudos de metagendmica a fim de sequenciar e catalogar
mais de 140 cepas diferentes de bactérias cuja origem parte de produtos lacteos. Com o estudo
foi possivel a criacdo de um banco de dados genémicos de referéncia para microrganismos
frequentemente associadaprodutos lacteos, sendo que cerca de 20% das sequéncias ainda
nao se mostravam presentes em outras bases de dados. Estudos utilizando sequenciamento d
DNA e metagendmica estdo evoluindo rapidamente e ja sdo utilizados rotineiramente para
caracterizagdo da microbiota de alimentos.

Comunidades microbianas constituidas durante a fabricacdo e maturacdo de produtos
fermentados representam um conjunto de potenciais ecossistemas que podem ser reproduzidos
em estudos com o objetivo de compreender seus complexos processos de formacdo e
consequentemente, seus impactos para a qualidade do produto final (WOLFE et al., 2014).
Essas informacdes podem ser relevantes para produtores de queijos artesanais, sendo
importantes para o estabelecimento de um melhor controle de qualidade, algo que vem sendo
cada vez mais requisitado por parte de 6Orgdos de controle sanitario e também pelos
consumidores (SOBRAL et al., 2017; QUIGLEY et al., 2013).

Além disso, a identificacdo dos microrganismos-chave na comunidade microbiana pode
ajudar a estabelecer quais sédo os responsaveis pela producao de atributos relacionados ao sabo
a deterioracdo do alimento, bem como quais as relacdes de dominéncia e sub-dominancia
existentes entre os membros do ecossistema (CASALTA et al;,2089G et al., 2018).

Como mencionado anteriormente, além de BAL, fungos filamentosos e leveduriformes
também sdo encontrados em queijos, sendo responsaveis pela intensa atividade bioquimica em
processos de lipolise e protedlise que resultam em caracteristicas de interesse (GEUGNIEZ et
al., 2017; BERESFORD et al., 2001). No entanto, apesar de microrganismos benéficos, ha uma
parcela de microrganismos que causa efeitos indesejaveis no produto, bem como prejuizos a
saude do consumidor. Além de atividade toxigénica, estudos recentes relataram atividades
carcinogénicas e mutagénicas de micotoxinas, principalmente aquelas relacionadas aos géneros
Aspergillus, como A flavus, A parasiticad\. nomius (HERNANDEZ-CAMARILLO et al.,

2016). Nesse contexto, a metagendmica se apresenta como uma ferramenta mais rapida pare
deteccédo de patdgenos deterioragd@/ou toxigénicos.

A organizacdo das comunidades microbianas pode ser analisada em um nivel local

(dentro de uma unica comunidade) ou regional (entre diferentes comunidades de
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microrganismos). Para que as andlises metagendmicas relacionadas a ecologia microbiana
possam ser interpretadas de maneira adequada, € necessério aplicar os resultados das analise
em meétricas especificas de diversidade (FELFILI & FELFILI, 2011; PREHN-KRISTENSEN

et al., 2018). O indice de diversidade alfa € responsavel por descrever a diversidade de
microrganismos partir da riqueza de sequéncias de DNA em uma determinada amostra. Em
termos praticos, esta intimamente relacionada a abundancia de microrganismos em amostras de
interesse (PREHN-KRISTENSEN et al., 2018). Outra caracteristica inerente a diversidade alfa

¢ 0 uso do indice Shannon para determinagdo do nimero de OTU’s (Operation Taxonomic

Units) dentro de uma mesma comunidade microbiana, a fim de complementar os dados de
riqueza e permitir uma quantificacdo mais precisa da abundéancia de individuos que compdem
um ecossistema (FALENTIN et al., 2016).

Quando € de interesse da pesquisa, € possivel realizar a analise da estrutura da
comunidade microbiana, destacando as diferencas em sua composi¢cao de individuos e suas
abundancias entre diferentes comunidades de microrganismos. Para isso, € aplicada a métrica
de diversidade beta (FELFILI & FELFILI, 2011). A diversidade beta também pode ser utilizada
para avaliar diferencas estruturais de comunidades microbianas ao longo de um gradiente
ambiental, ou seja, entre diferentes amostras (NOGUEIRA et al., 2008). Para realizar avaliacdes
de diversidade beta, sdo utilizados graficos de coordenadas principais (PCoA) contendo 4
quadrantes separados pelos eixos centrais X e Y, que representam a cobertura da andlise (DE
MORAES, 2008). Ao longo dos quadrantes, sdo plotados spots que representam as estruturas
de comunidades microbianas. Spots préximos uns dos outros representam comunidades com
estruturas de composicao semelhantes (TORRES et al., 2018).

De acordo com o exposto, a metagendmica demonstra notavel potencial para multiplas
analises de composicdo microbiana em diversas amostras, incluindo produtos lacteos, com
destaque para queijos artesanais. Sendo assim, € possivel realizar uma eficiente caracterizacac
da micobiota de queijos artesanais, uma vez que a literatura e bases de dados ainda se mostran
escassos quantitativamente para genomas fungicos, microrganismos relevantes para a formacac

das caracteristicas sensoriais do produto.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Comparar a micobiota dos queijos artesanais produzidos na Serra da Canastra em

diferentes municipios, bem como verificar a presenca de uma micobiota core.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar as diferencas populacionais dos fungos de queijos da Canastra por analise
metabarcoding da regido ITS1;

¢ Realizar a analise de diversidade fangica;

e Predizer padrdes de interacdo da comunidade fangica;

e Predizer o potencial génico funcional da comunidade.

4. MATERIAL E METODOS

As amostras de DNA para andlise metagendmica foram extraidas de queijos coletados em
periodo chuvoso (novembro de 2DE8n dezesseis propriedades produtoras e representativas
dos nove municipios da Serra da Canastra, Minas Gerais, distribuidas da seguinte 4naneira:
propriedades no municipio de Sdo Roque de Minas, 3 em Medeiros, 2 em Vargem Bonita e
Tapirai e lem Piumhi, Corrego D’anta, Sdo Jodo Batista da Gloria, Delfindpolis € Bambui
(Figuras 3 e ¥ Dados acerca das propriedades produtoras incluidas neste trabalho se encontram
na Tabela 1. Para efeitos de classificacdo, queijos submetidos a etapa de résmagem
considerados como QMA,; queijos contendo fungos em sua superficie, que ndo passaram pelo

processo de toalete, foram aqui referenciados como queijos artesanais de Minas (QAM).
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Figura 3 — Municipios que compreendem a regido da Serra da Canastra, MG (em negrito).
Pontos em marrom indicam as propriedades produtoras de queijos artesanais nas quais realizou-
se a coleta das amostras.
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Figura 4 — Amostras de queijos artesanais coletadas em: Sdo Roque de Minas (1, 2, 5 e 6);
Vargem Bonita (3 e 4); Piumhi (7); Medeiros (8, 9 e 12); Corrego D’anta (10); Tapirai (11 e
13); Bambui (14); Sdo Joéo Batista da Gléria (15) e Delfindpolis (16).
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Tabela 1 - Informacdes acerca das propriedades produtoras dos queijos Minas artesanais
(QMA) e dos queijos artesanais de Minas (QAM) analisados.

PROPRIEDADE MUNICIPIO COORDENADAS | ELEVACAO | QMA | QAM
1 S&o Roque de | S20 11 09.1 W46 21 716 m X
Minas
2 S&o Roque de | S20 13 18.7 W46 2( 826 m X
Minas
3 Vargem Bonita | S20 20 05.3 W46 25 814 m X
4 Vargem Bonita | S20 23 36.6 W46 2¢ 1136 m X
5 S&o Roque de | S20 17 02.9 W46 1€ 864 m X
Minas
6 Sao Roque de | S20 17 02.9 W46 19 870 m X
Minas
7 Piumhi S20 24 36.6 W45 55 784 m X
8 Medeiros S20 02 03.9 W46 11 824 m X
9 Medeiros S195941.3 W46 17 840 m X
10 Corrego D’anta | S19 48 26.5 W46 01 713 m X
11 Tapirai S19 50 56.7 W46 0¢ 950 m X
12 Medeiros S19 50 56.8 W46 0¢ 1131 m X
13 Tapirai S19 54 04.8 W46 04 724 m X
14 Bambui S20 37 50.9 W46 2¢ 741m X
15 S. Jodo Batista| S20 17 42.2 W46 43 797 m X
do Gléria
16 Delfindpolis S20 13 59.0 W46 05 808 m X

4.1 Isolamento dos fungos dos queijos artesanais da Canastra

Para isolamento dos fungos a partir dos queijos, foram utilizadas duas técnicas: a técnica
do suabe e o isolamento direto. Na primeira, a coleta do material utilizando-se suabe foi
realizada em toda a superficie do queijo. O suabe foi, entdo, transferido para tubos contendo 10
mL de agua salina 0,85%, de onde foram realizadas 5 dilui¢cdes seriadas. Posteriormente, foram
pipetados 100 pL das trés ultimas diluicbes e transferidos para placas de MEA, no qual as
amostras foram espalhadas na superficie do meio utilizando a técnica de spread plate. As placas
foram incubadas a 25° C durante 7 dias. No isolamento direto, pequenos fragmentos dos queijos
foram selecionados a partir de regides com coloragfes diferenciadas. Posteriormente, com o
auxilio de uma lupa, foi observado se os fragmentos escolhidos apresentavam estruturas
vegetativas ou reprodutivas dos fungos. As respectivas estruturas foram transferidas com o

auxilio de uma algca de repicagem estéril para placas contendo MEA. A partir de cada fragmento
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de queijo, trés repiques foram feitos em meio MEA em pontos equidistantes da placa. As 26
placas foram incubadas a 25° C durante 7 dias. As coldnias obtidas utilizando ambas as técnicas

foram repicadas para meio MEA visando a obtencéo de culturas puras.

4.2 Manutencéo dos isolados

ApoOs a obtencédo das culturas puras em meio MEA, os isolados foram repicados de placas
para tubos, no intuito de construir um banco de culturas fungicas tipicas associadas ao queijo
artesanal da Canastra, que foram mantidas sob refrigeracdo. Os fungos foram repicados

periodicamente paiseevitar o ressecamento.

4.3 Extracdo de DNA para metagendmica

No intuito de identificar os fungos presentes nos queijos coletados, 400 mg de cada
amostra foram transferidos para tubos contendouf@® tampéo de lise SL1 e pérolas de
ceramica, seguido de extracao utilizando-se kit NucleoSpin Soil (Macherey-Nagel, Alemanha).
A lise foi realizada utilizando homogeneizador de tecidos (Precellys®, Maryland) USA
durante 50 segundos a 4.000 rpm. As etapas posteriores de purificacdo foram realizadas
conforme as recomendacfGes do fabricante. Apdés extracdo do DNA metagendmico, a
integridade do mesmo foi avaliada em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo
revelado em fotodocumentador Loccus®. A concentracdo de DNAu)rg/as relacdes
A260/A230 e A260/A280 foram avaliadas em nanodrop (Thermo Scientific NanoDrop®,
USA).

4.4 Construcao e sequenciamento da biblioteca de amplicons

A regido ITS1 foi amplificada utilizando os primers ITSIF (5°-
CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3’) e ITS2 (5-GCTGCGTTCTTCATCGATGC?).
Adaptadores universais Illumina e barcottesm ligados as extremidades 5 de cada primer.

As condic¢des de amplificacdo e a construcao da biblioteca seguiram os protocolos estabelecidos
por Smith & Peay (2014). A quantificacdo dos produtos de PCR foi realizada por fluorimetria
no equipamento Qubit 4.0 (Invitrogen). A montagem do pool contendo todos os produtos de

PCR foi realizada de modo que a concentracédo final da biblioteca fosse de 2 nM. O
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sequenciamento foi realizado utilizando a plataforma lllumina MiSiq 2x250 pb, totalizando 250
ciclos de reacgao para cada fita.

4.5 Andlise dos dados

As reads obtidas a partir do sequenciador foram inicialmente demultiplexadas, aparadas
nas extremidades para remocado dos primers usando o sofpW&te2 (BOYLEN et al.,

2019). As regibes flanqueadoras 18S e 5.8S foram removidas utilizando o ITSx
(BENGTSSON-PALME et al., 2013). A remocédo de singletons, quimeras, determinagéo de
ASVs (Amplicon Sequence Variance) e a anotacdo taxondmica foram realizadas usando o
QIIME2 (BOYLEN et al., 2019).

A avaliacdo da riqueza, equitabilidade e diversidade alfa foi realizada utilizando o pacote
Phyloseq no software R (v. 3.5.3). A diversidade beta foi avaliada via analise de coordenadas
principais (PCoA) baseada na matriz de distancias de Bray-Curtis através da biblioteca Vegan
2.5.6 (OKSANEN et al., 2019).

A predicdo das possiveis interacdes fungicas foi realizada através do célculo de
correlagdes do tipo SparCC (FRIEDMAN & ALM, 2012). A significancia de cada correlagao
foi realizada através de 1000 reamostragens da matriz de dados. Somente relacdes significativas
(p-value < 0.01) foram utilizadas para montagem da rede. Todos os calculos foram realizados
pelo programa FastSpar (WATTS et al., 2019) e a plotagem da rede no pacote Igraph (CSARDI
& NEPUSZ, 2006).

Para obtencdo de maiores informacfes sobre o potencial génico funcional de fungos
presentes nas amostras analisadas, foi realizada predi¢do funcional através da reconstrucac
filogenética do estado ndo observado da comunidade fangica pelo programa PICRUSt 2.1.2
(DOUGLAS et al., 2019). Todas as predicdées com NSTI maior que 2.0 foram excluidas para

maior robustez da analise.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

No total, 2.267.262 sequéncias foram obtidas, com média de aproximadamente 47.235
sequéncias por amostra. Apos remocéao de sequéncias de baixa qualidade (maximum expected
error = 0.5) e quiméricas, as 585.614 sequéncias remanescentes foram agrupadas em 211

Amplicon Variance Sequences (ASVs
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A Figura 5 representa as Curvas de Rarefacéo para cada uma das propriedades avaliadas
Os dados de sequenciamento foram adequados para a realizacao de analises subsequentes, un
vez que para todas as propriedades o numero de ASVs tendeu a atingir um platé, indicativo de

gue a amostragem foi suficiente para estimar a diversidade de cada propriedade.
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Figura 5 - (A) Curvas de rarefacdo do numero de ASVs em funcdo do nimero de sequéncias
obtidas no sequenciamento para cada propriedade. Curvas que tendem ao platdé indicam bom
esforco amostral. (B) indice de esforco amostral para cada propriedade. Valores acima de 0.95
representam esfor¢go amostral suficiente para descrever a diversidade das amostras.

5.1 Anélise de diversidade alfa

Os procedimentos adotados para a analise de diversidade revelaram um padrao de
aumento de riqueza, diversidade e equitabilidade das amostras conforme as mesmas estavarn
situadas em propriedades distintas, sendo que quanto mais elevada se encontrava a propriedade
maiores foram os indices de diversidade alfa. Este padrao também se mostrou intrinsicamente
relacionado ao modo de producdo do queijo, sendo que os valores dos indices de diversidade
alfa se mostraram mais elevados em propriedades nas quais nao era feita a raspagem dos queijo
para remoc¢ao dos fungos em sua superficie.

O indice Chao 1, relacionadeiqueza de OTU’s presentes em cada amostra, OU Seja, ao

namero de espécies identificadas com base no sequenciamento, revelou uma variada riqueza de
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fungos em determinados queijos. Por conta de caracteristicas do processo artesanal de
fabricacdo ds queijos, como fermento endégeno ndo padronizado, bem como ambiente do
processamento, pode-se sugerir a ocorréncia de diferencas quanto a riqueza de espécies en

queijos produzidos em diferentes localidades (Figura 6).
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Figura 6 — Média de Unidades Taxonémicas Operacionais obtidas por propriedade.

Os resultados mostram uma concentracdo no aumento da riqueza de QT ligueza
de espéciesnos queijos produzidos entre 800 e 1.000 metros de altitude (FigrifpdNEssas
propriedades, alguns dos produtores de queijos artesanais ndo realizavam a raspagem dos seu
produtos, dada uma nova tendéncia de mercado que valoriza queijos contendo fungos em sua
superficie. Trabalhos acerca da diversidade fungica em queijos artesanais produzidos em
diferentes altitudes sdo escassos. Entretanto, ha varios estudos com essa abordagem envolvend
bactérias. Para estes, variacdo semelhante de diversidade foi observada em diferentes altitudes
para queijos Feta, Darfiyeh e Qula (BOZOUDI et al., 2016; SERHAN et al., 2009; DUAN et
al., 2008).
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Figura 7 — Andlise de Riqueza, Equitabilidade e Diversidade das amostras de QMA.

Esse padrdo de aumento de riqueza de espécies flngicas ja foi relatado em ambientes de
diferentes altitudes, como florestas na Malasia, nas quais a uragadeimentacdo do ara
pressdo atmosférica mostraram-se distintos e influenciaram na ocorréncia de uma maior
variedade de fungos (GEML et al., 2017). Velazquez et al. (2016) identificaram diferencas
significativas na composicdo de riqueza micorrizica em elevagfes de 800 metros até 2005
metros acima do nivel do mar, em um parque nacional da Argentina. Observou-se também
aumento na precipitacdo anual em regides de maior altitude, corroborando a hipétese de que a
umidade maior em ambientes mais elevados favorece o desenvolvimento de uma diversidade
maior de fungos (DEVI et al., 2012). Dessa forma, € possivel sugerir que a altitude seja um
fator que potencialize a capacidade de colonizagdo e consequente dispersao de fungos em
gueijos que ndo passam pelo processo de raspagem. Ainda segundo Veladzquez et al., (2016)
nao houve uma relacdo entre os filos dos fungos e a altitude das propriedades, estando presente:
tanto o filo Basidiomycota quanto Ascomycota de maneira indiscriminada, independente da
altitude, o que também foi observado no presente estudo.

Além da altitude e método de producdo, fatores como composicéo do solo e de pastagem
também influenciam significativamente na riqueza de espécies fungicas. Panelli et al. (2013)
detectaram maior riqueza de OTUs em leite fresco produzido em propriedades produtoras de
queijos artesanais situadas em maior altitude. Os queijos analisados nessas prgpriedades
consequentemente, apresentaram maior riqueza e diversidade.

QMA com baixa riqueza de espécies, como aqueles produzidos nas propriedades 1, 2, 4,
8,9, 11, 12, 13 e 16, ndo apresentavam grande numero de colbnias visiveis na superficie,
conforme pode ser observado na Figura 4. Alguns produtores tradicionais lavam ou escovam
0s queijos com frequéncia para impedir o desenvolvimento de fungos, o que resulta em uma
alteracéo da composicéo microbiana final do queijo. Sendo assim, mesmo estando localizadas

em altitudes intermediarias, 0 queijo ainda pode apresentar indices de diversidade alfa
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inferiores. Portanto, é importante ressaltar que a queda dos indices nesses casos nao decorr
unicamente do fator altitude em si, como evidenciado por vérios estudos (GEML et al., 2017,
VELAZQUEZ et al., 2016; PANELLI et al., 2013), mas també&atio desses produtores em
especifico, uma vez que preferem, pelo perfil dos seus consumidores, comercializar os queijos
sem grande quantidade de fungos na casca.

Queijos que apresentaram um maior numero de espécies pela analise metagendmica
(propriedades 15, 6 e 9) apresentavam colonias de coloracdes diversificadas em sua,superficie
com uma grande diversidade visual de fungos. O modelo tradicional de fabricacdo ndo apenas
do QMA, mas de todos os queijos artesanais que nao se utilizam de culturas iniciadoras
comerciais, é caracterizado por uma elevada manipulagao por parte dos produtores. Além disso,
a exposicdo ao ambiente interno das camaras de maturacdo é o cenario ideal paigd®a dep
de esporos fungicos e bacterianos nas matrizes dos queijos, permitindo, assim, o
desenvolvimento de diferentes comunidades microbianas em queijos distintos, como 0s
fabricados por diferentes produtores e em diferentes localidades. (DIAS et al., 2019).

O indice de equitabilidade assume um valor entre 0 e 1, sendo 0 uma amostra com uma
baixa homogeneidade na distribuicdo de espécies e 1 para uma propor¢ao igual de espécies
dentro de uma mesma amostra, apresentando uma comunidade homogénea. Dentre as amostra
de queijo analisadas, as fornecidas pelas propriedades 1 e 10 apresentaram os mais altos indice
de equitabilidade, atingindo a marca de 0,73 e 0,70, respectivamente, apresentando também um
namero de espécies relativamente proximo quando comparado as outras amostras, levando em
conta a anota¢do do nimero de OTU’s presentes.

Nenhuma amostra forneceu um indice de equitabilidade nulo. Entretanto, foi detectada
uma baixa equitabilidade na propriedade 12, em Medeiros, localizada a 1131 metros de altitude,
gue também ndo apresentou uma elevada média de OTUs observaveis. A equitabilidade, assim
como o indice Chao 1 de riqueza, parece estar relacionado com o modo de produc¢éo dos queijos,
sugerindo também participacéo da altitude como fator secundario, concentrando os valores em
uma média de aproximadamente 0,5, podendo ser elevados até a marca de 0,6 para propriedade
localizadas entre 800 e 1000 metros de altitude (Figura 7

Ao analisar comparativamente a riqueza individual de cada amostra de QMA com sua
respectiva equitabilidade, foi constatado que as amostras com maior riqueza de espécies
também apresentaram uma alta equitabilidade, sendo indicativo da presenca de uma complexa
comunidade microbiana, e que os integrantes da mesma interagem entre si, 0 que nao permite

uma dominéncia de determinadas espécies do conjunto. Além disso, € razoavel sugerir que a
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comunidade presente em tais queijos possua vias metabodlicas que se complementam,
contribuindo para sua estrutura.

Em queijos com baixa riqueza, a equitabilidade apresentou valores mais discretos, o que
€ sugestivo de um cenario de dominancia de algumas espécies sobre outras, como por exemplo
narelacao de co-exclusao entre Debaryongdeshosporon (Figura 9). Além disso, amostras
com uma baixa equitabilidade podem ser sugestivas de microrganismos que se desenvolvem
sem competicdo pelo mesmo substrato. Situacdes de dominancia de algumas espécies sobre
outras € algo comum em praticamente todo ecossistema de microrganismos, sejam eles
procariotos ou eucariotos, sendo que para queijos artesanais, ha predominancia de determinada:s
leveduras e bactérias que direcionam o queijo para uma correta maturagio (SURANSKA et al.,

2016).

O indice Simpson (D) mede a probabilidade de dois individuos selecionados
aleatoriamente em uma amostragem serem pertencentes a mesma espécie (ou outra categori
que nao seja espécie). Como a medida € probabilistica, valores préximos a zero indicam uma
elevada diversidade, tendendo ao infinito qguando a mesma é igual a zero. Por outro lado, valores
préximos a 1 representam uma baixa diversidade. Para ser mais intuitivo, o valor do indice
Simpson foi subtraido de uma unidade-(ID) para gerar o indice de Diversidade Simpson.
Neste caso, 0s valores de zero e um representam 0 0posto, uma vez que agora os valores dize
respeito a probabilidade de dois individuos selecionados aleatoriamente na amostragem
pertencerem a espécies distintas.

Os valores obtidos da analise de diversidade dos queijos artesanais revelaram a mesma
relacdo intrinseca com o modo de produc&mm ou sem raspagem da casca dos queijos
além de sugestiva influéncia da altitude das propriedades, previamente mencionado para as
métricas supracitadas. Majoritariamente, os valores concentrados acima de 0,5 foram obtidos
de queijos de propriedades em altitudes intermediarias, onde também se localizavam as
propriedades nas quais os produtores tendiam a fugir do tradicionalismo e comercializar os
queijos com casca florida (Figura 7

As propriedades 12 e 14, situadas em Medeiros e Bambui, respectivamente, apresentaram
os menores indices de diversidade Simpson de todas as amostras. Em Medeiros, dois dos trés
gueijos coletados apresentaram valores de diversidade de 0,03 (3%) e 0,07 (7%). A terceira
amostra apresentou uma diversidade mais significativa, de 0,55, sendo condizente com uma
equitabilidade de 0,66. Apesar de divergéncia entre amostras dessa mesma propriedade, Césal

(2019) néo observou colonizacdo aparente na superficie dessas amostras.
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Nos queijos produzidos em Bambui, a auséncia de colbnias de colora¢des variadas na
superficie foi condizente com seus baixos valores de diversidade. E importante ressaltar que a
maioria das amostras apresentou valores de diversidade, riqueza e equitabilidade razoavelmente
proximos entre diferentes amostras de uma mesma propriedade. Notavelmente, para todos os
indices de diversidade alfa, os valores ficaram proximos uns dos outros em elevacbes que
variam entre 800 e 1.000 metros conforme exposto na Figura 7, e também na andlise de
coordenadas principais (Figura 11). Isso reforca a hipotese de que em altitudes intermediarias
h&a um maior controle de dispersao dos fungos no ambiente das queijarias e entre as amostras,
uma vez que correntes de ar e umidade relativa também podem favorecer a proliferacdo dos
fungos.

Ao cruzar os dados de Equitabilidade com os dados gerados pelo indice de Diversidade
Simpson, foi constatada uma relacédo diretamente proporcional entre ambos, sendo, portanto,
sugestivo de que quanto mais espécies estao presentes em uma determinada amostra, maior sel
também o equilibrio na distribuicdo dos individuos na comunidade. Dados obtidos por Zheng
et al. (2018) também revelaram altos indices Simpson e de equitabilidade durante a maturacao
de gueijos artesanais chineses do tipo Kazak. Tal equilibrio na comunidade foi fundamental
para atingir as caracteristicas de aroma e sabor que tornam esse queijo artesanal tdo peculiar.

Outros estudos também reforcam a composi¢cdo da microbiota como fator fundamental
para uma boa maturacdo de queijos artesanais, seja por conta das propriedades proteoliticas
lipoliticas das enzimas produzidas pelos fungos, seja pela protecdo que os mesmos conferem
na superficie dos queijos, impedindo o desenvolvimento de espécies deteriorantes. Ter essa
microbiota em equilibrio € fundamental para que a qualidade e seguranca microbiolégica sejam
alcancadas (LEGGIERI et al., 2020; IRLINGER & MOUNIER, 2009).

Osprincipais géneros fungicos identificados pela analise metagenémica sao apresentados
na Figura 9. O género Debaryomyces foi 0 mais prevalente dentre todos os fungos identificados,
seguido de Trichosporon, Fusarium, Candida, Diutina, AspergiliBarocladium. Fungos
cujos géneros ndo foram identificados através do alinhamento das sequéncias com os bancos

de dados foram detectados nas propriedades 1, 4, 5, 6, 7, 8, 12 e 16.
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Os géneros Debaryomyces, Trichosporon, Canelidiatina estédo presentes em todas as
propriedades produtoras de QMA, podendo, portanto, ser considerados como uma micobiota
core do QMA da Canastra; assim, sua presentdas as amostras de queijos provenientes
das cidades que compdem a microrregido da Canastra sugere que estes géneros fungicos

desempenham algum papel fundamental na identidade desses queijos (Figura 10
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Leveduras sdo comumente detectadas ao longo de toda a cadeia produtiva dos queijos
artesanais, tanto na massa quanto nas culturas endégenas utilizadas na fabricacdo (NOBREGA,
2007). Tais leveduras podem ter multiplas origens, como leite, contato com os produtores, e até
mesmo como parte da microbiota das instalacfes nas quais o queijo é fabricado. Lima et al.
(2009) detectaram uma elevada prevaléncia de leveduras do género @ddelidayomyces
em QMA da microrregido da Serra do Salitre, cuja presenca esta de acordo conmte prese
estudo, mesmo que para regides geograficas distintas.

O género Debaryomyces € um dos principais fungos integrantes da microbiota das mamas
das vacas (ANDREWS et al., 2019), o que pode estar relacionado a alta prevaléncia em todos
0S queijos analisados entre as propriedades. Apesar disso, 0 género nao parece estar relacionad
com casos de mastite bovina, 0 que ndo representa um risco para 0s animais e para a qualidade
da matéria-prima utilizada na fabricacdo do QMA (SUZUKI et al., 2011; ANDREWS et al.,
2019).

A producdo de volateis também é caracteristica do género Debaryomyces, tendo sido
detectados 5 compostos volateis produzidos por Debaryomycesihagmsan acido octanoico
e acido hexanoico, oriundos da atividade lipolitica desta levedura, além de 2-metil-acido
butanoico, 3-metil-1-butanol e 2-heptanol, possivelmente oriundos da atividade proteolitica e
da oxidacdo de &cidos graxos. A levedura € uma das primeiras a se desenvolver em queijos
artesanais, logo no inicio do periodo de maturacdo, substituindo as bactérias acidolaticas
previamente dominantes (Bertuzzi et al., 2018).

Debaryomyces também é descrito como um dos principais constituintes da microbiota da
casca de queijos maturados. Isso se da pelo fato de que essa levedura obtém vantagem sobr
outros microrganismos, uma vez que tolera altas concentracdes de NacCl, baixo pH, além de
utilizar lactato como uma das principais fontes de carbono (GORI et al.,, 2012), sendo
compativel com o ambiente recém formado por bactérias acidolaticas presentes na microbiota
do leite utilizado na fabricacao do queijo (LECLERCQ-PERLAT et al., 2004). Também ha
descricéo da producédo de compostos capazes de inibir o crescimento de diversos outros fungos
incluindo géneros de relevancia para a saude (GORDIAN et al., 2013), reduzindo ambém
proliferacdo de patdgenos alimentares e deteriorantes.

O género Trichosporon também se mostra um importante integrante do consorcio de
microrganismos responsaveis pelos processos fermentativos. Além de queijos artesanais, como
mostram os resultados deste estudo, ha relatos de diversas espécies envolvidas na fermentaca

de tempeh (um fermentado indonésio a base de soja), como T. asahii, T.ejfacleides
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(MOUNIER et al., 2017; PANGASTUTI et al., 2019). Por compartilhar de um fendtipo
halotolerante, similar ao género Debaryomyckschosporon também foi encontrado em
salmouras oriundas da producéo de queijos artesanais (VERMOTE et al., 2018). Caracteristicas
do préprio QMA da Canastra também favorecem o desenvolvimento de Trichosporon, como
umidade de aproximadamente 40% e pH ligeiramente acaidre 5 e 6 (RESENDE et al.,
2011).

Além do queijo da Canastra, Trichosporon ja foi descrito em queijos dinamarqueses,
como o Blue Veined, desde os primeiros dias de maturacéo, tanto na casca quanto no interior,
prevalecendo até o final da maturacdo, em torno de 28 dias. Este fungo também parece
desempenhar funcdes relevantes na degradacdo de compostos organicos para assimilacao d
diversas fontes de carbono, como glicose, sacarose, lactose, maltose, lactato, entre outros
(TEMPEL & JAKOBSEN, 1998). Por usar lactato como uma de suas fontes de carbono, assim
como o género Debaryomyces previamente descrito, sugere-se que estes dois fungos estejam
em uma relacao de equilibrio, ao mesmo tempo em que dificultam a proliferacdo de outros
géneros fungicos.

O género Candida foi encontrado nos queijos de todas as propriedades, porém, em uma
menor propor¢do quando comparado aos demais géneros. De fato, espécies como C. catenulate
e C. intermediaforam relatadas como ‘‘encontradas ocasionalmente’” em queijos de casca
florida, oriundas comumente do ar das camaras de maturagao e da pele de produtores de queijos
(MOUNIER et al., 2006). Por conta de sua baixa frequéncia entre os queijos das diferentes
propriedades, sugere-se que Candida ndo desempenhe um papel fundamental para a maturaca
do queijo em si, mas possivelmente para manter o equilibrio entre os demais integrantes da
comunidade, como ja foi relatado em estudo realizado por Tilocca @0a0). Candida
também foi identificado em leite cru de diferentes animais, como cabras, vacas e bufalos
(MONTEL et al., 2014)os autores apontaram uma elevada riqueza de OTU’s para o género
nas amostras avaliadas. Ja4 em estudo realizado na Serra da Canastra, a rigueza deiCandida
mais discreta, estando sempre associada a alta riqueza de DebaryamyoE®sporon
(SOBRAL et al., 2017).

O género Diutina também foi identificado; a Unica espécie presente nos queijos foi
Diutina catenulata, também catalogada como Candida catenulata, sendo descrita por alguns
autores como um contaminante de produtos lacteos (NAHIDUL-ISLAM et al.; QORRIEN
et al., 2018). Entretanto, segundo os autores, esta levedura € comumente encontrada no leite,

apesar de relatos de infecgbes superficiais e profundas serem eventualmente causadas por est
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microrganismo. Apesar dos queijos da Canastra apresentarem D. catenulata em todas as
propriedades, isso ndo representa, necessariamente, uma ameaca a qualidade do queijo artesan
e riscos ao consumidor, uma vez que € notavel a baixa frequéncia dessa levedura entre os
gueijos, possivelmente devido a elevada prevaléncia de Debaryoenjoelosporon, que
resulta em uma competicédo por nutrientes, na qual Diutina ndo consegue prevalecer.

Outros géneros fangicos detectados, como Acremonium, Apiotrichum,
Cutaneotrichosporon, Dipodascus, Gliomastrix, Kodamaea, Meyerdgnéillium, Pichia
e Trichothecium apresentaram uma porcentagem de prevaléncia baixa, indicando uma forte
relacdo de competicdo entre estes e 0s géneros prevalentes. Além disso, um fungo ndo
identificado pelas analises de metagenémica, cuja sequéncia de DNA néo foi compativel com
as armazenadas em bancos de dados de genon@detectado em amostras provenientes de
varias propriedades, inclusive com uma riqueza maior que alguns dos géneros supracitados
Estudos futuros devem ser realizados com o objetivo de se isolar e caracterizar

morfologicamente esse fungo, para posterior descricao na literatura especializada.

5.2 Anélise da diversidade Beta

Para andlise da diversidade beta, os dados obtidos a partir do sequenciamento foram
construidos com base em uma matriz de Bray-Curtis no software R com o pacote Vegan. A
partir dessa abordagem, foi construido o grafico de coordenadas principais (PCoA), que avalia
e representa a estrutura da comunidade contrastando essa métrica com a similaridade de
resultados entre as amostras (Figura 11). Os eixos PC1 e PC2 representam, respectivamente.
20,92% e 13,4% da variancia total das amestra
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Figura 11— Analise de Coordenadas Principais (PCoA) baseada em uma matriz de Bray-Curtis das sequéncias obtidas por propriedade.
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Para as propriedades 1, 2, 4, 5, 6, 12, 14 e 16, a distancia entre os plots revela uma
diferenca marcante entre as amostras, relacionada a composicao fangica, mesmo estando en
uma mesma propriedade. Devido ao processo manual de fabricacdo do queijo artesanal,
diferencas como essas sdo esperadas. Além disso, a escolha aleatoria de queijos para analis:
metagendmica acaba selecionando amostras com dias de maturacéo distintos.

Para queijos que se encontram no inicio do periodo de maturacéo, € natural que bactérias
iniciadoras do processo fermentativo sejam prevalentes no produto (COTTER &
BERESFORD, 2017). Associando este fato a coleta aleatdria dos queijos, € plausivel que alguns
apresentem nédo apenas tais diferencgas estruturais na comunidade, reveladas pela diversidade
beta, mas também nos indices de diversidade alfa citados anteriormente. A medida que os dias
de maturacdo prosseguem, esporos fungicos presentes no ar, nas paredes e prateleiras da
camaras de maturacdo se depositam sobre os queijos e ali se desenvolvem, alterando constant
e progressivamente a microbiota do alimento. Além disso, fungos que ja se fazem presentes
desde o inicio do processo de maturagdo comecam a se desenvolver de maneira progressive
(JONALLA et al., 2018).

Queijos de outras propriedades, dentre as 3, 7, 8, 9, 10, 11, 13 e 15, apresentaram uma
estrutura ecolégica menos variavel. Todas as propriedades com essa caracteristica estao
localizadas entre 713 e 950 metros de altitude, fortalecendo a hip6tese de que a elevacdo
influencia— juntamente com os modos de producao dos queij@ascomposi¢cao da micobiota
do queijo da Canastra. A analise dos queijos da propriedade 15, em particular, revelou que estes
apresentam uma micobiota que segue um mesmo padrdo de similaridade. Entretanto, essa
comunidade é estruturalmente distante de todas as outras propriedades, sugerindo que
microrganismos presentes na mesma sao especificos daquela regido, cercada pelo Parque
Nacional da Serra da Canastra (Figura 12); essa barreira geografica pode estar relacionada a

dificuldade de disperséo desses fungos para as demais localidades avaliadas neste estudo.
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Figura 12— Sao Jodo Batista da Gléria, localizada entre a Serra da Canastra e o Rio Grande.

Em estudo realizado por Li et al. (2017), queijos coletados em diferentes paises, como
Italia, Bélgica e Cazaquistéo, apresentaram diferencas na estrutura da comunidade microbiana
através da mesma andlise de PCuekacteristicas edafoclimaticas, correspondemtegidoes
geograficas distintas, favoreemy o0 desenvolvimento de diferentes espécies de
microrganismos, o que esta de acordo com o presente estudo. Entretanto, mesmo em casos Nno:
quais apenas um tipo de queijo é analisado, essa mesma diferenca em composicao e estruture
pode ser identificada (QUIJADA et al., 2018).

Estudo de Sant’Anna (2019) demonstrou que a variacdo na comunidade de
microrganismos associados a maturacdo de queijos artesanais da regido do Serro foi
influenciada por fatores abioticos, como localizacdo geografica, condicbes de umidade e
sazonalidade. A microbiota presente nos queijos também sofreu significativa alteracédo
estrutural conforme o0 avanco dos dias de maturagcédo. Perda da umidade do produto, alteracdes
de pH e concentracéo de sais também foram fatores determinantes para uma mudanca estrutura
da comunidade microbiana.

Liu et al. (2015) analisaram leite cru fermentado na regadidsia utilizando técnicas

de pirossequenciamento, cujos resultados revelaram um padrdo no qual a distribuicdo de
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espécies fungicas em queijos artesanais também apresentou especificidade para regides
geograficas distintas. Tal caracteristica é inerente aos queijos artesanais, e € por causa dela que
0S mesmos apresentam propriedades organolépticas tdo distintas, que confirmam sua
identidade. A estrutura das comunidades de amostras obtidas em Delfinopolis (propriedade 16)
se mostra relativamente proxima da observadamastras de Sao Jodo Batista da Gloria.

Metadados levantados neste estudo revelaram que queijos das propriedades 1 e 2 foram
premiados nacional e internacionalmente por conta da qualidade do produto e caracteristicas
organolépticas de exceléncia, assim como queijos das propriedades 6, 7, 8 e 11, reconhecidos
nacionalmente pelo mesmo padrdo de qualidade. E interessante notar que as comunidades
fangicas de todas essas propriedades, cujos queijos foram premiados (PREMIO QUEIJO
BRASIL, 2019), estédo relativamente proximas umas das outras em termos de similaridade,
sendo sugestivo de um padrdo estrutural com papel relevante no desenvolvimento de
caracteristicas tdo apreciaveis nestes queijos.

Propriedades cuja micobiota apresenta semelhanca estrutural de comunidade, como
aguelas produtoras de queijos premiados (9, 10, 14 e 16) possuem potencial de produzirem
gueijos de referéncia, uma vez que a micobiota, juntamente com fatores abidticos,
desempenham relevante impacto na qualidade e correta maturacao do produto. Todos 0s queijos
premiados foram produzidos em propriedades localizadas entre 716 e 950 metros de altitude,
locais cujos indices de diversidade alfa analisados foram os mais marcantes; alguns deles sédo
de propriedades adeptas a producdo de queijos com fungos, permitindo seu crescimento
superficial. Isso pode sugerir que a micobiota tipica da regido da Canastra favorece a construcao
de caracteristicas sensoriais agradaveis nos queijos, o que aumenta o estimulo para o

estabelecimento de uma nova variante do queijo Canastra.

5.3 Padrdes de interagéo fungica

A rede de interacéo fungica, bem como seu grau e integracao entre géneros nas amostras
de queijos artesanais da Canastra, podem ser visualizados na Figura 13. O grau é definido como
0 numero de conexfes realizado por cada né na rede, enquanto que a intermediacdo
(betweennegscorresponde a importancia de cada fungo na conexao com individuos na mesma
sub-comunidade e outras. O padrdo de co-ocorréncia revela que o género Acremonium
apresentou o maior grau de intermediacao entre os integrantes da comunidade, uma vez que

este fungo se conecta com outras duas sub-comunidades, interagindo positivamente com 0s
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géneros Gliomastix e Aspergillus. Acremonium ainda co-ocorre com 0s géneros Saroeladium

Trichothecium, enquanto adota um comportamento de co-exclusdo com Kodamaea.
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Figura 13— Rede de co-ocorréncia dos géneros fungicos nas amostras de queijos artesanais da
Canastra em diferentes nichos (a esquerda). Grau das interacde® @dine#a) e integracao

dos fungos (abaixo). Linhas vermelhas representam interacdes negativas; as azuis, interacdes
positivas.

Acremonium também apresentou a maior integratividade dentre os fungos analisados.
Com isso, é possivel sugerir que este fungo desempenhe algum papel relevante na manutencac
da micobiota dos queijos artesanais da Canastra. E necessario destacar que Acremonium n&o St
mostrou como um dos fungos mais predominantes nas andlises de diversidade alfa, tendo
destaque os géneros Debaryomy®schosporon. Entretanto, mesmo sendo mais abundantes,
nao sdo os fungos com maior grau de conectividade. Ao analisar com maior detalhe a interacéo
entre estes dois fungos, nota-se um padrao de co-exclusao, que pode ser verificado na Figura 8
E possivel notar que nas amostras onde um desses fungos é mais presente, o outro doaba estan
ausente ou com uma prevaléncia muito baixa, sugestivo de alguma competicdo entre ambos.

O género Acremonium ja foi isolado com uma elevada prevalémaaostras de queijos
na Turquia (HAYALOGLU & KIRBAG, 2006) e Espanha (ARIZCUN et al., 1996). Luz et al.
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(2006) constataram consideravel producdo de lipases e proteases por diversos fungos
endofiticos, incluindo o género Acremonium. H& um crescente intenesproducdo de
enzimas com potencial de aplicacdo pela induUstria de alimentos na Ultima década
(ORLANDELLI et al., 2012), sendo Acremonium um género de destaque na producao dessas
enzimas, que podem ser utilizadas para otimizagdo do processo de maturagdo em alimentos
fermentados.

Estudo realizado por Zheng et al. (2018) revelou o papel de diversos fungos na producéo
e composicao de sabores e aromas em queijos chineses. Dentre os mais relevantes para esse fir
estava 0 género Dipodascus. Esse fungo apresentou um padrdo de co-ocorréncia com
Trichosporon, também conhecido por sua producdo de compostos volateis (TEMPEL &
JAKOBSEN, 1998). Além disso, ambos possuem marcante atividade proteolitica e lipolitica,
sendo esta Ultima ainda mais evidente para Dipodascus, que possui funcdo importante na
geracdo de &cidos graxos livres durante o processo de maturacdo (ZHENG et al., 2018). Tais
informagdes sugerem um papel importante de ambos na maturacdo do queijo da Canastra; no
entanto, mais estudos acerca de seus papéis ha maturacéo do produto sdo necessarios.

De acordo com a analise metagendmica, o género Kodamaea foi inibido por dois fungos
diferentes, AcremoniumSarocladium, refletindo em uma baixa prevaléncia, uma vez que estes
se fazem presentes em um mesmo nicho, exercendo um comportamento de co-exclusao
Cardoso et al. (2015) também detectaram uma baixa prevaléncia de Kodamaea em queijos
artesanais da regido do Serro nos primeiros dias de maturacdo. Entretanto, sua porcentagem na
comunidade ndo aumentou de forma significativa até o 60° dia de maturacao, reforcando a baixa
prevaléncia indicada neste estudo.

Sarocladium, Acremonium Trichothecium formaram um padréo de co-ocorréncia que
interage com outros fungos da comunidade. Recentemente, Saroaaditamonium foram
relatados como presentes em alimentos com baixo teor de umidade na Nigéria, incluindo
queijos (EZEKIEL et al., 2020). Trichothecium ja foi descrito como um potente produtor de
compostos volateis que podem proporcionar aromas agradaveis em alimentos (VANHAELEN
et al., 1978). Candida, Diutina Kodamaea sofreram atividade inibitéria dos trés fungos
supracitados. Nestes cendérios, € possivel sugerir que haja a produgdo de algum metabdlito
secundario que iniba o desenvolvimento destes trés fungos. Entretanto, analises in vitro sao
necessarias para corroborar esta hipotese.

Candida, por sua vez, € comumente descrita em queijos e produtos lacteos, com uma
elevada prevaléncia (MONTEL et al., 2014; CHEN et al., 2017). O resultado do presente estudo
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revela que essa levedura é pouco abundante no queijo da Canastra, interagindo exclusivamente
por padrbes de co-exclusdo na comunidade fangica. Apesar de ndo ter realizado anélises de ¢
ocorréncia, Zheng et.42018) também detectaram Candida com uma baixa frequéncia durante

a maturacao de queijos, sendo esta responsavel por relevante producédo de compostos volateis
como acido propanoico e hexanoico, importantes para a formacgéo de caracteristicas sensoriais
de vérios queijos (CURIONI & BOSSET, 2002), além da liberacdo de acidos graxos e
aminoacidos livres que podem servir de substrato para bactérias presentes na comunidade.
Baixas concentracfes de acidos graxos livres sdo essenciais para a formacao de sabores ¢
aromas agradaveis em queijos (HASSAN et al., 2012; RICHLIK et al., 1997), enquanto que
aminoacidos livres sdo precursores de diversos compostos, como alcoois, aldeidos, compostos
sulfurosos, aminas e acidos carboxilicos (BERTUZZI et al., 2018).

O género Gliomastix apresentou um comportamento de co-exclusdo com Fusarium
conhecido por ser um relevante fitopatégeno, além de contaminante de alimentos (SESSOU et
al., 2019). Esse resultado indica que padrbes de co-ocorréncia em comunidades de
microrganismos sdo fundamentais na inibicdo de potenciais patégenos alimentares nos queijos
(SESSOU et al., 2019). Em relagdo a Meyerozyma, essa levedura ja foi isolada em diversos
tipos de ambientes, incluindo alimentos, ambientes externos e instalagdes hospitalares. Apesar
de alguns estudos sugerirem o0 uso de Meyerozyma para aplicacdes alimenticias (CORTE et al.,
2015), ha relatos de seu envolvimerta infec¢gdes nosocomiais, sendo uma das principais
leveduras isoladas de ambientes hospitalares (PFALLER et al.,, 2006), responsavel por
aproximadamente 10% dos casos de fungemia (GIRMENIA et al., 2006). Nota-se, contudo,
gue este género foi reprimido por Aspergillus, reforcando a ideia de que a interacdo com outros
microrganismos na comunidade presente nos queijos € de suma importancia para impedir o
desenvolvimento de caracteristicas desagradaveis nos produtos, como odor de rango e presenc:

de potenciais patégenos.

5.4 Potencial génico funcional da comunidade fungica

Um panorama acerca do potencial génico funcional da micobiota dos queijos artesanais

da Canastra € apresentado na Figura 14.
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Figura 14 - Andlise de componentes principais baseado na predi¢do funcional pelo programa
PICRUSt. Os pontos representam as amostras e as setas 0s vetores relacionados as via
metabdlicas presentes em cada amostra. Pontos em diferentes grupos (azul ou laranja)
representam fungos em queijos com diferentes abundancias de vias metabdlicas.

A partir das analises no software PICRUSt, foram detectados dois grupos de gueijos nos
quais determinadas vias metabolicas foram mais exprédaasmetabdlicas centrais, entre
outras essenciais para o funcionamento e manutencao da estrutura celular e de acidos nucleicos
foram detectadas em ambos 0s grupos. Excepcionalmente, uma via para a degradacao de quitine
e conversao de N-acetil-D-Glicosamina (GIcNAc) em etanol foi detectada nos fungos
pertencentes ao grupo azul (Figura 14). Além de apresentarem funcdes de regulacéo estrutural

da parede celular fungica, quitinases também sdo descritas por regularem o crescimento do
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fungo (FLACH et al., 1992). Diversos microrganismos, procariotos e eucariotos, ja foram
relatados como responséaveis pela biorefinaria de quitina, como Escherichia coli, fungos
dimérficos, e microrganismos oleaginosos, como leveduras responsaveis pela maturacdo de
gueijos artesanais (RODRIGUEZ & DOMINGUEZ, 1984; INOKUMA et al.,, 2016).
Compostos alcodlicos e subprodutos oriundos deste grupo séo frequentemente relatados como
presentes em queijos artesanais (ROGER et al., 1988; XU et al., 2020; VAN MASTRIGT et
al., 2018). A producéo destes compostos volateis parece fundamental para formacéo de flavor
dos queijos artesanais. Em trabalho realizado por Andrade et al. (2017), foram detectados 12
compostos alcoodlicos produzidos por leveduras durante a maturacdo de queijos artesanais da
Serra da Canastra; ainda que a composicao quimica das amostras analisadas no presente estuc
ndo tenha sido realizada, o estudo das vias metabdlicas permite sugerir a presenca de tais
compostos nas mesmas, corroborando as informacfes apresentadas pelos pesquisadore:
supracitados.

Outra via de relevancia para as caracteristicas sensoriais dos queijos é a de biossintese de

octanoil associada a uma proteina carreadora de acil (octanoil-ACP), presente no grupo laranja
(Figura 13). Este composto é um intermediario para a biossintese do complexo da piruvato
desidrogenase, responsavel pela obtencédo de energia nos processos metabdlicos oxidativos
(MILLER et al., 2000). Apesar de apresentar uma funcéo energética relevante para a célula,
presenca de uma via responsavel pela producédo de seu precursor, o acido octanoico, é evidéncic
direta da sua producéo por leveduras durante o processo de maturacdo do queijo da Canastra
Dentre diversos acidos descritos durante a fase de maturacao, o acido octanoico é um dos mais
produzidos (relacionado a formacdo de aroma caracteristico nos queijos) (CURIONI &
BOSSET, 2002), juntamente com os acidos hexanoico e decanoico (ANDRADE et al., 2017).
A identificacdo de vias geradoras ou indicativas de compostos volateis (alcoois e acidos) em
ambos os grupos de queijos é um resultado relevante, visto que estes componerstes sdo o
principais a serem produzidos por leveduras durante o processo de maturacdo do queijo da
Canastra (ANDRADE et al., 2017).
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6. CONCLUSOES

e Arriqueza,adiversidade & equitabilidade de espécies fungicas associadas ao queijo
artesanal da Canastra pode estar associada ao modo de produc¢éo dos queijos; sugere-se
ainda, uma influéncia secundaria da altitude nesses indices;

e Debaryomyces, Trichosporon, DiutireCandida foram os géneros prevalentes nas
amostras, fato decorrente de fortes interacées dentre os géneros;

¢ Vias relacionadas a formacéo de compostos volateis de relevancia para a construcdo de
aromas e sabores em queijos artesanais foram identificadas nas amostras analisadas;

¢ A micobiota core caracteristica dos queijos artesanais produzidos na Serra da Canastra
avaliados no presente estudo é composta pelos géneros Candida, Trichosporon, Diutina,

Kodamaea, Debayomyces, Fusarium e Sarocladium.
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APENDICE A - TABELA DE GENEROSAFUNGICOS IDENTIFICADOS POR
METAGENOMICA

Género Fungico Numero da Propriedade

1t 2t P o4 5 6 77 8 9t 107 11* 12* 13t 14 1% 16
X X X X X X X X X X X X
X X
X

Debaryomyces X X X
Trichosporon

Fusarium X X
Aspergillus X X
Sarocladium X X
Candida X X X X

X X X X X
X X
X X
X
X

x
X
x
X
x

Acremonium X
Trichothecium X
Diutina X X X

Gliomastix

X X X X
X X X X X
x x
X
X X
X
X
X X X X X X X X X
X
X X X X X X X

x

Nao identificado X

X X X X X X X X X X

Penicillium X

Apiotrichum X X X
Kodamaea X X X X
Dipodascus X X

x
X X X X
>
X
X

Cutaneotrichosporon X X X X
Meyerozyma X X X
Pichia X
Wickerhamomyces

Cladosporium X X X
Rhodotorula X X

X X X X X X
>

Kluyveromyces
Clavispora X
Neodevriesia X

Alternaria X

Mortierella X X X
Saitozyma X X X X X
Ogataea X
Moniliella X X
Trichomonascus X
Wallemia X X



Lodderomyces
Pseudogymnoascus
Setophoma
Resinicium
Cleistothelebolus
Mucor
Holtermanniella
Ceratobasidium
Metarhizium
Clonostachys
Bionectria
Yamadazyma
Gorgomyces
Bipolaris

Phoma

Hortaea
Mycosphaerella
Lasiodiplodia
Archaeorhizomyces
Pseudeurotium
Hyphopichia

L Amostra de QMA.
2 Amostra de QAM.

X

X
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