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RESUMO GERAL

O estudo da microbiota terroir visa obter o conhecimento do ecossistema microbiano presente
na uva, que apresenta grande diversidade de microrganismos, como leveduras, bactérias e
fungos. Esses microrganismos modulam substancialmente a salde da videira, seu
desenvolvimento, assim como a uva e, consequentemente, a qualidade do vinho. A microbiota
das uvas viniferas é composta por alguns géneros, como Alternaria, Acremonium,
Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Penicillium e Rhizopus, assim como no solo essas
espécies também estdo presentes. Algumas espécies s@o responsaveis por causarem doencas
nas plantas, como a fusariose e a podriddo do cacho e outras espécies podem ser responsaveis
pela producdo de ocratoxina A. Nesse sentido, o presente estudo foi realizado com 0s
objetivos de avaliar a diversidade de fungos filamentosos presentes em uvas da variedade
Syrah e no solo dos vinhedos, por meio de diluicdo seriada em meio DRBC e DG18, a fim de
auxiliar no conhecimento da microbiota da regido e correlacionar com as caracteristicas
fisico-quimicas do solo através de componentes principais (PCA), assim como identificar a
microbiota terroir nas uvas pela técnica de metagenémica. Os resultados obtidos mostram
que, nas uvas, houve predominancia dos géneros Cladosporium, Penicillium e Aspergillus,
representando 43,75%, 30,89% e 10,53% respectivamente. J& nas amostras de solo os
principais géneros encontrados foram Penicillium Cladosporium e Aspergillus, representando
18,60%, 17,13% e 16,97% respectivamente. J& na técnica de metagendmica, perfis
taxonémicos foram obtidos em Dominio, Filo, Classe, Ordem, Familia, Género e Espécie,
tendo sido possivel obter maior predominancia do filo Ascomycota, seguido de
Basidiomycota, em que as 20 principais espécies foram agrupadas e, entdo, construida uma
arvore filogenética representada por géneros como Cercospora, Uwebraunia, Aureobasidium,
Leptospora, Pseudopithomyces, Periconia, Acrocalyma, Alternaria, Aspergillus,
Pecinicillium, Hansfordia, Meyerozyma, Candida, Wickerhamomyces, Acremonium,
Sarocladium, Giberella e Colletotrichum. A caracterizacdo da diversidade microbiana das
uvas foi obtida com sucesso, no entanto, pode-se observar um grande nimero de individuos
que ndo foram classificados, levando a crer que estudos futuros nessa area precisam ter
continuidade para que, cada vez mais, possamos ter conhecimento dessas espécies e entender
como funcionam esses sistemas.

Palavras- chave: Uva. Solo. Diversidade de fungos. Leveduras. Metagenémica.



GENERAL ABSTRACT

The microbiota terroir study aims to obtain the knowledge of the microbial ecosystem present
in the grape, which presents great diversity of microorganisms such as yeasts, bacteria and
fungi. The grapes microbiota is composed of some genera, such as
Alternaria, Acremonium, Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Penicilliu e Rhizopus, as well
as in the soil these species are also present. Some species are responsible for causing diseases
in plants, such as fusariosis and bunch rot and other species may be responsible for the
production of ochratoxin A. In this sense, the present study was carried out with the
objectives of evaluating the fungi filamentous diversity present in grapes of the Syrah variety
and in the vineyards soil, by serial dilutions in DRBC and DG18 means. In order to assist in
the region microbiota knowledge and to correlate with the physical-chemical characteristics of
the soil through principal components analysis (PCA), as well as to identify the terroir
microbiota in the grapes by the technique of metagenomics. The results obtained show that, in
grapes, there was predominance of genera Cladosporium, Penicillium and Aspergillus,
representing 43.75%, 30.89% and 10.53% respectively. In the soil samples, the main found
genera were Penicillium Cladosporium and Aspergillus, representing 18,60%, 17,13% e
16,97% respectively. In the metagenomic technique, taxonomic profiles were obtained in
Domain, Phylum, Class, Order, Family, Genera and Species, and it was possible to obtain a
greater predominance of Ascomycota phylum, followed by Basidiomycota, in which the top
20 species were grouped and then constructed a phylogenetic tree represented by genera as
Cercospora, Uwebraunia, Aureobasidium, Leptospora, Pseudopithomyces, Periconia, Acroca
lyma, Alternaria, Aspergillus,Pecinicillium, Hansfordia, Meyerozyma, Candida, Wickerhamo
myces, Acremonium, Sarocladium, Giberella e Colletotrichum.  The microbial  diversity
characterization of the grapes was successfully obtained, however, it was possible to observe
a large number of individuals that were not classified, leading to the belief that future studies
in this area need to be continued so that, more and more, we can have knowledge of these
species and understand how these systems work.

Keywords: Grape. Soil. Fungi diversity. Yeasts. Metagenomics.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO GERAL

1 INTRODUCAO

A Vviticultura e a vitivinicultura tém elevada importancia econdmica e cultural em
muitos paises. No Brasil, essas atividades vém crescendo consideravelmente, principalmente a
cultura de uvas viniferas para a elaboragdo de vinhos finos. No estado de Minas Gerais, a
producdo vitivinicola segue trés segmentos, o segmento tradicional com a producédo de uvas
hibridas e americanas para a elaboracdo de vinho de mesa e suco de uva, o segmento de
producdo de uvas de mesa para consumo e o terceiro segmento que esta focado na producéo
de uvas viniferas para a elaboracéo de vinhos finos (PROTAS; CAMARGO, 2011).

Sabe-se que a videira é colonizada por uma variedade de microrganismos e que
apresentam mdltiplas atividades metabolicas, ocasionando um efeito importante na salde da
planta, na qualidade das uvas e, consequentemente, na qualidade dos vinhos produzidos
(BOKULICH et al., 2014). Dentre estes microrganismos destacam-se os fungos filamentosos
capazes de contaminar as uvas com micotoxinas, especialmente a ocratoxina A.

O crescente avanco do setor vitivinicola no Brasil tem também despertado o interesse
sobre a contaminacdo das uvas por estes fungos produtores de micotoxinas, pois a presenca
desses microrganismos pode levar a perdas econémicas significativas, reduzindo a qualidade
do produto final. A presenca desses fungos pode modificar a composicdo quimica das uvas,
alterando-lhes o sabor, o odor e a cor dos vinhos. Os principais fungos responsaveis pela
deterioracdo das uvas na época de colheita pertencem aos géneros Botrytis, Alternaria,
Aspergillus, Penicillium e Cladosporium, sendo os Aspergillus da Secdo Nigri considerados
0s principais produtores de micotoxinas nas uvas (EINLOFT, 2012).

A microbiota terroir é formada por componentes como o solo, 0s microrganismos, o
clima, a altitude, o regime de chuvas e o relevo, e todos esses fatores sdo considerados
importantes e desempenham papel fundamental na elaboracdo dos vinhos, pois propiciam o
cultivo e o desenvolvimento da uva com qualidade e tipicidade que influenciam a identidade
do vinho produzido em determinada regido. Os estudos sobre diversidade de fungos
filamentosos e leveduras em uvas, solos e folhas sdo importantes para se obter informacoes
sobre a influéncia desses microrganismos nas caracteristicas organolépticas do produto final,

ou seja, dos vinhos.
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O conhecimento da diversidade microbiana nas regides produtoras podera atuar na
melhoria do terroir desses vinhos, permitindo, assim, a sua reprodutibilidade em locais que
ndo apresentam essas caracteristicas. Estudos avancados sdo necessarios para conhecer e
explicar a potencial funcionalidade destas comunidades, ja que diferentes espécies de
microrganismos, como, por exemplo, as bactérias, quando associadas em diferentes tecidos da
videira, podem influenciar o flavor, estando relacionadas diretamente com as caracteristicas
organolépticas do vinho (GILBERT; LELIE; ZARRAONAINDIA, 2014). Além disso, a
bioprospeccdo da microbiota associada as uvas viniferas permitiu descobertas de algumas
espécies de leveduras pertencentes ao género Saccharomyces com propriedades enoldgicas e
que ja estdo sendo comercializadas como uma cultura iniciadora no processo de vinificag&o.
Isso mostra que um nudmero crescente de microrganismos estd sendo reconhecido como
participante ativo no processo de fermentacao de vinhos, trazendo importantes contribuicdes
para a qualidade sensorial e a seguranga dos vinhos elaborados (BOKULICH et al., 2014).

Nesse sentido, o presente trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar quantitativa
e qualitativamente a populacdo de fungos filamentosos presentes nas uvas e no solo de
vinhedos, para caracterizar a microbiota terroir da regido. Os resultados estdo apresentados
em dois capitulos. No primeiro, apresenta-se a diversidade microbiana de fungos filamentosos
isolados de uvas da variedade Syrah e dos solos de vinhedos localizados em Minas Gerais e,
no segundo capitulo, aborda-se a diversidade de fungos e leveduras pela técnica de

metagendmica, para caracterizar a microbiota terroir da regido de estudo.



16

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Vitivinicultura brasileira

As primeiras variedades de uvas (Vitis vinifera) foram introduzidas no Brasil pelos
portugueses, porém, a atividade se consolidou com a introducdo da variedade Isabel (Vitis
labrusca), no século XIX. Mas, somente no século XX as variedades finas voltaram a ganhar
expressao na producéo de vinhos no pais (CAMARGO; TONIETTO; HOFFMANN, 2011).

A vitivinicultura e a vitivinicultura brasileira ocupam uma area de, aproximadamente,
80.576 hectares de vinhedos. O Rio Grande do Sul se destaca, com média de 777 milhdes de
kg de uva por ano, gerando 330 milhdes de litros de vinhos e mostos (sumos de uvas frescas
que ainda ndo passaram pelo processo de fermentacdo). Das uvas cultivadas no sul do pais
apenas uma porcentagem € destinada ao consumo in natura; a maior parte das frutas é
utilizada na fabricagdo de vinhos, o que corresponde a 90% da produgéo nacional (BRASIL,
2015; INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA - IBGE, 2014).

Embora a vitivinicultura ndo ocupe posicdo de destaque na agroinddstria nacional,
essa cultura tem agregado valor em outras atividades da economia, como o turismo e a
gastronomia. Além disso, a implantacdo das indicagdes geogréficas, nos ultimos anos,
também tem contribuido para o desenvolvimento das regides envolvidas, agregando valor aos
produtos e a valorizacdo dos fatores culturais e naturais (MELLO, 2014).

De acordo com os dados estatisticos do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE, 2014), houve um aumento na produgdo de uvas de 1,64%, nas safras de 2014 em
relacdo a de 2013. A maior producdo ocorreu no estado da Bahia, com aumento de 46,77% na
producdo, seguido de Santa Catarina, com 24,37%. Verificou-se um aumento também na
producdo dos estados de Pernambuco, Parana e Rio Grande do Sul, na proporc¢édo de 3,52%,
2,35%, e 0,53%, respectivamente. Minas Gerais e S&o Paulo apresentaram queda de producao
de 9,24% e 15,09%, respectivamente, em 2014, como se observa nos dados da Tabela 1. No
entanto, em comparagdo com as safras de 2013, houve um aumento de 1,74% na producdo de

uvas no Brasil.

Na Tabela 1 observa-se que houve reducao na producéo de uvas, nas safras de 2012 e
2013, no Brasil, relacionada, especialmente, as condigdes climaticas, pelo préprio ciclo da
videira e ao fato de que em algumas regides o0s vinhedos estédo sendo reconvertidos (IBGE,
2013).
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Tabela 1 - Producdo de uvas no Brasil, em toneladas, 2010 a 2014.

Estado\Ano 2010 2011 2012 2013 2014

Rio Grande do Sul 692.692 829.589 840.251 808.267 812.537

Pernambuco 168.225 208.660 224.758 228.7127 236.767
Sao Paulo 177.538 177.227 176.902 172.868 146.790
Parana 101.900 105.000 70.909 79.052 80.910
Bahia 78.283 65.434 62.292 52.508 77.504
Santa Cartarina 66.214 67.767 71.019 53.153 66.106
Minas Gerais 10.590 9.804 10.107 12.734 11.557
Brasil 1295.442  1463.481 1.456.238 1.407.309 1.432.171

Fonte: IBGE (2014)

Em 2014, a producdo de uvas destinadas ao processamento (vinho, suco e derivados)
foi de 673,422 milhGes de kg de uvas, representando 46,89% da producdo nacional, sendo o

restante da producéo (53,11%) destinado ao consumo in natura (Tabela 2).

Tabela 2 - Producgéo de uvas para processamento e para consumo in natura, no Brasil, em
toneladas, de 2010 a 2014.

Discrimacédo/Ano 2010 2011 2012 2013 2014

Processamento 557.058 836.058 830.915 679.793 673.422

Consumo in natura 737.554 627.423 624.894 733.061 762.652

Total 1.295.442 1.463.481 1.455.809 1.412.854 1.436.074

Fonte: IBGE (2014)
Elaborag&o: Loiva Maria Ribeiro de Mello - Embrapa Uva e Vinho

A vitivinicultura brasileira vem crescendo devido a expansdo da area de cultivo e ao
emprego de tecnologias mais modernas na producdo de uvas e fabricacdo de vinhos. As
regides do Brasil que merecem destaque na producdo de uvas sdo as do sul, nos estados do
Rio Grande do Sul e Santa Catarina; na regido sudeste, os estados de Minas Gerais e S0
Paulo; no centro-oeste, os estados do Mato Grosso do Sul e Goias, e, na regido nordeste, 0s
estados de Pernambuco e Bahia, no Vale do Submédio S&o Francisco, onde a variabilidade de
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clima e solo permite a obtencdo de produtos com caracteristicas diferenciadas (GUERRA et
al., 2009).

No sul de Minas Gerais o plantio das variedades viniferas encontrou dificuldades
iniciais para o estabelecimento dessa cultura, principalmente devido a decorréncia do ciclo
normal de brotamento, amadurecimento e colheita das uvas. No hemisfério sul, a poda ocorre
no inverno, durante o repouso da videira (abril-julho) e a colheita ocorre no verdo (janeiro-
mar¢o). No entanto, neste periodo, no Brasil ocorre a estacdo de chuvas, o que atrapalha o
amadurecimento das uvas utilizadas na fabricacdo de vinhos. Devido a essas circunstancias
foi necessario alterar o ciclo da videira, ou seja, a uva foi induzida a mudar suas etapas de
crescimento, amadurecimento e colheita, por meio da realizagdo de duas podas, uma em
agosto e a outra em janeiro. Essa pode dupla permite a formacdo de ramos produtivos e a
eliminacdo de alguns cachos. Com isso, a planta muda seu ciclo, comegando a brotar em
fevereiro, a florescer em margo e inicia a formacgdo dos cachos em abril, sendo a colheita
realizada no inverno. Essa mudanca na inversdo do ciclo da videira faz com que os frutos
sejam colhidos no inverno, o que traz beneficios para o fruto.

Nessa regido os dias sdo secos e quentes e as noites sdo frias, ou seja, observa-se uma
grande amplitude térmica diaria, o que favorece o lento amadurecimento da uva, a fixacao de
aromas e o acumulo de polifendis que sdo essenciais para a estrutura e a longevidade do
vinho. Como, no periodo de colheita, ndo ocorrem chuvas, isso faz com que se consiga uma
excelente concentracdo de aclcar em decorréncia de um completo amadurecimento fendlico
(MOTA et al., 2010).

2.2 Uvas viniferas cultivadas em Minas Gerais

2.2.1 Syrah

A uva Syrah é uma das variedades mais cultivadas e seus vinhos sdo caracteristicos
por seu aroma e buqué. Sua origem é relatada como sendo de Schiraz, na Pérsia, no entanto,
outras referéncias citam que pode ser nativa de Vila Siracusa, na Sicilia. Independente de sua
origem, a variedade Syrah é cultivada na Franca hd muito tempo e de la se expandiu para
outros paises, sendo hoje a variedade de uva vinifera mais plantada no mundo. Chegou ao Rio
Grande do Sul em 1921, oriunda de vinhedos da Vila Cordélia, em Sdo Paulo, mas ndo foi
adiante por ndo ter éxito nos vinhedos daquele estado. Posteriormente, comegou a ser plantada

comercialmente em Santana do Livramento, na Serra Galcha, entretanto, as condicdes
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ambientais da regido ndo foram propicias ao seu cultivo. Nas areas semiaridas do nordeste,
em especial na regido do Vale do Submédio S&o Francisco, tem mostrado 6timos resultados
(GUERRA et al., 2009), assim como na regido Sul de Minas, sendo a variedade que mais bem

se adaptou as caracteristicas climaticas da regido.

Figura 1 - Variedade Syrah.
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Fonte: Foto feita pela autora (2016).

2.2.2 Chardonay

A uva Chardonay é uma variedade que tem origem, possivelmente, na Borgonha,
tendo sido primeiramente introduzida, em 1930, em S&o Roque, SP e, em 1948, no Rio
Grande do Sul. Somente em 1970 essa variedade foi difundida na Serra Galcha, em
decorréncia de ndo ter tido uma difusdo comercial e ter ficado retida nas estacdes
experimentais de S30 Roque e Bento Goncalves. E uma variedade que tem 6tima adaptacéo
na Serra Galcha, apresentando vigor e produtividade relevante. Dependendo do ano de
colheita, atinge boa graduacdo de agUcar, no entanto, apresenta brotacdo precoce, podendo
causar prejuizos em geadas tardias.

Esta variedade tem renome internacional pelo fato de produzir espumantes famosos
elaborados na regido de Champagne, juntamente com a Pinot Noir, especialmente pela
qualidade dos vinhos produzidos na Borgonha. No Brasil tem destaque com a producéo de
vinho fino varietal e de espumantes (GUERRA et al., 2009).
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Figura 2 - Variedade Chardonay.
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Fonte: Vinhos Maria Maria (2016a).

2.2.3 Cabernet Sauvignon

A uva Cabernet Sauvignon é originaria de Bordeaux, Franca, e € cultivada no Brasil.
As primeiras tentativas de sua difusdo comercial no Rio Grande do Sul ocorreram nas décadas
de 1930 e 1940. Entretanto, foi a partir do final da década de 1980, com o incremento da
producdo de vinhos varietais, que ganhou expressdo no estado. Tem cachos pequenos e
cilindricos, frutos pequenos, esféricos e de sabor meio amargo. Osaromas da Cabernet
Sauvignon sdo diretos, marcantes e de facil reconhecimento. S&o intensas e ricas em aromas e
sabores, como frutas vermelhas (cereja, amora, morango), frutas pretas (ameixa, mirtilo),
especiarias (pimentas em po, cravo) e também marcadas por aromas vegetais, de oliva, menta,
tabaco, madeira, cedro e anis.

A videira adapta-se bem a qualquer clima, desde que a temperatura ndo atinja
extremos de frio e de calor. O frio intenso a congela, enquanto o calor deve ser equilibrado
para que o amadurecimento acontega no tempo certo. Por ser de ciclo tardio, sua vindima
(colheita) acontece depois da maioria das outras uvas, o que confere um sabor mais
concentrado aos seus frutos (GUERRA et al., 2009).

Figura 3 - Variedade Cabernet Sauvignon.

Fonte: Foto feita pela autora (2016).
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2.2.4 Sauvignon Blanc

A Sauvignon Blanc € originaria de Bordeaux, onde se elaboram alguns dos mais
conhecidos vinhos secos e doces, e onde €, em geral, cortada com boa porcentagem de
Semillon. Atualmente, os melhores exemplares franceses de Sauvignon Blanc vém do Loire,
vale a noroeste da Franca, onde essa uva alcangou fama mundial. Ha grandes diferencas entre
0s Sauvignon Blanc de Bordeaux e os do vale do Loire. Em Bordeaux, 0s vinhos secos sdo
pouco encorpados e menos aromaticos e intensos que os do Loire. A alta acidez dos vinhos do
Loire representa uma vantagem na harmonizacdo com comidas em que tém caracteristica
acida (REVISTA ADEGA, 2006).

Figura 4 - Variedade Sauvignon Blanc.

Fonte: Vinhos Maria Maria (2016b).

2.3 Producéo de vinhos na regido de Minas Gerais

A viticultura mineira data do século XIX e iniciou-se com a matriz das videiras
americanas cultivadas nas regides de altitude do sul de Minas Gerais, mais especificamente
em Andradas, Caldas e Baependi (SILVA, 1998; SOUZA, 1996).

Na Europa, a colheita ocorre no primeiro trimestre do ano, mas isso ndo seria possivel
em Minas Gerais, em decorréncia das chuvas e das altas temperaturas do verdo, o que, além
de diluir o aglcar e os componentes de cor e aroma, pode ocasionar podriddo nos cachos. Por
isso foi implementada a nova técnica de dupla poda, tornando possivel passar a colheita das
videiras para o inverno e as variedades Syrah e Sauvignon Blanc se adaptaram bem ao solo
mineiro. Esta técnica implica a inversdo do ciclo produtivo, alterando para o inverno o
periodo de colheita das uvas destinadas a produgdo. O método consiste na realizacdo de podas
em janeiro, com colheita em agosto, época em que o dia é ensolarado, a noite é fria e o solo

seco. Essas condicOes sdo indispensaveis para que a uva concentre agucar e dé qualidade ao
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vinho. Em Minas, vem sendo cultivada, principalmente, no sul do estado, em cidades como
Trés Coracles, Trés Pontas, Cordislandia, Varginha, Andradas, Santo Anténio do Amparo,
Diamantina e Santana dos Montes (EMPRESA DE PESQUISA AGROPECUARIA DE
MINAS GERAIS - EPAMIG, 2006).

Minas Gerais comega a despontar como estado produtor de uvas destinadas ao
desenvolvimento de vinhos de fina qualidade, inclusive voltadas para a producdo de
espumantes. O estado ja conta com cerca de 150 hectares de videiras plantadas, sendo
responsavel pela producdo anual de 750 mil garrafas.

As cidades que se destacam na producéo de vinhos finos sdo Andradas, com a Casa
Geraldo; Cordislandia, na Fazenda Porto, com o vinho Luiz Porto; Boa Esperanca, na
Fazenda Capetinga, com o vinho Maria Maria e Trés Pontas, na Fazenda da Fé, com o

Primeira Estrada, que é o primeiro vinho fino produzido em Minas Gerais.
Figura 5 — Regides produtoras de vinho no Sul de Minas Gerais.
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3 VINHOS COM TERROIR

Terroir é uma palavra de origem francesa que ndo tem tradugdo em nenhum outro
idioma e esta relacionada diretamente ao solo e ao microclima particular de uma regido, o
qual ir4 influenciar no surgimento de caracteristicas peculiares da uva que, consequentemente,
determinardo a qualidade, a tipicidade e a identidade de um vinho (REVISTA ADEGA,
2010), além da cultivar e das praticas humanas que irdo interagir na regido. E o ambiente
natural de uma regido produtora de vinhos, onde todos os fatores humanos e ambientais, estdo
relacionados e irdo contribuir para a especificidade do vinho. Diante disso, um endlogo usara
de todo seu conhecimento para aproveitar as caracteristicas de uma determinada regido e
desenvolver um produto tipico.

A producdo de vinhos finos esta ligada a nogdo de terroir, expressdo que considera
uma determinada regido geografica como uma caracteristica distintiva que diferencia o
produto dos das demais regides produtoras, ou seja, um vinho produzido em uma determinada
regido apresenta caracteristicas Unicas, ndo podendo ser reproduzidas em outros lugares,
mesmo utilizando-se as mesmas técnicas de vinificacdo (ANESI et al., 2005).

Os principais fatores que afetam a tipicidade dos vinhos sdo, em grande maioria, as
castas, a regido de origem e os tracos culturais, no entanto, condi¢cdes climaticas sdo
determinantes no periodo de crescimento da videira, assim como para o desenvolvimento do
broto até 0 momento da colheita. Sdo fatores que estdo intimamente ligados a qualidade do
fruto, assim como do vinho (SANTOS et al., 2011).

O solo tem propriedades quimicas e fisicas que estdo diretamente relacionadas com a
nutricdo da videira e, consequentemente, com as caracteristicas do fruto, que séo
fundamentais para o produto final, o vinho (ANDRES-DE-PRADO et al., 2007). Essas
propriedades do solo irdo influenciar os elementos minerais, os &cidos organicos, 0S
compostos fendlicos e os aromas, que sdo fatores intimamente ligados as caracteristicas das
uvas de cada regido, acarretando mudancas nas suas propriedades sensoriais e quimicas
(GUERRA et al., 2003).

3.1 Microrganismos e a qualidade do vinho
A qualidade dos vinhos esta relacionada com a escolha adequada da cepa utilizada no

processo de vinificacdo, pois ird influenciar na evolugdo da microbiota presente no mosto de

fermentacdo e, consequentemente, na qualidade do vinho. O processo de fermentagédo
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depende da acdo combinada das cepas que se desenvolvem durante o processo, em
decorréncia da carga microbiana inicial presente na uva. As leveduras presentes no mosto, em
conjunto com as leveduras iniciadoras, desempenham papel fundamental na caracterizagdo do
produto final, devido as suas enzimas e metab6litos (BARRAJON et al., 2009; FLEET, 2003).

A principal levedura utilizada no processo fermentativo e em estudos é a
Saccharomyces sp. Este género, normalmente, é encontrado naturalmente na prépria uva, 0
que Ihe confere caracteristicas especiais. Segundo Fleet (2003), sdo necessarios estudos que
investiguem a microbiota presente nesses nichos ecoldgicos, em decorréncia do grande
namero de enzimas produzidas por esses microrganismos.

O género Saccharomyces tem grande importancia na inddstria, mas séo as leveduras
ndo Saccharomyces, presentes no processo inicial da fermentacdo, as responsaveis pelas
propriedades organolépticas dos vinhos, recebendo destaque o0s géneros Kloeckera,
Cryptococcus, Torulaspora, Hanseniaspora, Candida, Pichia, Hansenula,
Zygosaccharomyces, Metschinikowia, Debaromyces, Issatchenkia e Rhodotorula. Sendo boas
produtoras de B-glicosidase, assim como outras enzimas, podem estar relacionadas com as
caracteristicas organolépticas do produto final, aumentando o aroma e as substancias volateis
(BEZERRA, 2012).

O enriquecimento do vinho pode ser realizado por meio da hidrolise dos glicosideos,
que sdo precursores que se encontram nas uvas como aglcares na forma de dissacarideos ou
monossacarideos, onde atuardo como substrato para uma (-glicosidase, dessa forma
aumentando o aroma dos vinhos. Uma [-glicosidase ideal deve ser estavel em pH baixo, a
concentragOes elevadas de glicose e na presenca de etanol (10%-15%) (BEZERRA, 2012).

Os glicosideos sdao formados por uma aglicona (volatil quando livre) e actucar. A B-
glicosidase ira atuar na hidrdlise da ligacdo do agucar e da aglicona, liberando a parte aglicona
que contribuira para o aroma do vinho (BEZERRA, 2012).

3.2 Microrganismos e a seguranca do vinho
3.2.1 Fungos e o risco da presenca de micotoxinas

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios tdxicos sintetizados, sob condicbes
especificas, por determinadas espécies de fungos filamentosos. Algumas dessas toxinas

permanecem restritas ao micélio fangico, enquanto a maior parte é secretada no substrato
(COPETTI et al., 2013).
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Os principais fungos responsaveis pela producdo de ocratoxina A (OTA) em uvas sdo
0s Aspergillus carbonarius e, em menor proporcdo, Aspergillus niger e Penicilium
verrucosum. De acordo com estudos realizados, as espécies produtoras de OTA que aparecem
com maior frequéncia sdo os fungos da seccdo Nigri, em destaque para os agregados do
Aspergillus niger e Aspergillus carbonarius (WELKE; HOELTZ; NOLL, 2009).

A OTA apresenta propriedades nefrotdxicas, imunossupressoras e carcinogénicas para
animais, sendo classificada como grupo 2B, pela Agéncia Internacional de Pesquisas sobre o
Cancer, considerada possivelmente carcinogénica para o0 homem e a aflatoxina classificada
como carcinogénica e pertencente ao grupo 1A (INTERNATIONAL AGENCY FOR
RESEARCH ON CANCER - IARC, 1993).

A ocratoxina A foi apontada como sendo possivel causadora da nefropatia endémica
dos balcés e de anemia por deficiéncia de ferro.

No Brasil, vigora a Resolucdo da Diretoria Colegiada n°7/2011, que estipula limites
maximos de OTA em alimentos, que sdo de 2 pg/kg, para vinhos e seus derivados, como
sucos, polpa de uva e de 10 pg/kg para frutas secas e desidratadas (BRASIL, 2011).

A ocratoxina A (OTA) é um metabdlito secundario produzido por algumas espécies de
fungos e é considerado o composto mais toéxico da familia das ocratoxinas e, por isso, &€ mais
estudada. E altamente soltvel em solventes organicos polares e apresenta baixa solubilidade
em agua. Com isso € rapidamente absorvida pelo estdmago e intestino. Sua toxicidade esta
relacionada a presenca do atomo de cloro localizado na posi¢do C5 adicionado de um grupo
OH fendlico (Figura 2).

Figura 6 - Estrutura quimica da ocratoxina A (OTA).
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Fonte: Anli e Alkis (2010), modificado.

A presenca dessa toxina nos alimentos estd relacionada com a incidéncia de fungos
ocratoxigénicos. Varios fatores estdo ligados a ocorréncia e ao crescimento desses
microrganismos nos frutos, incluindo as condic¢des climaticas, as variedades da uva, o ataque

de passaros e insetos e a acdo de agrotoxicos (PITT; HOCKING, 1997). Segundo Battilani et
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al. (2004), a microbiota presente nas bagas estd correlacionada com a variedade das uvas,

sendo as uvas tintas as que apresentaram maior presenca de fungos ocratoxigénicos.

3.3 Indicacdo Geografica

Vinhos produzidos em diferentes regides, mas empregando-se a mesma tecnologia,
apresentam caracteristicas organolépticas diferentes que evidenciardo cada regido. Isto se
deve a expressao dos fatores naturais e humanos que decorrem do processo de producdo da
uva e da elaboragédo e do envelhecimento do vinho. Em decorréncia de todos esses fatores,
que agregam valor ndo s ao produto como a regido produtora, a indicacdo geogréfica (IG) é
de suma importancia, pois permite utilizar as referéncias geograficas das areas de producao de
uvas e vinhos para se diferenciar no mercado e agregar valor ao produto final (GOLLO,
2006).

A indicacdo geografica é uma importante ferramenta utilizada na protecdo de &reas
vinculadas a produtos com caracteristicas diferenciadas. Seu registro viabiliza o produto no
mercado, agregando valor a regido, proporcionando melhoria na qualidade dos produtos e
servicos e garantindo uma identidade que ira diferenciar o produto no mercado consumidor,
em decorréncia de suas caracteristicas geogréficas, histéricas e socioculturais
(GIESBRECHT; SCHWANKE; MUSSNICH, 2011).

A indicacdo geografica é uma das formas mais importantes de valorizacdo e protecdo
dos produtos tradicionais vinculados a determinado territorio e que apresentem uma qualidade
Unica, ou seja, onde as caracteristicas geograficas, como solo, vegetacdo, caracteristicas
meteoroldgicas, como mesoclima e caracteristicas humanas, como capacitagdo, zelo,
capricho, conhecimento aplicado ao cultivo e tratamento culturais, indicam de onde sdo
provenientes, apresentando um certificado de qualidade que atesta a sua origem e garante um
controle rigido de qualidade (GOLLO, 2006).

No Brasil, o registro das indicacdes geogréaficas esta previsto na Lei de Propriedade
Industrial (Lei n° 9.279/96), que atribui competéncia ao Instituto Nacional da Propriedade
Intelectual (INPI) para estabelecer as condicgdes de registro de 1G, que se apresentam em duas
categorias: denominagdo de origem ou indicacdo de procedéncia. O numero de registros de
IGs no INPI cresce ano a ano, tendo chegado a 46 registros em junho de 2014, sendo 38 deles
nacionais (GIESBRECHT et al., 2014).

A denominacdo de origem indica o nome geografico do pais, cidade, regido ou

localidade de territdrio cujas qualidades ou caracteristicas se devem, exclusivamente, a0 meio
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geogréfico, incluindo fatores ambientais e humanos, ou seja, faz-se necessario o
preenchimento de requisitos de qualidade que caracterizam o produto (LAGES; LAGARES;
BRAGA, 2005).

A indicacdo de procedéncia indica o nome geografico do pais, cidade, regido ou
localidade onde determinado produto ou prestacdo de servigo tenha se tornado conhecido
como centro de extracdo, producdo ou fabricacdo, ou seja, ndo esta vinculada a fatores locais
relacionados a especificidades geoldgicas, fisiologicas, endoclimaticas ou humanas (LAGES;
LAGARES; BRAGA, 2005).

Os paises que tém maior prestigio no panorama vitivinicola mundial sdo Franca, Italia,
Espanha, Portugal e Estados Unidos, onde os vinhos sdo produzidos regionalmente e com
melhor qualidade, e consolidados com indicacGes geograficas amparadas por legislacbes
especificas (LLOPIS, 1997).

3.4 Microbiota terroir

Diversos estudos tém sido realizados utilizando diversas formas de identificacdo por
meio de isolamento, caracterizacdo, identificacdo, selecdo, conservacdo e disponibilizacéo
destes microrganismos para usos futuros. S&o préticas imprescindiveis para 0
desenvolvimento de processos e a obtencdo de produtos de interesse econdmico (ABREU;
TUTUNJI, 2004), a fim de se obter regiées com viniferas com caracteristicas diferenciadas. A
preservacdo correta dos microrganismos e a disponibilizacdo deles para a comunidade

cientifica sdo fatores primordiais para futuras aplica¢des do seu potencial biotecnoldgico.

3.4.1 Uva

A uva é empregada na alimentacdo humana de vérias maneiras, podendo ser
consumida como uva passa ou ser utilizada na fabricagdo de vinhos destilados, sucos e
diversos doces. A colheita da uva vai depender de onde ela serd& empregada. Quando
consumida in natura, deve ser colhida quando o teor de agUcar e a acidez atingirem
determinado teor; ja a uva destinada a fabricacdo de vinhos sera colhida em funcgéo da regido
produtora, do tipo de vinho a ser elaborado e das condic¢des naturais da safra (MATSUOKA,
2006).

No momento da vinificagcdo, 0os microrganismos presentes na uva desempenham papel

importante, j& que podem influenciar a produgdo e o tempo de armazenamento do vinho
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(BOKULICH et al.,, 2014; NISIOTOU et al.,, 2011; RENOUF; CLAISSE; LONVAUD-
FUNEL, 2005). As uvas apresentam diversidade microbioldgica natural, como fungos
filamentosos, leveduras e bactérias, e apenas alguns destes microrganismos podem influenciar
de forma positiva ou negativa a producdo de vinho (BARATA; MALFEITO-FERREIRA,;
LOUREIRO, 2012). Todavia, a diversidade microbiana depende do estado de maturacdo e da
disponibilidade de nutrientes.

Segundo o trabalho realizado por Bokulich et al. (2014), a avaliagdo de mostos de uvas
colhidas na Califérnia permitiu a deterioracdo do perfil das comunidades ali presentes, tendo
uma incidéncia de fungos filamentosos, principalmente de Cladosporium sp. (28%),
Botryotinia fuckeliana (Botrytis cinera) (15,2%), Penicillium spp. (9,5%), Davidiella tassiana
(9,2%) e Aureobasidium pullulans (7,3%), significativa populacdo de leveduras, como S.
cerevisiae (4%), Hanseniaspora uvarum (5%) e Candida zemplinina (1,3%). Entre as
bactérias  predominaram  Lactobacillales  (29,7%), Pseudomonadales  (14,2%),
Enterobacteriales (13,5%), Bacillales (12,6%) e Rhodospirillales (5,1%).

As condicBes climaticas da regido produtora, algumas doencas, a presenca de pragas e
as praticas agricolas adotadas sdo fatores que também podem influenciar a diversidade
microbiana da uva (SETATI et al., 2012).

Alguns dos microrganismos encontrados na superficie das uvas estdo envolvidos na
elaboracdo de vinhos, participando da fermentacéo alcodlica e malolatica, outros podem ter
um impacto negativo na qualidade das uvas, como algumas espécies de fungos filamentosos
fitopatogénicos, que podem causar doencgas na videira, como o mildio e a podridao-negra,
levando a defeitos sensoriais, como aroma de mofo e terrosos, além da producdo de
micotoxinas (LIKAR et al., 2015).

3.4.2 Solo

A populacdo microbiana no solo é responsavel por inimeras funcées, principalmente
em processos no sistema solo-planta. O solo constitui um dos principais habitats para o
desenvolvimento de microrganismos envolvidos na decomposi¢do da matéria orgénica, na
ciclagem de nutrientes (ANDERSON; CAIRNEY, 2004), no crescimento de plantas e
contribuem para a fertilidade e a estrutura do solo (KIRK et al., 2004). Por ser considerado
um reservatorio natural, essa diversidade do solo é influenciada por condi¢des climéticas, pela

flora existente no ambiente e por suas caracteristicas naturais.
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As leveduras podem ser encontradas em concentracdes que variam de 10 a 10° UFC/g
de solo em area com plantas frutiferas, sendo encontradas, em maior quantidade, leveduras
pertencentes aos géneros Cryptococcus, Rhodotorula e Sporobolomyces, em relacdo aos
géneros Candida, Debaryomyces, Pichia, Hanseniaspora, Metschnikowia e Torulaspora.
Dentre os géneros mencionados é possivel encontrar, no solo, algumas leveduras responsaveis
pela producéo e alteracdo do vinho, como Debaryomyces hansenii, Hanseniaspora uvarum e
Pichia guilliermondii (BOTHA, 2006; YURKOV; KEMLER; BEGEROW, 2012).

Borges et al. (2011) avaliaram a diversidade de fungos filamentosos em solo de erva-
mate e obtiveram o maior nimero de isolados do género Aspergillus, seguido por Penicillium,
Cladosporium, Fusarium, Paecilomyces, Rhizopus, Trichoderma, Metarhizium, Gliocladium
e Lacanicillium. Segundo Stamford et al. (2005), todos os géneros encontrados sdo comuns
em solo de florestas, campos, solos arenosos ou areas cultivadas.

O solo é um dos fatores mais importantes do terroir, pois participa da composi¢do
mineral da videira. Esta composic¢do reflete o ambiente onde as videiras sdo cultivadas e,
como resultado, os produtos da videira, como sumo, uvas e vinho, serdo influenciados por
essa composicdo. O pH e o teor de célcio presentes no solo sdo as caracteristicas que mais
afetam a composicdo das videiras e podem ter efeitos significativos no processo de
disponibilidade e absorgdo de minerais pela planta (LIKAR et al., 2015).
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4 METAGENOMICA

A técnica da metagenémica tem sido utilizada para explorar as amostras ambientais no
intuito de facilitar o entendimento da comunidade microbiana presente no ambiente. Estima-
se que a maior parte dos microrganismos que habitam estes ambientes ndo seja cultivavel,
devido as diversas condi¢bes naturais desconhecidas, impossibilitando a reproducdo do
habitat em laboratério. Assim, a abordagem metagendmica € a mais indicada para esse estudo
(MERING et al., 2007).

Uma razdo muito basica para as grandes lacunas em nosso conhecimento de fungos é
que a maioria deles passa a maior parte de seu ciclo de vida no solo ou dentro de outros
substratos em sua fase microbiana, invisivel a olho nu. As novas tecnologias tém
impulsionado a descoberta da diversidade fangica ndo descrita (JONES et al., 2011;
SPRIBILLE et al., 2016) e sera possivel progredir rapidamente de 135.000
espécies descritas (HIBBETT et al., 2016 ) para a estimativa mais amplamente aceita de 3
milhdes (HAWKSWORTH, 2012 ). Além disso, a combinacdo de abordagens ITS com o
sequenciamento de RNA permite ndo apenas monitorar quais fungos estdo presentes, mas
também investigar o que estdo fazendo.

O solo representa a maior fonte microbiana em todo o planeta, sendo essa
biodiversidade oculta, sendo apenas de 0,1% a 1% da microbiota do solo cultiviveis por
meios de métodos tradicionais (TORSVIK; OVREAS; THINGSTAD, 2002). Esses
microrganismos sdo carreados através do vento, da chuva e de equipamentos agricolas para
todos 0s ambientes, como parte aérea das plantas, frutos, folhas. Diante disso, a
metagendmica é considerada uma ferramenta poderosa para explorar o ambiente microbiano
em suas potencialidades genéticas e metabdlicas (SIMON; DANIEL, 2010).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1749461316300896#bib25
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1749461316300896#bib41
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1749461316300896#bib23
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1749461316300896#bib23
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1749461316300896#bib23
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1749461316300896#bib23
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1749461316300896#bib19
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CAPITULO 2

Diversidade de fungos filamentosos isolados de uva da variedade Syrah e solo de

vinhedos do Sul de Minas Gerais

RESUMO

E de grande importancia o estudo da microbiota, a fim de caracterizar de forma mais
abrangente os microrganismos associados as vinhas, além de se ter uma visdo do
comportamento que esses nichos acabam transferindo para o produto final, por meio da sua
interacdo com a videira, com a baga e, consequentemente, o produto final, o vinho. Dessa
maneira, este estudo poderd ser utilizado para melhorar o terroir vinicola ou, até mesmo,
tentar reproduzir terroirs em locais considerados como ndo adequados para gerar um vinho
com determinadas caracteristicas. Nesse sentido, o presente estudo foi realizado com o
objetivo de avaliar a diversidade de fungos filamentosos presentes em uvas da variedade
Syrah e no solo de trés vinhedos, a fim de auxiliar no conhecimento da microbiota da regido e
correlacionar com as caracteristicas fisico-quimicas do solo. Os vinhedos estudados
pertencem aos municipios de Campos Gerais, Boa Esperanca e Trés Corages, localizados no
sul de Minas Gerais. Para isso foram coletadas 12 amostras de uva vinifera da variedade
Syrah e 12 amostras compostas de solo, em 2015 e em 2016. Para avaliar a diversidade de
fungos filamentosos foi relizada a técnica de diluicdo seriada em meio DRBC e DG18. A
composicdo fisico-quimica do solo também foi avaliada para correlacionar com a incidéncia
de espécies. Os resultados obtidos mostraram que nas amostras de uvas houve predominancia
dos géneros Cladosporium, Penicillium e Aspergillus, representando 43,75%, 30,89% e
10,53%, respectivamente, com as espécies A. niger, P. brevicompactum e C. cladosporioides
complexo. Nas amostras de solo, os principais géneros encontrados foram Penicillium,
Cladosporium e Aspergillus, representando 18,60%, 17,13% e 16,97%, respectivamente,
como P. paxilli, C. cladosporioides complexo e A. aculeatus. No entanto, pode-se observar a
presenca de algumas espécies, como P. multicolor, P. crustosum sé observadas na vinicola 1;
A. ustus, Bisoclames sp. e Myrothecium sp., na vinicola 2, assim como A. fumigatus, A. niveus
e P. griseofulvum, na vinicola 3.

Palavras-chave: Diversidade microbiana. Fungos filamentosos. Uva. Solo.
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1 INTRODUCAO

O estudo da biodiversidade microbiana tem o intuito de obter o conhecimento do
ecossistema microbiano presente na uva, que apresenta grande diversidade de
microrganismos, como leveduras, bactérias e fungos, que podem ser saprofiticos, toxigénicos
e fitopatogénicos. Esses microrganismos modulam substancialmente a satde da videira e seu
desenvolvimento, assim como a uva e, consequentemente, a qualidade do vinho. A microbiota
das uvas viniferas € composta por alguns géneros, como Alternaria, Cladosporium,
Aspergillus, Penicillium, Rhyzopus e Botrytis, que podem contribuir para a deterioracdo das
uvas antes do periodo da colheita, merecendo destaque os fungos Aspergillus, pertencentes a
secdo Nigri, pelo fato de ser um grupo frequentemente encontrado em uvas e devido a sua
capacidade de produzir ocratoxina A (DIGUTA et al., 2011; EINLOFT, 2012).

A presenca desses microrganismos acarreta reducdo generalizada da qualidade, tanto
da uva como do vinho, pois, além de eles modificarem a composi¢do quimica das uvas, eles
produzem enzimas que alteram as caracteristicas sensoriais e o processo de fermentacédo
(FLEET, 2001).

A descricdo da diversidade de microrganismos presentes nas amostras de uva Syrah e
no solo podera trazer informacgdes que podem ser utilizadas no melhoramento da qualidade
sensorial e organoléptica, e indica¢fes que ajudardo a reduzir as perdas econdmicas na cadeia
produtiva, melhorando a qualidade de vinhos produzidos nessa regido, assim como garantir a
qualidade e a seguranca dos sucos e vinhos provenientes das uvas analisadas, aumentando o
interesse por esses produtos.

Nesse sentido, o presente estudo foi realizado com o objetivo de avaliar a diversidade
de fungos filamentosos presentes nas amostras de uva da variedade Syrah e de solo de
vinhedos localizados no sul de Minas Gerais, a fim de auxiliar na caracterizacdo do terroir da

regido.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral, neste estudo, é identificar as espécies de fungos filamentosos que
compdem a microbiota de uvas e de solo de vinhedos cultivados em vinicolas localizadas no

sul de Minas Gerais, para auxiliar na caracterizacdo do seu terroir microbiano.

2.2 Objetivos especificos

a) Isolar e identificar morfologicamente, por técnicas convencionais, as espécies de
fungos filamentosos presentes nas uvas e no solo de cultivo de trés vinicolas do
Sul de Minas Gerais.

b) Comparar a diversidade de fungos filamentosos entre as regides produtoras de
uvas viniferas do sul de Minas Gerais.

c) Caracterizar a microbiota terroir das regides produtoras, auxiliando no processo
de indicacao geografica dos vinhos produzidos nessas regides.

d) Awvaliar a influéncia dos componentes fisico-quimicos do solo na contaminagéo

por fungos filamentosos.
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3 MATERIAIS E METODOS

As amostras de uva da variedade Syrah e de solo foram coletadas em trés vinicolas
localizadas nos municipios de Campos Gerais (Vinicola 1), Boa Esperanca (Vinicola 2) e Trés
Corac0es (Vinicola 3), localizadas na regido sul de Minas Gerais. Na tabela 1 apresentam-se
as coordenadas geogréaficas dos pontos de coleta das amostras em cada vinhedo.



Tabela 1 - Coordenadas geografias dos pontos de coleta das amostras de uva da variedade Syrah e de solo nos vinhedos localizados em trés
municipios do sul de Minas Gerais e sua area de producao.

Area de
Variedade Vinicola Local Ponto Local de coleta Coordenadas geograficas produgao
Latitude Longitude Altitude Hectare (ha)
R6P30 21°14°06” 45°45°31” 819
Syrah Vinicolal Campos Gerais, MG R14P60 21°14°06” 45°45°31” 819 1 ha
R22P87 21°14°06” 45°45°31” 819
R30P25 21°12'43 " 44°24'59" 889
Syrah Vinicola2  Boa Esperanca, MG R60P50 21°12'45 " 45°34'58" 886 6 ha
R90P56 21°12'45 " 45°34'54 " 883
R8P20 21°36'49" 45°07'42" 989
Syrah Vinicola3  Trés Coragdes, MG R16P40 21°36'47" 45°07'41" 988 10 ha
R26P60 21°36'50" 45°07'40" 985

R: rua; P: planta
Fonte: Dados obtidos pela autora (2015, 2016).

ov
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3.1 Amostragem

3.1.1 Coleta das uvas

Foram coletados, aproximadamente, 900 g de amostras de uvas tintas das safras de
junho/julho da variedade Syrah no estagio final de maturacdo (época da colheita), nos anos de
2015 e 2016. Para isso, foi tragcado um transecto diagonal ao longo do vinhedo, coletando-se
trés cachos de uvas em cada ponto, em trés videiras equidistantes (P1, P2 e P3), desprezando-
se as extremidades (FIGURA 1). As amostras coletadas foram armazenadas em sacos estéreis
e transportadas em caixas térmicas para o Laboratério de Micologia e Micotoxinas, no
Departamento de Ciéncia dos Alimentos da Universidade Federal de Lavras, onde foram

analisadas.

Figura 1 - Transecto diagonal tracado ao longo do vinhedo para coleta das amostras de uvas e
solo.

P1

P2
P3

Fonte: Freire (2016)

3.1.2 Coleta do Solo

As amostras de solo foram coletadas nos mesmos pontos em que foram coletadas as
uvas (P1, P2 e P3) (Figura 2). Retiraram-se quatro subamostras (pl, p2, p3, p4) na
profundidade de 10 cm, em um raio de 20 cm no entorno da planta. As subamostras foram
homogeneizadas em sacos plasticos estéreis, formando uma amostra composta de cada ponto.
As amostras foram transportadas para o laboratdrio em caixas térmicas. Em seguida, foram
transportadas em caixas térmicas para o Laboratério de Micologia e Micotoxinas, no
Departamento de Ciéncia dos Alimentos da Universidade Federal de Lavras, onde foram

analisadas.
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Figura 2 - Amostragem do solo em cada ponto de coleta

3 4

P1=1+2+3+4
Fonte: Freire (2016).

3.2 Isolamento de Fungos Filamentosos

Para o isolamento de fungos das amostras de uvas foi utilizada a técnica de diluicdo
seriada com espalhamento em superficie nos meios de cultura agar dicloran rosa de bengala
cloranfenicol (DRBC) (10,0 g de glicose; 5,0 g de peptona bacterioldgica; 1,0 g de KH,POy;
0,5 g de MgS0,.7H,0; 0,5 mL de solucdo 5% de rosa de bengala; 1,0 mL de dicloran; 1.000
mL de agua destilada; 15,0 g de &gar; 1 mg de cloranfenicol) e agar dicloran glicerol medium
base - DG18 (1,0 mL de dicloran; 5,0 g de peptona bacterioldgica; 1,0 g de KH,POy; 0,5 ¢
de MgS0,.7H,0; 220 g de glicerol; 15,0g de agar; 1 mg de cloranfenicol; 1.000 mL de agua
destilada).

Para a obtencdo do mosto das uvas foram utilizados 25 g de bagas de uvas, obtidas
aleatoriamente, adicionadas a 225 mL de agua peptonada a 0,1%. As bagas foram, entdo,
maceradas e mantidas sob agitacdo em Stomacher (METROTERM), 490 batidas por 2
minutos. Em seguida, aliquotas de 0,1 mL das diluicbes (1:10, 1:100 e 1:1000) foram
espalhadas na superficie dos meios de cultura DRBC e DG18, até total esgotamento (spreed
plate) e as placas incubadas em BOD, a 25 °C, por 5 a 7 dias, para analise de fungos
filamentosos. O procedimento foi igualmente repetido para solo.

Apobs o periodo de incubacdo foram realizadas a contagem de colénias (UFC/g) e a
caracterizacdo por morfotipos. Posteriormente, foi empregada a técnica de raiz quadrada para
determinar quantos fungos filamentosos seriam isolados de cada morfotipo. Em seguida, os
isolados foram transferidos para o meio de purificacdo agar extrato de malte (MA) e
incubados em BOD, 25 °C, por 7 dias. Apés o periodo de incubagdo, as coldnias puras foram

transferidas para os meios de identificacdo, de acordo com cada género.



43

As amostras de uva foram analisadas no Laboratdrio de Micologia e Micotoxinas, no
Departamento de Ciéncia dos Alimentos da Universidade Federal de Lavras.

3.3 Identificacdo de Fungos Filamentosos

Os meios de identificagdo utilizados foram especificos para cada género de fungos
filamentosos encontrados, sendo utilizado, para as espécies pertencentes ao género
Aspergillus, o0 Manual de Klich (2002); para o género Penicillium, o Manual de Pitt (2000) e
para 0s demais géneros, o Manual de Samson et al. (2000). Os isolados pertencentes ao
género Aspergillus e Penicillium foram incubados em meios de cultura &gar czapek levedura
(CYA) (SYNTH) (K;HPOy4: 1,0 g; concentrado czapec: 10,0 mL; extrato de levedura: 5,0 g,
agar: 15,0 g, agua destilada: 1 L; (concentrado czapec: NaNOj;: 30,0 g, KCI: 5,0 g,
MgS0,.7H,0: 5,0 g, FeSO,4.7H,0: 0,1 g, ZnSO,4.7H,0: 0,1 g, CuSO4.5H20: 0,05 g, 4gua
destilada: 100 mL), a 25 °C e a 37 °C e agar extrato de malte (MEA) (ACUMEDIA) (extrato
de malte: 20,0 g, peptona: 1,0 g, glucose: 30,0 g, agar: 20 g, 4gua destilada: 1 L), a 25 °C.
Apds sete dias de incubacdo foram observadas as caracteristicas macroscopicas e
microscopicas dos fungos filamentosos.

Os demais géneros foram inoculados em MEA (ACUMEDIA) (extrato de malte: 20,0
g, peptona: 1,0 g, glucose: 30,0 g, &gar: 20 g, agua destilada: 1 L), a 25 °C. Ap0s sete dias de
incubacdo, foram observadas as caracteristicas macroscopicas e microscopicas dos fungos

filamentosos.

3.4 Andlise fisico-quimica do solo

A andlise fisico-quimica do solo foi realizada no Laboratério de Analises de
Fertilidade do Solo, no Departamento de Ciéncia do Solo da Universidade Federal de Lavras,
sendo realizadas as analises de granulometria, pH, fertilidade, matéria organica, enxofre, boro,
zinco, cobre, manganés, ferro, sodio e potassio, segundo metodologia proposta pela Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMPRAPA, 1999).

3.5 Preservacéo de fungos filamentosos

Os isolados identificados foram preservados em duplicata em duas temperaturas, -18

°C e -80 °C. Para isso, discos de papel filtro estéreis foram espalhados na colbnia pura dos
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isolados e, em seguida, colocados em eppendorfs estéreis. Os discos de papel filtro de,
aproximadamente, 5 mm sdo cortados e transferidos para microtubos, autoclavados a 121 °C,
sob 1 atm, por 15 minutos.

Os isolados foram depositados na Colecdo de Cultura de Microrganismos, no

Departamento de Ciéncia dos Alimentos (CCDCA) da Universidade Federal de Lavras.

3.6 Screening para avaliacdo do potencial toxigénico

Todos os isolados potencialmente toxigénicos foram testados pelo método de Plug
Agar, conforme descrito por Filtenborg e Frisvad (1980). Foi avaliada a producdo de
ocratoxina A, aflatoxina B1, B2, G1 e G2 e citrinina. Para a detec¢do da producdo de
ocratoxina A, os fungos foram inoculados em meio CYA e, para aflatoxina B1, B2, G1 e G2,
os fungos foram inoculados em meio yeast extract sucrose agar (YES), sendo incubados
durante 7 dias, a 25 °C. Foram utilizadas placas de cromatografia de camada delgada (CCD)
(Merk-Silica Gel 60, 20x20), solucdo padrdo de ocratoxina A e aflatoxina (Sigma-Aldrich) e a
fase movel composta por tolueno, acetato de etila e acido férmico 90%, na propor¢éao
50:40:10. A confirmagdo quanto a producdo de OTA e AFLA foi efetuada sob luz ultravioleta
com comprimento de onda de A 366 nm em cromatovisor CAMAG (UF-BETRACHTER). Os
isolados considerados produtores de toxina apresentam fator de retencdo (RF) e spot de
fluorescéncia semelhantes aos do padrdo da micotoxina, ou seja, roxo para ocratoxina A,
verde para aflatoxina G1 e G2 e azul violeta para Bl e B2.

Para a avaliagdo da producdo de citrinina, os isolados foram inoculados em meio de
cultura agar coco (400 g de creme de leite de coco, 12 g de &gar, 400 mL de &gua destilada),
durante 10 dias, a 25 °C, como descrito por Mohamed et al. (2013). A confirmacdo quanto a
producdo da toxina foi realizada sob luz ultravioleta com comprimento de onda de A 366 nm,
em cromatovisor CAMAG (UF-BETRACHTER). Os isolados considerados produtores de

citrinina apresentaram intensa fluorescéncia verde-amarelo em torno da coldnia.
3.7 Anélise estatistica
A analise estatistica da diversidade de fungos filamentosos em uva e solo e sua

incidéncia de acordo com a anélise fisico-quimica do solo foi realizada por meio da analise de

componente principal (PCA), usando o software Chemoface.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Diversidade de fungos filamentosos em uvas

Em todas as vinicolas avaliadas foram isolados, no total, 560 fungos e os géneros mais
frequentes foram Cladosporium, Penicillium e Aspergillus, representando 43,75%, 30,89% e
10,53%, respectivamente, dos isolados. Os géneros Cladosporium e Penicillium foram
frequentes na Vinicola 1 (V1), na Vinicola 2 (V2) e na Vinicola 3 (V3) e o género Aspergillus
somente nas vinicolas V1 e V2.

De acordo com os resultados obtidos, a espécie Cladosporium cladosporioides
complexo ocorreu nas trés vinicolas, enquanto algumas espécies foram encontradas somente
em uma vinicola, como Penicillium multicolor, P. crustosum e Penicillium roqueforti,
isolados da vinicola 1. Dentro do género Aspergillus, a espécie Aspergillus niger, pertencente
a secdo Nigri, predominou na V1, seguido por Aspergillus flavus (Se¢do Flavi). J& na V2
foram detectados somente isolados da espécie Aspergillus ochraceus, pertencentes a secdo
Circumdati. Todos esses fungos do género Aspergillus sdo considerados potencialmente
toxigénicos.

Na amostra de uva coletada na vinicola 1 (Campos Gerais, MG) foram isolados e
identificados, no total, 177 fungos filamentosos da safra 2016, sendo eles Aspergillus
aculeatus (9), Aspergillus flavus (1), Aspergillus niger (5), Aspergillus niger Agregado (10),
Aspergillus sp. (2), Aspergillus tubingensis (1), Alternaria sp. (2), Cladosporium
cladosporioides complexo (62), Fusarium sp. (9), morfotipo (15), Penicillium
brevicompactum (20), Penicillium crustosum (2), Penicillium decumbens (4), Penicillium
multicolor (9), Penicillium roqueforti (6), Penicillium roqueforti Agregado (1), Penicillium
sp.1 (8), Penicillium sp.2 (3), Penicillium sp.3 (4), Penicillium sp.4 (3) e Paecilomyces sp. (1)
(Gréfico 1).



46

Gréafico 1 — Diversidade de espécies identificadas na amostra de uva Syrah da vinicola 1.
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Fonte: Elaborado pela autora (2016).

Na vinicola 2 (Boa Esperanga, MG) foram isolados e identificados, no total, 241
fungos filamentosos, sendo 88 da safra 2015: Cladosporium cladosporioides complexo (54),
Penicillium sp. (2), morfotipo (31), Aspergillus ochraceus (1) e 153 isolados da safra 2016,
assim distribuidos: Aspergillus aculeatus (7), Aspergillus niger (18), Aspergillus ochraceus
(2), Aspergillus parasiticus (3), Cladosporium cladosporioides complexo (63), morfotipo 1
(3), Penicillium brevicompactum (2), Penicillium citreonigrum (1), Penicillium citrinum (2),
Penicillium decumbens (36), Penicillium glabrum (3), Penicillium rugulosum (1), Penicillium

sp. (6), Rhizopus sp. (4), morfotipo 2 (1), Thricoderma sp. (1) (Gréfico 2).
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Gréfico 2 — Diversidade de espécies identificadas na amostra de uva Syrah da vinicola 2, safra

2015 e 2016.
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Fonte: Elaborado pela autora (2016).

No vinicola 3 (Trés CoracGes, MG) foram isolados e identificados, no total, 142
isolados da safra 2015, distribuidos nas seguintes espécies: Cladosporium cladosporioides
complexo (66), Penicillium brevicompactum (59), morfotipo (7), Alternaria sp. (8),

Epicoccus nigrum (1) e Penicillium decumbens (1) (Gréafico 3).

Gréfico 3 — Diversidade de espécies identificadas na amostra de uva Syrah da vinicola 3.
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Fonte: Elaborado pela autora (2016).
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O género Cladosporium spp. foi 0 que apresentou a maior incidéncia e é considerado
um dos fungos responsaveis pela podriddo do cacho, sendo encontrado com frequéncia em
uvas viniferas (Vitis vinifera L.) de varias regides vinicolas. No Chile, mais de 50% das uvas
apresentam-se contaminadas com Cladosporium herbarum e C. cladosporioides, que causam
desidratacdo das bagas. Isto pode estar relacionado com a colheita tardia dos frutos, em que as
bagas encontram-se maduras. Segundo os autores, tal método estd4 sendo adotado, a fim de
melhorar a composicao fendlica dessas uvas e assim obter vinhos com qualidade diferenciada
(BRICENO; LATORRE, 2007; PSZCZOLKOWSKI; LATORRE; CEPPI DI LECCO, 2001).
Entretanto, alguns estudos mostram que esse procedimento, além de reduzir o rendimento da
producdo, favorece o crescimento fungico que acarreta alteracdo na cor, no aroma e no sabor
do vinho, além de afetar o desempenho das leveduras responsaveis pela fermentacdo do vinho
(BRICENO; LATORRE; BORDEU, 2009).

Do total de fungos isolados das uvas, 30,89% pertenciam ao género Penicillium, sendo
identificadas as espécies P. brevicompactum, P. crustosum, P. decumbens, P. multicolor, P.
roqueforti, P. roqueforti agregado, P. sp. (morfotipo 1), P. sp. (morfotipo 2), P. sp.
(morfotipo 3), P. sp. (morfotipo 4), P. citreonigrum, P. citrinum, P. glabrum e P. rugulosum.

As espécies de Penicillium brevicompactum e Penicillium glabrum podem ser
encontradas em todas as fases de maturacdo da uva, estando associadas a superficie da baga
durante o seu desenvolvimento, pois sdo espécies que apresentam rapido crescimento
(SERRA; BRAGA; VENANCIO, 2005; SERRA et al., 2006).

Pencicillium brevicompactum foi a espécie mais frequente nas uvas, 0 que corrobora
estudos realizados por Sage et al. (2002) e Serra et al. (2006), na Franca e em Portugal, sendo
Penicillium decumbens a segunda espécie mais encontrada. Freire (2016) também obteve a
presenca dessa espécie em 50% das uvas da variedade Touriga Nacional, cultivadas na regido
do Vale Submédio do S&o Francisco. No entanto, as condi¢des climaticas da regido de estudo
ndo sdo favordveis ao crescimento dessa espécie, visto que o clima quente e seco, 0 que
diverge das condigdes 6timas de seu desenvolvimento. Os autores relataram que a presencga
foi justificada pela composicdo quimica desta variedade da uva, o pode ter favorecido o seu
crescimento. No entanto, neste estudo foram identificados apenas trés isolados de Penicillium
glabrum de uvas coletadas na vinicola 3.

No Brasil, trabalhos realizados com amostras de uvas de diferentes variedades
mostraram predominancia de Penicillium na regido de Minas Gerais (SILVA, 2013) e
Aspergillus em Sao Paulo e no Vale do Submédio Sdo Francisco (FREIRE, 2016; SILVA,
2013). Segundo os autores, tal fato pode ser explicado pelo fato de as espécies de Penicillium
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serem frequentemente encontradas em climas temperados e frios, enquanto as espécies de
Aspergillus estdo mais associadas as regides de clima tropical e quente (PITT; HOCKING,
1997; SERRA et al., 2006). Terra (2011), avaliando o percentual de contaminacdo por
especies de fungos filamentosos na regido do Vale Submédio do Sdo Francisco, com clima
tropical, temperatura média anual de 27 °C e baixo indice pluviométrico, encontrou maior
percentagem de contaminacdo por Aspergillus se¢do Nigri (91%), o que ressalta a temperatura
da regido como um fator importante para o desenvolvimento desses fungos nas uvas.

No género Aspergillus, as espécies mais frequentes foram A. aculeatus, A.flavus, A.
niger, A. niger agregado, A. tubingensis, A. sp., A. ochraceus e A. parasiticus,
correspondendo a 10,53% dos isolados. As espécies A. niger e A. niger agregado foram as que
apresentaram maior incidéncia. A baixa incidéncia desse género pode estar associada ao clima
subtropical da regido de estudo, com temperatura média anual de 19 °C e verfes chuvosos e
invernos secos. Passamani (2014) também encontrou baixa incidéncia (2%) de fungos do
género Aspergillus nas uvas Syrah cultivadas na regido sul de Minas Gerais.

Apesar de o género Aspergillus ter ocorrido em menor frequéncia, a presenca de
espécies da secdo Nigri tem relevada importancia, ja que sdo os principais produtores de
ocratoxina A e sua presenca nas uvas, junto com as condigdes ambientais ideais, possibilita
que esses fungos produzam a toxina, colocando em risco a salde do consumidor final
(VARGA; KOSAKIEWICZ, 2006).

Outros fungos foram encontrados em menor frequéncia neste trabalho, dentre eles
estdo Alternaria sp. (10), Fusarium sp. (9), Paecilomyces sp. (1), Rhizopus sp. (4),
Thricoderma sp. (1) e Epicoccus nigrum (1), representando cerca de 4,64% dos isolados.
Segundo Serra et al. (2006), esses fungos sdo amplamente distribuidos, podendo estar
presentes em diferentes ambientes, como solo, detritos, superficie de plantas e,
principalmente, no ar e fazem parte de um complexo de fungos que sdo responsaveis pela
podridao &cida da uva (LOUREIRO; MALFEITO-FERREIRA, 2003).

4.2 Diversidade de fungos filamentosos do solo

Na vinicola 1 (Campos Gerais, MG) foram isolados e identificados do solo, no total,
138 fungos filamentosos na safra 2016, sendo eles Aspergillus aculeatus (1), Aspergillus
niger (1), Aspergillus terreus (6), Aspergillus tubingensis (17), Absidia corymbifera (1),
Alternaria sp. (2), Cladosporium cladosporioides complexo (24), Eupenicillium sp. (15),

Fusarium semitectum (1), Fusarium sp. (12), morfotipo (28), Penicillium decumbens (2),
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Penicillium janthinellum (1), Penicillium sp. (2), Phacelomyces sp. (5), Rhizopus oryzae (3),
Penicillium sp. se¢do citrina (2), morfotipo 1 (14) e Thricoderma sp. (1) (Gréfico 4).

Grafico 4 — Diversidade de espécies identificadas na amostra de solo da vinicola 1.
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Fonte: Elaborado pela autora (2016).

Na vinicola 2 (Boa Esperanca, MG) foram isolados e identificados do solo, no total,
288 fungos filamentosos, sendo 152 isolados da safra 2015: Alternaria sp. (1), Aspergillus
japonicus (2), Aspergillus parasiticus (1), Aspergillus terreus (1), Aspergillus ustus (1),
Bisoclames sp. (1), Cladosporium cladosporioides complexo (36), Epicoccus nigrum (2),
Fase sexuada (8), Fusarium lateritium (24), Fusarium oxysporum (5), Fusarium semitectum
(6), Fusarium solani (1), Fusarium sp. (7), morfotipo 1 (8), Mucor circinelloides (1), Mucor
racemosus (2), Myrothecium sp. (7), Penicillium brevicompactum (16), Penicillium
citreanigrum (1), Penicillium citrinum (2), Penicillium crustosum (1), Penicillium decumbens
(2), Penicillium paxilli (1), Penicillium pinophilum (2), Penicillium sp. (7), Penicillium
verruculosum (1), Penicillium waksmanii (1), Scapuloriopsis sp. (1), morfotipo 2 (1),
Thricoderma sp. (2) e 136 da safra 2016, assim distribuidos: Aspergillus aculeatus (12),
Aspergillus parasiticus (2), Aspergillus terreus (3), Absidia corymbifera (1), Cladosporium
cladosporioides complexo (29), fase sexuada 1 (3), fase sexuada 2 (2), morfotipo (32),
Penicillium citrinum (3), Penicillium implicatum (8), Penicillium paxilli (15), Penicilium
roqueforti (5), Rhizopus sp. (19) e Thricoderma sp. (2) (Gréfico 5).
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Gréafico 5 — Diversidade de espécies identificadas na amostra de solo da vinicola 2, safra 2015
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Fonte: Elaborado pela autora (2016).

Na vinicola 3 (Trés Cora¢des, MG) foram isolados e identificados, no total, 187
fungos filamentos da safra 2015, sendo eles: Aspergillus aculeatus (16), Aspergillus foetidus
(1), Aspergillus fumigatus (4), Aspergillus japonicus (17), Aspergillus niger (6), Aspergillus
niger agregado (1), Aspergillus niveus (3), Aspergillus ochraceus (2), Aspergillus sp. (1),
Aspergillus sydowii (1), Aspergillus tubingensis (1), Absidia corymbifera (10), Aspergillus
melleus (3), Aspergillus sp. (4), Cladosporium cladosporioides complexo (16), Eupenicillium
lapidosum (3), Eupenicillium sp. (1), fase sexuada (3), Fusarium sp. (1), Fusarium oxysporum
(6), Fusarium proliferatum (1), Fusarium solani (1), Geotrichum candidum (1), Mucor
racemosus (9), Penicillium aurantiogriseum (1), Penicillium brevicompactum (3), Penicillium
citrinum (11), Penicillium corylophilum (1), Penicillium griseofulvum (1), Penicillium
miczynskii (1), Penicillium oxalicum (1), Penicillium paxilli (10), Penicillium restrictum (1),
Penicillium roqueforti (1), Penicillium sp. se¢éo citrina 2 (1), Penicillium sp. (2), Penicillium
sp.1 (5), Penicillium variabile (1), Penicillium sp. 4 (2), Penicillium sp.5 (1), Paecilomyces
lilacinus (4), morfotipo 1 (1), morfotipo 2 (1), morfotipo 3 (1), morfotipo 4 (1), morfotipo 6
(1), morfotipo 7 (1), morfotipo 8 (8), morfotipo 9 (1), Talaromyces spp.1 (1), Talaromyces
spp.2 (2) e Thricoderma sp. (10) (Gréfico 6).
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Gréfico 6 — Diversidade de espécies identificadas na amostra de solo da vinicola 3.
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Fonte: Elaborado pela autora (2016).

Nas trés vinicolas foram isolados, no total, 613 fungos do solo, sendo os géneros mais
frequentes Penicillium Cladosporium, Aspergillus e Fusarium, representando 18,60%,
17,13%, 16,97% e 12,40%, respectivamente, do total de isolados. Os géneros Cladosporium e
Aspergillus foram mais frequentes na Vinicola 1 (V1), na Vinicola 2 (V2) e na Vinicola 3
(V3); o género Penicillium foi mais frequente na V2 e na V3 e 0 género Fusarium, somente
na V2 e na V3 e o grupo de morfotipo foi predominante na V1 e na V2. Outros géneros
puderam ser observados, como Absidia corymbifera (11), Alternaria sp. (3), Phacelomyces
sp. (5), Rhizopus oryzae (22), Thricoderma sp. (15), Bisoclames (1), Epicoccus nigrum (2),
Mucor circinelloides (1), Mucor racemosus (11), Myrothecium sp. (7), Scapuloriopsis sp. (1),
Geotrichum candidum (1), Paecilomyces lilacinus (4), Talaromyces sp. (3), Eupenicillium
lapidosum (3) e Eupenicillium sp. (1), representando 14,85% dos isolados.

Moreira e Siqueira (2002) citaram que os géneros Aspergillus, Penicillium, Rhizopus,
Trichoderma, Fusarium, Lecanicillium, Alternaria, Mucor e Pythium sdo fungos
frequentemente isolados do solo de vérias cultivares, confirmando, assim, os resultados
encontrados no presente estudo, com excecdo do Pythium e Lecanicillium, que ndo foram
isolados.

Os principais géneros de fungos relatados por Rech et al. (2013), em estudo com solo
de vinhedo, foram Aspergillus, Penicillium, Paecilomyces, Fusarium e Gliocladium. Em
estudo realizado por Dias, Souza e Pereira (1998), na regido de Jales, SP, observou-se que 0s

fungos responsaveis pela podriddo de cachos pos-colheita foram A. niger, Penicillium spp.,
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Rhizophus stolonifer e Alternaria alternata. Serra et al. (2006) explicam que a espécie
Alternaria alternata é responsavel por uma doenca fungica pds-colheita conhecida como
podriddo da alternaria. 1sso demonstra que, apesar de esse género nao ter sido isolado das
uvas, ele esta presente no solo e pode, entdo, colonizar as uvas, se encontrar condi¢cdes que
favorecam o seu desenvolvimento. Também é importante ressaltar que a adogdo de medidas
preventivas é fundamental para evitar essa contaminagdo das uvas por esporos flngicos
presentes nos solos das areas de cultivo.

Nas vinicolas estudadas foi encontrado o género Fusarium, sendo possivel identificar
alguns isolados em nivel de espécie como Fusarium oxysporum. No entanto, ndo se pode
descartar a possibilidade da presenca desse fungo nas outras vinicolas, pois houve a
identificacdo de outros isolados em nivel de género, sendo necessaria, posteriormente, a
identificacdo em nivel de espécie, ja que seu crescimento é favorecido em solo acido e todas
as vinicolas apresentaram solo levemente &cido (SONEGO; GARRIDO; GRIGOLETTI
JUNIOR, 2005).

O género Fusarium também foi encontrado e esta relacionado a doencas da videira. A
fusariose € causada por Fusarium oxysporum, que acomete as videiras por meio do sistema
vascular, causando a sua morte. O principal dano é uma diminuicdo da produtividade do
vinhedo decorrente da grande perda de plantas e, além disso, sua ocorréncia é favorecida na
presenca de solo &cido e rico em matéria organica, o que possibilita a infeccdo através de suas
raizes (DIAS; SOUZA; PEREIRA, 1998).

A presenca desse fungo nos solos mostra a importancia do monitoramento continuo
dessas areas de cultivo, auxiliando na prevencdo, por meio da adocdo de préaticas agricolas
que possam vir a controlar a presenca dessas doencas nas uvas, que podem levar a uma
diminuicdo ou a perda da producéo.

As espécies do género Cladosporium também sdo frequentemente encontradas em
ambientes interiores e exteriores, em matéria organica e sdo consideradas importantes
contaminantes de alimentos (ALMATAR; MAKY, 2016; HOOG et al., 2000; SAN-MARTIN
et al., 2005) Sdo fungos que estdo amplamente dispersos no ar e, por isso, podem ser
encontrados em varios ambientes, sendo frequentemente causadores de alergias. Estes fungos
podem utilizar diferentes substratos de crescimento, tais como madeira, plantas mortas,
alimentos, solo, palha e téxteis (TASIC; MILADINOVIC-TASIC, 2007).

O solo tem uma biomassa microbiana que representa a parte viva da matéria organica
presente, atuando nos processos biogeoquimicos. Fungos e bactérias contribuem com

importantes fungdes do solo, como a ciclagem de nutrientes e energia, regulando as


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4697913/#CR26
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4697913/#CR85
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4697913/#CR100

54

transformac6es da matéria organica, controlando pragas e doencas (MOREIRA; SIQUEIRA,
2002; TURCO; KENNEDY; JAWSON, 1994).

O habitat principal de fungos é o solo, onde é possivel isolar uma variedade de
espeécies. De acordo com cada tipo de solo, pode-se favorecer mais uma espécie do que outras.
A diversidade de fungos difundida na superficie de plantas e frutos ocorre através dos ventos,
da chuva, de insetos, de passaros, de maquinarios, entre outros, que sdo os veiculos de
dispersdo desses esporos. Esses esporos sdo a forma reprodutiva presente no solo. Seu
crescimento vai ser possivel quando encontrar condi¢des favoraveis de temperatura, atividade
de &gua (aw) e substrato que, em conjunto, vdo formar o ambiente ideal para o seu

desenvolvimento.

4.3 Analise de componentes principais da uva Syrah

A anélise de componentes principais (PCA) teve como objetivo obter um panorama
geral dos isolados fungicos e da distribuicdo desse isolados nas vinicolas avaliadas, além da
influéncia dos componentes fisico-quimicos do solo das videiras na contaminacdo pelos

fungos filamentosos.
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Figura 3 — Andlise de componente principal (PCA) da diversidade fungica de uva variedade
Syrah e sua comparacao entre a Vinicola 1 (V1), a Vinicola 2 (V2) e a Vinicola 3
(V3). (1) Cladosporium cladosporioides Complexo, (2) Penicillium
brevicompactum, (3) morfotipo.
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Fonte: Resultado da pesquisa (2016).

Na Figura 3 observa-se a incidéncia de fungos filamentosos na Vinicola 1 (V1), na
Vinicola 2 (2) e na Vinicola 3 (V3). Observou-se que na V1 houve uma maior ocorréncia do
complexo Cladosporium cladosporioides (1), na V2 do complexo Cladosporium
cladosporioides (1) e Morfotipo (3) e, na V3, foi observada a predominancia do complexo
Cladosporium cladosporioides (1) e do Penicillium brevicompactum (2). As trés vinicolas
apresentaram resultado semelhante no que diz respeito aos demais fungos, pois nenhum
desses fungos apresentou uma expressividade que pudesse ser significativa para alguma

vinicola, e essa expressdo é determinada pela presenca desses isolados proximos ao eixo 0.
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Figura 4 — Analise de componente principal (PCA) da diversidade de fungos filamentosos
isolados de uva variedade Syrah, safra de 2015, da Vinicola 2 (V2T1) e, da safra
de 2016, da Vinicola 2 (V2T2). (1) Cladosporium cladosporioides Complexo, (3)
morfotipo, (6) Aspergillus niger Agregado, (8) Aspergillus ochraceus.
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Fonte: Resultado da pesquisa (2016).

Na Figura 4 avalia-se a diversidade de fungos em uva de duas safras da vinicola 2 e se
houve uma incidéncia de fungos de um mesmo grupo na safra seguinte. Na primeira safra
(V2T1) houve predominancia de fungos do complexo Cladosporium cladosporioides (1) e
morfotipo (3); j& na segunda safra (V2T2) houve maior ocorréncia do complexo
Cladosporium cladosporioides (1), Aspergillus niger Agregado (6) e Aspergillus ochraceus

(8). As outras espécies ndo apresentaram contagem expressiva.
4.4 Analise de componentes principais do solo

Na Tabela 2 observa-se a composicao fisico-quimica do solo da Vinicola 1 (V1), da
Vinicola 2 (V2) e da Vinicola 3 (V3).



Tabela 2 — Composic¢éo fisico-quimica do solo da Vinicola 1 (V1), da Vinicola 2 (V2) e da Vinicola 3 (V3).

Macronutrientes

Micronutrientes

mg/dc? cmol/dm? mg/dm?
Solo pH Na P K Mg Ca Al H+Al Zn Fe Mn Cu B S M.O.*
V1 Argiloso 5,20 - 235,26 84,00 0,84 5,01 0,10 4,47 15,92 68,19 24,57 4,11 0,19 211,48 2,98
V2 Argiloso 5,90 - 183,51 152,00 1,90 5,20 0,00 3,95 14,28 31,14 99,46 4,70 0,45 60,72 3,84
V3 Argiloso 4,70 - 31,02 164,00 0,70 3,10 0,10 5,77 5,35 32,76 10,97 2,97 0,31 47,67 3,70

*Matéria organica
Fonte: Dados fornecidos pelo Laboratério de Analise de Fertilidade do Solo da UFLA (2016).

LS
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Na Figura 5A descreve-se a ocorréncia de fungos filamentosos isolados do solo das
trés vinicolas e se houve ocorréncia expressiva de algum grupo de fungos que fosse
expressivo para uma vinicola. Pode-se observar que a V1 teve maior incidéncia de Aspergillus
tubingensis (12), complexo Cladosporium cladosporioides (22), Fusarium sp. (34), Morfotipo
(36), Eupenicillium sp. (25) e Morfotipo (70); a V2, uma maior expressdo do complexo
Cladosporoium cladosporioides (22) e a V3 obteve maior ocorréncia do complexo
Cladosporium cladosporioides (22), Fusarium lateritium (29) e Penicillium brevicompactum
(56). Os demais isolados apresentaram comportamento semelhante, ndo sendo possivel o

agrupamento com alguma vinicola.
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Figura 5 — Analise de componente principal (PCA) da diversidade de fungos filamentosos e a
composicdo fisico-quimica do solo da Vinicola 1 (V1), da Vinicola 2 (V2) e da
Vinicola 3 (V3). A. PCA da diversidade de fungos filamentosos. (22) complexo
Cladosporium cladosporioides, (25) Eupenicillium sp., (29) Fusarium lateritium,
(34) Fusarium sp., (36) morfotipo, (56) Penicillium brevicompactum. B.
Composicéo fisico-quimica. (2) Potassio, (3) Fdsforo, (16) Ferro, (17) Magnésio,
(20) Enxofre.
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Fonte: Resultado da pesquisa (2016).
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Na Figura 5B mostra-se a composicéao fisico-quimica do solo da V1, da V2 e da V3,
sendo possivel observar que a V1 apresentou valor significativo de fosforo (3), enxofre (20) e
ferro (16); na V2, enxofre (20), ferro (16) e magnésio (17), e, na V3, teve somente o indice
de potassio (2) expressivo.

Na V1 e na V2 houve predominancia dos grupos Cladosporium cladosporioides
complexo, seguidos de morfotipo e essa presenca pode estar relacionada a presenca elevada
de fosforo, enxofre e ferro. Ja foi visto que na V3 a concentracdo desses nutrientes ndo foi
significativa, fazendo com que o complexo Cladosporium cladosporioides tivesse sua
proporcdo proxima a de outras espécies, como Aspergillus japonicus e Aspergillus aculeatus,
néo tendo uma expressividade dos demais isolados.

A presenca de magnésio na V2 foi, possivelmente, um fator preponderante para a
ocorréncia de Penicillium brevicompactum (56) e Fusarium lateritium (29), pois esse
nutriente nao foi expressivo nas demais vinicolas, assim como a presenca dessas espécies.

A presenca de enxofre, ferro e magnésio no solo na V2 em sinergismo pode ter sido
um fator preponderante para que ocorresse uma incidéncia frequente de Rhyzopus sp., ja que
nas demais vinicolas essa espécie ndo foi relatada. O mesmo ocorreu com o fosforo na V1,
que apresentou nivel elevado, onde houve uma ocorréncia expressiva de Aspergillus
tubingensis e Eupenicillium sp., 0 que ndo pdde ser observado nas demais vinicolas.

O potassio, como sé foi relatado com significancia na V3, pode ser um fator que
favoreceu a incidéncia do género Aspergillus, como Aspergillus japonicus e Aspergillus
aculeatus, ja que esse género s6 pdde ser observado com expressividade na V3, ndo tendo

sido observado nas demais vinicolas.
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Figura 6 — Analise de componente principal (PCA) da diversidade de fungos filamentosos e a
composicdo fisico-quimica do solo, entre as safras de 2015, da Vinicola 2 (V2T1)
e da safra de 2016, da Vinicola 2 (V2T2). A. Diversidade de fungos filamentosos.
(1) Aspergillus aculeatus, (10) complexo Cladosporium cladosporioides, (12)
Aspergillus aculleatus, (14) Fusarium lateritium, (19) morfotipo, (24) Penicillium
brevicompactum, (29) Pencillium paxilli, (36) Thricoderma sp. B. Composic¢ao
fisico-quimica. (2) Potassio, (3) Fosforo, (17) Magnésio, (20) Enxofre.

(A)

;\3

[ce]

Ire}

N

N

O

o

05 1
(B)
.3
05}

3

N

S 0

N

O

o

05}
1
0.5 1

PC1 (93.26%)

Fonte: Resultado da pesquisa (2016).
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Na Figura 6A retrata-se a diversidade de fungos isolados do solo de duas safras da V2
e se algum grupo flngico da safra 2015 foi incidente na safra 2016. Na safra de 2015 (V2T1)
houve uma tendéncia do complexo Cladosporium cladosporioides (10), Fusarium lateritium
(14) e Penicillium brevicompactum (24); j& na safra de 2016 (V2T2), complexo
Cladosporium cladosporioides (10), morfotipo (19), Penicillium paxilli (29), Aspergillus
aculeatus (1) e Thricoderma sp. (36). Os demais isolados apresentaram comportamento
semelhante, ndo sendo expressivos entre as safras. Esse comportamento estd expresso na

proximidade do eixo 0.

Na Figura 6B esté retratada a composicéao fisico-quimica do solo da V2 nas safras de
2015 e 2016. Na safra de 2015 (V2T1) houve uma expressividade de potassio (2) e enxofre
“S” (20); ja na safra de 2016 (V2T2), fosforo (3) e magnésio (17) foram os que apresentaram
maior expressividade.

A incidéncia de complexo Cladosporium cladosporioides (10), Fusarium lateritium
(14) e Penicillium brevicompactum (24) pode estar relacionada com a presenca de potassio
(2); ja na V2T2, com uma quantidade expressiva de fosforo (3) ocorreu uma maior incidéncia
de morfotipo (19), Penicillium paxilli (29) e Aspergillus aculleatus (12). Os demais
componentes do solo (Tabela 2) apresentaram quantidades semelhantes, ndo exercendo um
fator determinante para o agrupamento de alguma espécie em determinada safra.

A presenca de potéssio expressiva na V2T1 pode ndo ter favorecido a incidéncia de
Aspergillus e morfotipos, visto que sua presenca foi relatada na V2T2, ndo tendo presenca
expressiva desse nutriente.

Altos niveis de fosforo podem ter sido um fator decisivo para a presenca de Fusarium
lateritium, visto que sua presenca ndo pode ser observada na V2T2.

Os fungos sdo considerados seres heterotroficos, necessitando de materiais organicos
ja formados, que servem como fonte de energia e como constituintes celulares. A maioria dos
fungos tem como necessidades nutricionais os elementos C, O, H, N, P, K, Mg, S, B, Mn, Cu,
Mo, Fe e Zn. Por causa da rigidez da parede celular, sua nutricdo é por absorcdo de nutrientes
sollveis simples. Sdo considerados seres cosmopolitas, pois estdo presentes em qualquer parte
do planeta, sendo encontrados na agua, no ar, no solo, sobre animais e vegetais vivos, na
matéria organica em decomposicdo, em produtos alimenticios e industriais (MORAES;
PAES; HOLANDA, 2009).

Estima-se que os microrganismos estejam envolvidos em mais de 80% das reacGes que

ocorrem no solo. Desses microrganismos, 0s fungos representam a maioria dos habitats do
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solo e grande parte da biomassa microbiana, onde desempenham papel importante como
decompositores de substratos complexos e participam do ciclo natural do carbono, nitrogénio
e fosforo, representando até 90% da produtividade primaria liquida desses elementos na
maioria dos ecossistemas terrestres (BELL et al., 2009).

O solo é um dos fatores mais importantes do terroir, pois participa da composi¢do
mineral da videira. Esta composicdo reflete o ambiente onde as videiras sdo cultivadas. Como
resultado, os produtos decorrentes da videira, como sumo, uvas e vinho, serdo influenciados
por essa composicao. O pH e o teor de célcio presentes no solo sdo as caracteristicas que mais
afetam a composicdo das videiras e podem ter efeitos significativos no processo de
disponibilidade e absorcao de minerais pela videira (LIKAR et al., 2015).



64

5 AVALIACAO DAS ESPECIES PRODUTORAS DE OCRATOXINA A,
AFLATOXINAS B1, B2, G1 E G2 E CITRININA

Todas as espécies de Aspergillus e Penicillium potencialmente toxigénicas foram
testadas quanto a producdo de ocratoxina A; aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 foram testadas
quanto a sua producdo pelo método de plug &gar (Figura 9) e a citrinina foi avaliada pelo

método Coconut Agar (Figura 10).

Tabela 3 — Espécies de Aspergillus e Penicillium isoladas de uva vinifera e solo
potencialmente toxigénicos.

Vinicola 1 Vinicola 2 Vinicola 3
Fungos filamentosos Safra Safra Total por
2015 2016 espécie

Uva Solo Uva Solo Uva Solo Uva Solo

Aspergillus flavus - 1 - - - - - 1(2)
Aspergillus niger 5 1 - - 18 - - 6 30
Aspergillus niger 10 - - - - - 1 11
agregado

Penicillium sp. secéo - 2 - - 2 3 - 1 8 (4)
citrina

Aspergillus ochraceus - - 1 - 2 - - 2 5
Penicillium citrinum - - - 2 - - 11 13
Aspergillus parasiticus - - - 1 3 2 - - 6 (6)
Aspergillus melleus - - - - - - - 3 3
Total por amostra 16 3 1 3 25 5 - 24

Total de isolados 77

() Total de isolados produtores de toxina.
Fonte: Dados obtidos pela autora (2015, 2016).

Dos 56 isolados do género Aspergillus, nenhum isolado de Aspergillus niger,
Aspergillus niger agregado, Aspergillus ochraceus e Aspergillus melleus foi considerado
produtor de OTA. O Aspergillus flavus isolado do solo da V1 foi produtor de aflatoxina B1 e
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B2 e os 6 isolados de Aspergillus parasiticus obtidos da uva e solo da V2 foram produtores de
aflatoxina B1, B2, G1 e G2.

Dentre os isolados potencialmente produtores de ocratoxina A, a espéecie Aspergillus
niger foi a que apresentou a maior frequéncia, no entanto, nenhum isolado foi considerado
produtor.

Segundo Battilani et al. (2003) e Rocha-Rosa et al. (2002), apenas de 5% a 30% dos
isolados de Aspergillus niger sdo produtores de ocratoxina A, mesmo aqueles isolados
encontrados em substratos que favorecem o crescimento desses fungos, como uva e cereais.
Em um estudo realizado em vinhedos na Australia foi demonstrado que, de um total de 113
isolados de A. niger, somente trés foram produtores de toxina (LEONG et al., 2007), resultado
que corrobora o do presente estudo.

A variedade da uva, o sistema de colheita e de irrigacdo e os tratamentos
fitossanitarios podem ser fatores que influenciardo a contaminacdo fangica de uvas e o
ecossistema do vinho, determinando, assim, a incidéncia de espécies potencialmente
toxigénicas e a presenca de ocratoxina A nas uvas (LASRAM et al., 2012).

A incidéncia de Aspergillus da secdo Flavi, como Aspergillus flavus e Aspergillus
parasiticus, foi baixa, pois estas espécies ndo sdo comumente encontradas como componentes
da microbiota das uvas (MARTINEZ-CULEBRAS; RAMON, 2007; MEDINA et al., 2005).

Figura 7 — Avaliacdo da producdo de ocratoxina e aflatoxina por cromatografia de camada
delgada (CCD).

12 3 4 56 P 7 89 10

A. parasiticus (1-4); A. flavus(5); A. niger (6);
A. ochraceus (7-10); P (padréo)
Fonte: Foto feita pela autora (2016).
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Dos 21 isolados de Penicillium citrium e Penicillium Secdo Citrina testados quanto a
producéo de citrinina, apenas quatro foram produtores da toxina, sendo trés isolados do solo

da Vinicola 1 e um isolado da uva da safra 2016 da vinicola 2.

Figura 8 — Avaliacdo da producéo de citrinina pelo método coconut agar.

Fonte: Foto feita pela autora (2016).
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6 CONCLUSAO

O complexo Cladosporium cladosporioides e os géneros Penicillium e Aspergillus
foram os principais componentes da microbiota da uva e do solo da regido estudada, sendo os
grupos de maior predominancia neste estudo.

A andlise fisico-quimica do solo mostrou que a incidéncia em maior concentragdo de
alguns nutrientes pode favorecer um grupo de espécies. O enxofre e o ferro foram indicadores
da alta incidéncia de Cladosporium cladosporioides complexo nas vinicolas 1 e 2 e o potassio
foi indicativo para a presenca de fungos unisseriados, como Aspergillus japoniccus e
Aspergillus aculeatus.

Das espécies potencialmente produtoras de ocratoxina A isoladas da uva Syrah e do
solo, nenhum isolado foi considerado produtor, o que diminui o risco da presenca desta

micotoxina nos vinhos produzidos na regiéo.
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CAPITULO 3

Determinacéo da microbiota terroir de vinhedos do sul de Minas Gerais por meio da

metagendmica

RESUMO

O estudo do terroir esta envolvido com os fatores que formam o chamado microclima que
determina o desempenho dos vinhedos, a qualidade das uvas produzidas, formando a
tipicidade do produto final, ou seja, é a assinatura das regides produtoras de vinhos, e somente
naquela regido sera produzido um vinho com aquelas caracteristicas tipicas. Na Ultima
década, em alguns estudos foi demonstrado que os microrganismos também fazem parte desse
ambiente, influenciando também as caracteristicas do vinho, surgindo, entdo, o conceito de
microbiota terroir. Nesse sentido, o presente estudo foi realizado com o objetivo de
determinar a microbiota terroir de uvas variedade Syrah de vinhedos localizados no sul de
Minas Gerais por meio da técnica de metagendmica, a qual foi utilizada para determinar a
diversidade de microrganismos presentes na amostra. O material genético foi extraido
utilizando-se o kit Wizard Genomic DNA Purification Kit (Pomega) para a obtencdo do DNA
total e seu sequenciamento foi realizado pelo programa Illumina, usando a regido ITS rRNA.
Perfis taxondmicos foram obtidos em Dominio, Filo, Classe, Ordem, Familia, Género e
Espécie, observando-se que houve uma maior predominancia do filo Ascomycota, seguido de
Basidiomycota. Construiu-se uma arvore filogenética com as 20 principais espécies de fungos
presente nas uvas, respresentadas pelos géneros Cercospora, Uwebraunia, Aureobasidium,
Leptospora, Pseudopithomyces, Periconia, Acrocalyma, Alternaria, Aspergillus,
Pecinicillium, Hansfordia, Meyerozyma, Candida, Wickerhamomyces, Acremonium,
Sarocladium, Giberella e Colletotrichum, o que possibilitou estimar a relacdo dos grupos
procariéticos obtidos. A caracterizacdo da diversidade microbiana das uvas foi obtida com
sucesso, no entanto, pode-se observar um grande nimero de individuos que ndo foram
classificados, levando a crer que estudos futuros nessa area precisam ter continuidade para que,
cada vez mais, possamos ter conhecimento dessas espécies e entender como funcionam esses
sistemas.

Palavras-chave: Uva. Diversidade de fungos. ITS rRNA. Metagenoma. Illumina.
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1 INTRODUCAO

O terroir compreende todos os fatores que formam o chamado microclima e que
influenciam o desempenho dos vinhedos, a qualidade das uvas colhidas e a tipicidade do
produto final, ou seja, é a assinatura das regies produtoras de vinhos, que indica que somente
naquela localiza¢do sera produzido um vinho com aquelas caracteristicas Unicas (BARATA;
MALFEITO-FERREIRA; LOUREIRO, 2012). Na dltima década, alguns estudos mostraram
que os microrganismos fazem parte desse ambiente, influenciando também as caracteristicas
do vinho, surgindo, entdo, o conceito de microbiota terroir.

A microbiota terroir pode ser determinada por meio de técnicas convencionais,
consideradas mais trabalhosas e demoradas, ou, entdo, por técnicas moleculares que permitem
a determinacdo de um maior nimero de espécies, inclusive de espécies ndo cultivadas pelas
técnicas convencionais. Isso torna o uso dessas técnicas bastante promissor para estudos
relacionados a diversidade de microrganismos.

Uma dessas técnicas moleculares € a metagendmica, que é o estudo de genomas, ou
seja, material genético recuperado diretamente a partir de amostras ambientais, muito
utilizada para estudos da diversidade de microrganismos presentes em um determinado
ambiente. Em alguns estudos vem sendo utilizada essa técnica, como diversidade de
microrganismos em solos de véarios biomas, deteccdo de comunidades oceénicas,
biodiversidade marinha e fungos endofiticos em folhas e caule de plantas. No entanto, grande
parte dos estudos é realizada em solo, que ¢é considerado um dos ambientes mais complexos,
por conter a maior diversidade microbiana (GOULART; OMORI; SOUZA, 2013).

A metagendmica abre um leque de oportunidades de estudos sobre os mais diversos
ambientes, por meio do sequenciamento do material genético obtido da amostra. A partir
desse sequenciamento sera possivel estudar a composi¢do da populacdo de seres vivos desse
ambiente, assim como as fungdes que eles desempenham entre si € no ambiente em que vivem
(PEIXOTO, 2013). Diante de tanta diversidade de microrganismos, a metagendmica vem
sendo o principal método de prospeccdo para o conhecimento dessas comunidades.

Nesse sentido, o presente estudo foi realizado com o objetivo de determinar a
microbiota terroir presente nas amostras de uva da variedade Syrah cultivadas em dois

vinhedos localizadas na regido sul de Minas Gerais, por meio da metagenémica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste estudo foi identificar as espécies de fungos filamentosos e
leveduras que compdem a microbiota de uvas de vinhedos cultivados em vinicolas localizadas

no sul de Minas Gerais, auxiliando na composi¢do do terroir microbiano dessas regioes.

2.2 Objetivos especificos

a) ldentificar a diversidade de fungos filamentosos e leveduras presente nas uvas de duas
vinicolas do sul de Minas Gerais, por meio da técnica de metagenémica.

b) Caracterizar a microbiota terroir das regides produtoras, auxiliando no processo de
indicacdo geogréfica dos vinhos produzidos nessas regides.
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3 MATERIAIS E METODOS

As amostras de uva da variedade Syrah foram coletadas em duas vinicolas localizadas
nos municipios de Boa Esperanca e Trés CoracOes, localizadas na regido sul de Minas Gerais.

Na Tabela 4 apresentam-se as coordenadas geogréficas dos pontos de coleta das amostras e a
area plantada, em hectare, de cada vinhedo.



Tabela 1 - Coordenadas geograficas dos pontos de coleta das amostras de uva da variedade Syrah nos vinhedos localizados em dois municipios

do sul de Minas Gerais e sua area de producéo.

Area de
Variedade Vinicola Local Ponto Local de coleta Coordenadas geograficas producao
Hectares
Latitude Longitude Altitude (ha)
1 R30P25 21°12'43 " 44°24'59" 889
Syrah Vinicolal  Boa Esperanga, MG 2 R60P50 21°12'45" 45°34'58" 886 6 ha
3 R90P56 21°12'45" 45°34'54" 883
1 R8P20 21°36'49" 45°07'42" 989
Syrah Vinicola2  Trés Coragbes, MG 2 R16P40 21°36'47" 45°07'41" 988 10 ha
3 R26P60 21°36'50" 45°07'40" 985

Fonte: Dados obtidos pela autora (2015, 2016).

7
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3.1 Amostragem

3.1.1 Coleta das uvas

Foram coletadas amostras de uvas tintas das safras de junho/julho da variedade Syrah,
no estagio final de maturacdo (época da colheita), nos anos de 2015 e 2016. Para isso, foi
tracado um transecto diagonal ao longo do vinhedo, onde foram coletados trés cachos de uvas
em trés videiras equidistantes (P1, P2 e P3), desprezando-se as extremidades (FIGURA 1). As
amostras coletadas foram armazenadas em sacos estéreis e transportadas em caixas térmicas
para o Laboratério de Micologia e Micotoxinas, no Departamento de Ciéncia dos Alimentos,

da Universidade Federal de Lavras, onde foram analisadas.

Figura 1 - Transecto diagonal tracado ao longo do vinhedo para coleta das amostras de uva.

P1
P2

P3

Fonte: Freire (2016).



7

4 ANALISE DE METAGENOMICA

4.1 Extracdo do DNA total

A extracdo do DNA total foi realizada no Laboratorio de Micologia e Micotoxinas, no
Departamento de Ciéncia dos Alimentos, da Universidade Federal de Lavras, utilizando
Wizard Genomic DNA Purification Kit (Pomega), sequindo o protocolo conforme discrimado
abaixo.

As bagas foram congeladas e, depois, maceradas com o auxilio de nitrogénio liquido
para se obter a biomassa. O nitrogénio liquido foi adicionado duas vezes consecutivas e, antes
de adiciona-lo, foi acrescentada polivinilpropilona (PVP). Em seguida, uma porcdo da
biomassa foi adicionado em eppendorf, junto com 600 pL de Nuclei Lysis Solution e 6 pL de
B-mercaptoetanol, levando-se para agitacdo em vortex. Apds a agitacdo, a biomassa
foi incubada, a 65 °C, por 40 minutos e, a cada 10 minutos, foi realizada uma
agitacdo em vortex. Ao final do periodo de incubacdo, a amostra foi deixada em
repouso, por 5 minutos, a temperatura ambiente. Apds esse periodo foram
adicionados 3 pL de RNase e incubou-se, a 37 °C, por 15 minutos. Posteriormente, foram
adicionados 200 pL de protein precipitation solution e a amostra foi agitada em vortex e
centrifugada, a 10.000 rpm, por 10 minutos. Apds a centrifugacdo, foram transferidos 300
uL do sobrenadante para um novo eppendorf e adicionados 100 uL de acetato de sddio mais
300 uL de isopropanol. A amostra foi delicadamente misturada por inversdo e incubada, a -20
°C, por 30 minutos. Em seguida, foi centrifugada, a 10.000 rpm, por 15 minutos. Foram
retirados 300 pL do sobrenadante e transferidos para um novo eppendorf, ao qual foram
adicionados, novamente, 100 L de acetato de sodio mais 300 pL de isopropanol. A amostra
foi delicadamente misturada por inversdo e incubada, a -20 °C, por 30 minutos e, depois,
centrifugada, a 10.000 rpm, por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado com cuidado para
néo descartar o pellet formado no fundo do eppendorf. Em seguida, foram adicionados 660 uL
de etanol 70% e centrifugou-se, a 10.000 rpm, por 5 minutos. Apds a centrifugacao, o etanol
foi descartado e o eppendorf foi aberto em uma bacia forrada com papel toalha para secar o
pellet. Apds a secagem do pellet, 0 mesmo foi ressuspenso em 100 uL de DNA rehydration
solution. Em seguida, a amostra foi agitada delicadamente para a obtencdo de uma solucéo

homogénea.
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A amostra foi, entdo, levada para o Laboratério de Genética, no Departamento de
Ciéncia do Solo da Universidade Federal de Lavras, para verificar a concentracdo do DNA

extraido, utilizando-se o equipamento Nanodrop.

4.2 Sequenciamento e bioinformatica

O DNA total extraido foi enviado, conforme especificacfes, para o Laboratério Ponto
Labor, em Betim, MG, onde foi realizada a analise metagenémica da amostra, conforme

Figuras 2 e 3.

Figura 2 — Esquema das etapas do sequenciamento das amostras.

PCR products
PCR Amplification quantification
and Mixing

Extraction of

PCR Products Library Sequencing

Genome DNA Purification Preparation (Hiseq)

A B C D E

Fonte: Informacd@es fornecidas pelo laboratério “Ponto Labor”, Betim (2016).

A . Amplificagdo DNA por PCR

As regides 18SrRNA/ITS genes de regides distintas (18S V4 / 18S V9, ITS1/ ITS2,
Arc V4) foram amplificadas utilizando-se iniciadores especificos (18S V4: 528F-706R, 18S
V9: 1380F-1510R) e todas as reac¢tes de PCR foram realizadas com Phusion® High-Fidelity
PCR Master Mix (New England Biolabs).

B. Quantificacéo e qualificacdo dos produtos PCR

O mesmo volume de 1X tampé&o de carga (contendo SYB verde) foi misturado com 0s

produtos de PCR e foi corrido por eletroforese em gel de agarose a 2% para deteccéo.

Amostras entre 400-450 pb foram escolhidas para testes adicionais.
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C. Produtos de PCR Mistura e Purificacao

Os produtos de PCR foram misturados em proporcdes de equidensidade. Em seguida,
os produtos de PCR da mistura foram purificados com Qiagen Gel Extraction Kit (Qiagen,

Alemanha).

D e E. Preparacao e sequenciamento da biblioteca

As bibliotecas de sequenciacdo foram geradas utilizando-se TruSeq® DNA PCR-Free
Sample Preparacdo (Illumina, EUA), seguindo as recomendacdes do fabricante e cddigos de
indice foram adicionados. A qualidade da biblioteca foi avaliada no Qubit @ 2.0 Fluorémetro
(Thermo Scientific) e Agilent Bioanalyzer 2100 sistema. Finalmente, a Biblioteca foi

sequenciada numa plataforma IlluminaHiSeq2500 e gerou reads paired-end com 250pb.
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Figura 3 — Esquema das etapas de tratamento dos dados (bioinformatica).

Emparelhamento: montagem e

controle de qualidade

v

Divisdo de dados A

Montagem da sequéncia B

Filtragem de dados

Remocao de quimera

OTU cluster e anotacao das
espécies

Producéo de OTU

Anotacéo das espécies b

Construcéo da relacéo
filogenética

Normalizacdo de dados d

Fonte: Informacdes fornecidas pelo laboratorio “Ponto Labor”, Betim (2016).

4.2.1 Bioinformatica

4.2.1.1 Emparelhamento: montagem e controle de qualidade

A. Divisdo de dados

As leituras emparelhadas foram atribuidas a amostras com base no seu codigo de

barras Unico e cortando-se o codigo de barras e a sequéncia do iniciador.
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B. Montagem da sequéncia
Os reads foram extendidos usando o software FLASH (V1.2.7), uma ferramenta muito

rapida e precisa, capaz de extender os reads quando ha alguma sobreposicdo. As sequéncias

consenso foram entdo denominadas raw tags.
C. Filtragem de Dados

A filtragem de qualidade nas etiquetas brutas foi realizada sob condicdes de filtragem
para obter as etiquetas de limpeza de elevada qualidade de acordo com o QIIME (V1.7.0)
processo de qualidade controlada.
D. Remocéo de quimera

As tags foram comparadas com o banco de dados de referéncia (Unite Database)
utilizando-se o algoritmo UCHIME para detectar sequéncias de quimera e, em seguida, as
sequéncias de quimera foram removidas. No final, as Tags efetivas foram finalmente obtidas.
4.2.1.2 OTU cluster e anotacao das espécies
a. Producédo de OTU

As andlises de sequéncias foram realizadas pelo software Uparse (V.7.0.1001)
Sequéncias com >97% de similaridade foram de mesmo OTUs. A sequéncia representativa
para cada unidade operacional taxondmica (OTU) foi selecionada para anotacéo.
b. Anotacédo de espécies

Para cada representante da sequéncia, foi utilizado o banco de dados Unite,

baseando-se no algoritmo Blast, que foi calculado pelo software QIIME (Versdo 1.7.0) para

anotar informacoes taxondmicas.



82

c. Construcao da relacao filogenética

A fim de estudar a relacdo filogenética de diferentes OTUs e a diferenca de espécies
dominantes em diferentes amostras (grupos), o alinhamento de sequéncias foi realizado com o
software MUSCLE (Versao 3.8.31).

d. Normalizacao de dados

As informagOes de abundancia de OTU foram normalizadas utilizando-se um padréo

de nimero sequencial correspondente & amostra com as mesmas sequéncias.
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5 RESULTADOS

A microbiota da uva variedade Syrah de duas vinicolas localizadas no sul de Minas
Gerais foi investigada com base na sequéncia parcial do gene ITS rRNA. Foram analisadas
duas bibliotecas ITS rRNA provenientes de duas amostras de uva, denominadas Uva 1 e Uva
2. Cada amostra foi resultante da unido de trés amostras coletadas em ponto equidistantes de
cada vinhedo, sendo, no final, feita uma amostra composta cada uma pesando,
aproximadamente, 2 g, de onde foi extraido o DNA total. A amostra da vinicola 1 (Uva 1)
gerou um total de 58.351 sequéncias que conseguiram ser agrupadas, sendo 55.905
pertencentes ao Filo Ascomycota e 2.446 do Filo Basidiomycota. Na vinicola 2 (Uva 2) foram
geradas 58.351 sequéncias assim distribuidas: 57.857 de Ascomycota e 494 sequéncias de
Basidiomycota.

Na Vinicola 1 houve uma menor proporc¢do de sequéncias que ndo foram classificadas,
obtendo-se 7.326 sequéncias, representando 13%; j& a Vinicola 2 apresentou alta propor¢éo
de ndo classificados, com um total de 26.359 sequéncias, representando 45%.

A sequéncia Barcode e os links iniciadores para o sequenciamento da uva 1 foram
(TCAAGT,GGTGCT GCATCGATGAAGAACGCAGC,TCCTCCGCTTATTGATATGC) e
da uva 2, (TCAAGT, TGTGGA
GCATCGATGAAGAACGCAGC, TCCTCCGCTTATTGATATGC). A partir dos resultados
obtidos do DNA da uva 1 foram gerados perfis taxonémicos das amostras em sete niveis da
taxonomia, sendo eles Dominio, Filo, Classe, Ordem, Familia, Género e Espécie, 0s quais
estdo discriminados nos graficos a seguir.

O gréfico 1 retrata a abundéancia relativa a nivel de filo dos fungos identifcados na uva
variedade Syrah da Vinicola 1 (Uva 1) e na Vinicola 2 (Uva 2), tendo o grupo Ascomycota
(vermelho) sido o que ocorreu com maior incidéncia, quase que 100% da amostra, seguido do

grupo Basidyomicota (azul). O verde corresponde as espécies que ndo foram classificadas.
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Gréafico 1 — Abundancia relativa, em nivel de filo dos fungos identificados da uva variedade
Syrah da Vinicola 1 e da Vinicola 2.

11

M Nd4o identificado
B Basidiomycota
B Ascomycota

Abundancia Relativa

Uval Uva 2

Fonte: Informacdes fornecidas pelo laboratorio “Ponto Labor”, Betim (2016).

O grafico 2 retrata a abundancia relativa em nivel de classe dos fungos identificados
na uva variedade Syrah da Vinicola 1 (Uva 1) e na Vinicola 2 (Uva 2). Pode-se observar que
as duas vinicolas apresentaram comportamento semelhante quanto a presenca de fungos
pertencentes a classe Dothideomycetes, representando quase 50% da amostras de DNA.

A Vinicola 1 (Boa Esperanca, MG) apresentou uma contagem significativa de fungos
pertencentes a classe Saccharomycetes, representando 25%, seguida de Sordariomycetes e
Tremellomycetes, em torno de 10% e 5%, respectivamente. Uma média de 15% ndo foi
agrupada em nenhuma classe.

J& a Vinicola 2 (Trés Cora¢des, MG) teve uma incidéncia de Sordariomycetes de 5%,
seguida de Tremellomycetes e Eurotiomycetes, em torno de 1% e 3%, respectivamente. No
entanto, quase 50% da amostra ndo foram agrupados em nenhuma classe, indicando uma

diversidade de fungos que, possivelmente, até o0 momento nao foram identificados.
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Gréafico 2 — Abundancia relativa, em nivel de classe dos fungos identificados da uva variedade
Syrah da Vinicola 1 e da Vinicola 2.

1A

Néo identificado
Lecanoromycetes
Leotiomycetes
Microbotryomycetes
Exobasidiomycetes
Incertae_sedis_Ascomycota
Eurotiomycetes
Tremellomycetes
Sordariomycetes
Saccharomycetes
Dothideomycetes

0.751

Abundancia Relativa
o

0.254

Uval Uva 2

Fonte: Informacdes fornecidas pelo laboratorio “Ponto Labor”, Betim (2016).

O gréfico 3 retrata a abundancia relativa em nivel de ordem dos fungos identificados
na uva variedade Syrah da Vinicola 1 (Uva 1) e na Vinicola 2 (Uva 2).

A Vinicola 1 (Boa Esperanca, MG) apresentou uma contagem expressiva de fungos
pertencntes a ordem Capnodiales, com 42% de representatividade, seguidos das
Saccharomycetales, representando 25%, e Pleosporales, Hypocreales, Tremellales e
Xylariales, em torno de 8%, 8%, 5% e 3%, respectivamente. Uma média de 15% ndo foi
agrupada em nenhuma ordem.

J& a Vinicola 2 (Trés Coragdes, MG) teve incidéncia de Capnodiales de 30%, de
Pleosporales de 15%, e de Hypocreales, Sordariomycetes e Eurotiales em torno de 4%, 4% e
3%, respectivamente. No entanto, quase 50% da amostra ndo foram agrupados em nenhuma
classe, indicando uma diversidade de fungos que, possivelmente, até 0 momento, ndo foram
ordenados.

As demais ordens apresentaram baixa incidéncia nas amostras, ndo tendo uma

expressividade que possa ser visualizada com clareza no gréfico.
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Gréafico 3 — Abundancia relativa em nivel de ordem dos fungos identificados da uva variedade
Syrah da Vinicola 1 e da Vinicola 2.

Néo identificado

B Incertae_sedis_Dothideomycetes
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Xylariales
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Saccharomycetales
Capnodiales

0.754

0.254

Abundancia Relativa
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Fonte: Informacdes fornecidas pelo laboratorio “Ponto Labor”, Betim (2016).

Os dados do Grafico 4 retratam a abundancia relativa, em nivel de familia, dos fungos
identificados na uva variedade Syrah da Vinicola 1 (Uva 1) e na Vinicola 2 (Uva 2).

A Vinicola 1 (Boa Esperanca, MG) apresentou uma contagem expressiva de fungos
pertencentes a familia Davidiellaceae, com 40% de representatividade, seguida de
Saccharomycodaceae, com 25%; Pleosporales, Hypocreales e Tremellales, em torno de 8%,
8% e 5%, respectivamente. Uma média de 17% nao foi agrupada em nenhuma familia.

A Vinicola 2 (Trés Coracgdes, MG) teve uma incidéncia de Davidiellaceae de 22%, de
Pleosporales de 10%, de Mycosphaerellaceae de 8%, seguidos de Hypocreales, Pleosporales e
Glomerellaceae e Trichocomaceae, representando, aproximadmente, 4%, 4%, 3% e 3%,
respectivamente. No entanto, 50% da amostra ndo foram agrupados em nenhuma classe,
indicando uma diversidade de fungos que, possivelmente, até o momento, ndo foram
classificados em nenhuma familia.

A maioria das familias estava presente nas duas vinicolas. Entretanto, as familias
Saccharomycodaceae, Tremellales e Amphisphaeriaceae estavam presentes na Vinicola 1
representativamente, enquanto na Vinicola 2 estas familias quase ndo puderam ser

observadas.
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Gréafico 4 — Abundancia relativa, em nivel de familia, dos fungos identificados da uva
variedade Syrah da Vinicola 1 e da Vinicola 2.
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Fonte: Informacdes fornecidas pelo laboratoério “Ponto Labor”, Betim (2016).

Os dados do Gréafico 5 retratam a abundancia relativa em nivel de género dos fungos
identificados na uva variedade Syrah da Vinicola 1 (Uva 1) e Na vinicola 2 (Uva 2). Pode-se
observar que as duas vinicolas apresentaram comportamento semelhante quanto a
classificacdo de outros (amarelo), ou seja, mais de 75% do DNA ndo foram enquadrados em
nenhum género.

Na Vinicola 1 (Boa Esperanca, MG), dentre os diversos géneros de fungos
filamentosos encontrados, Alternaria e Acremonium foram 0s que apresentaram maior
incidéncia, em torno de 5% cada grupo. Demais géneros apresentaram baixa concentracdo, em
torno de 2% cada grupo.

J& na Vinicola 2 (Trés Coracbes, MG), o género Alternaria teve, aproximadamente,
10% de incidéncia, seguido de Uwebraunia, com 5%. Os demais géneros apresentaram
comportamento semelhante, em torno de 3% cada grupo. A presenca de leveduras ndo foi
observada, talvez pela sua baixa incidéncia.

A presenca de leveduras pode ser observada na Vinicola 1 com apenas dois géneros,
Candida e Wickerhamomyces.

Observa-se que houve um maior enquadramento em nivel de género na Vinicola 2, em

relacao a vinicola 1.
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Grafico 5 — Abundéancia relativa, em nivel de género, dos fungos identificados da uva
variedade Syrah da Vinicola 1 e da Vinicola 2.
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Fonte: Informacdes fornecidas pelo laboratério “Ponto Labor”, Betim (2016).

No Gréafico 6 esta retratado o relacionamento filogenético dentre as Unidades
Operacionais Taxondmicas (OTU). Foram coletados os dados de relagdes filogenéticas OTU
dos dez géneros mais incidentes (superiores), combinados com a abundancia relativa de OTUs
e as informcdes de cada espécie.

Primeiramente, é necessario entender que as OTUs sdo a forma como sao
representados os individuos da amostra. Esses individuos tém TAGs (fragmentos curtos de
DNA) que, de acordo com seu tamanho, vdo codificar proteinas do banco de dados para se
chegar numa classificacdo. As TAGs, além de codificar proteinas conhecidas, vao fornecer
um perfil taxondmico da comunidade microbiana.

O tamanho das TAGs vai definir a que nivel de identificacdo vai se conseguir chegar.
Quanto maior o tamanho das TAGs, ou seja, se 0 fragmento de DNA tiver mais que 27
aminoacidos, maior a indentificacdo, podendo-se chegar ao nivel de espécie; se for menor que
27 aminoacidos, tem uma especificidade de 97% para reino e 93% para ordem.

As espécies relacionadas no Grafico 6 apresentaram maior quantidade de OTUs.

Dois graficos foram integrados inside out: a camada interna é a arvore filogenética
usando a sequéncia representativa OTUs; a cor correspondente ao nome cientifico e cada cor
representa um género individual; a camada externa é a abundancia relativa das OTUs e o

tamanho da coluna representa a abundancia relativa.



89

Gréafico 6 — Quantidade de fungos, em nivel de espécie, da uva variedade Syrah da Vinicola 1

e da Vinicola 2, representados como uma Unidade Taxondmica Operacional
(OTU).

Penicillium brevicompactum
Sarocladium strictum
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Colletotrichum gloeosporioides
@ Colletotrichum guajavae

Fonte: Informacdes fornecidas pelo laboratorio “Ponto Labor”, Betim (2016).

Dentre os fungos filamentosos, destacam-se Penicillium brevicompactum,
Sarocladium strictum, Alternaria alternata, Acremonium pilosum, Uwebraunia dekkeri,
Aureobasidium pillulans, Cercospora malayensis, Colletotrichum gloeosporioides e
Colletotrichum guajavae.

Nas leveduras, observou-se a presenca de Wickerhamomyces lynferdii.

Os Basidiomycetos (Tabela 2) da Vinicola 1 foram relados de acordo com a ordem de
classificacdo, tendo o grupo Incertae sedis Tremellales apresentado maior ocorréncia dentre
0s encontrados, tendo como representantes Hannaella, Bulleromyces, Cryptococcus,
Filobasidium e Mrakiella. J& o grupo Sporidiobolales teve maior incidéncia de Rhodotorula,

Sporidiobolus e Sporomolomyces, que sao leveduras basidiomicetosas com estagio anamorfo,
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além de Exobasidium, pertencente a ordem Exobasidiaceae, ndo apresentando estrutura

leveduriforme.

Tabela 2 — Diversidade de fungos basidiomicetos identificados da uva Syrah da Vinicola 1.

CLASSE ORDEM FAMILIA GENERO %
9 Incertae sedis Tremellales - Hannaella 0,6
I
g Bulleromyces 0,6
>
8 Cryptococcus 0,09
—_
< g - - Filobasidium 2
L
§ f : - Mrakiella 05
% Sporidiobolales - Sporidiobolus 78
[a)
g i Incertae sedis Sporidiobolales Rhodotorula 87
o0

Sporomolomyces 13

Exobasidium 54
Exobasidiales Exobasidiaceae

EXOBASIDI
OMYCETES

Obs: O valor que falta para chegar a 100%, referente a cada familia, representa o nimero de isolados
n&o identificados.
Fonte: Informag6es fornecidas pelo laboratorio “Ponto Labor”, Betim (2016).

Para um melhor entendimento, a incidéncia dos fungos filamentosos da divisdo
Ascomycota sera relatada de acordo com a ordem em que pertencem, assim como esta
especificado na Tabela 3. A ordem Incertae sedis Sordariomycetes apresentou maior
incidéncia de Colletotrichum, seguido de Gibellulopsis e Eucasphaeria; a ordem Diaporthales
predominou com Diaphorte, Phomopsis, Cytospora e Chaetomium; para Hypocreales a maior
incidéncia foi de Acremonium e Gibberella, seguidos de Sarocladium e Fusarium. Estes
grupos pertencem a classe dos Sordariomicettes.

Os pertencentes a classe dos Dothideomycetes apresentaram Acrocalymma e
Alternaria como dominantes, seguidos de Setophaeosphaeria e Periconia, além de Massarina
em menor quantidade, representantes da ordem dos Pleosporales. J& na ordem Capnodiales
foram observados com maior ocorréncia Aureobasidium, Devriesia e Uwebraunia, seguidos
de Leptospora, Microdiplodia, Pseudoteratosphaerella, Cercospora, Xenomycosphaerella,

Selenophoma e Zygophiala com menor ocorréncia.


https://en.wikipedia.org/wiki/Urediniomycetes
https://en.wikipedia.org/wiki/Urediniomycetes
https://en.wikipedia.org/wiki/Exobasidiales
https://en.wikipedia.org/wiki/Exobasidiales
https://en.wikipedia.org/wiki/Exobasidiaceae
https://en.wikipedia.org/wiki/Exobasidiaceae
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Outro representante da divisdo Ascomycota foram as leveduras, pertencentes a classe
Saccharomycetes, com maior ocorréncia de Wickerhamomyces, seguido de Candida e
Starmerella. Os demais grupos ndo foram expressivos, como Meyerozyma, Metschnikowia,
Pichia e Hanseniaspora. Este grupo é caracterizado por leveduras vegetativas que se

reproduzem por brotamento ou fiss&o binaria.
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Tabela 3 — Diversidade de fungos ascomicetos identificados da uva Syrah da Vinicola 1.

CLASSE ORDEM FAMILIA GENERO %
Glomerellaceae Colletotrichum 97
Incer.tae sl Plectosphaerellaceae Gibellulopsis 0,3
sordariomycetes
@ Incertae sedis Eucasphaeria 0,3
E Valsaceae Cytosporg 7
g_) Diaporthaceae PienTefpse !
S Diaporthales Diaporthe 29
g Chaetomiaceae Chaetomium 0,2
< .
@ Nectriaceae N3l %0
2 Hypocreales Fusarium 1
Incertae sedis hypocreales Acremonium 96
Sarocladium 3
Wickerhamomyces 53
N .
,|_,_J Incertae sedis Candida 31
|.u saccharomycetales
@) Starmerella 10
> Saccharomycetales
g - Meyerozyma 1
< SE Metschnikowiaceae Metschnikowia 0,1
I —_—
§ &E) Saccharomycetaceae Pichia 0,1
E o Saccharomycodaceae Hanseniaspora 0,3
8 Incertae sedis Pleosporales Periconia 27
2 Phoma 0,9
Lophiostomataceae Acrocalymma 100
Pleosporales Massarinaceae Massarina 0,1
Phaeosphaeriaceae Setophaeosphaeria 25
0 Pleosporaceae Alternaria 100
|
E Davidiellaceae Cladosporium 0,4
8 Uwebraunia 70
=
8 Mycosphaerellaceae Cercospora 6
a Xenomycosphaerella 1
I
= I
@) Teratosphaeriaceae Devriesia 2
o Pseudoteratosphaeria 9
Capnodiales Schizothyriaceae Zygophiala 0,004
Dothioraceae Aureobasidium 100
Selenophoma 0,4
Incertae sedis Dothideomycetes Leptospora 40
Botryosphaeriaceae Microdiplodia 24

Obs: O valor que falta para chegar a 100%, referente a cada familia, representa o nimero de isolados

nao identificados.

Fonte: Informagdes fornecidas pelo laboratério “Ponto Labor”, Betim (2016).
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Os Basidiomycetos (Tabela 4) da vinicola 2 foram relados de acordo com a ordem de
classificacdo, tendo o grupo Incertae sedis Tremellales apresentado maior ocorréncia, dentre
0s encontrados, tendo como representantes Bulleromyces, Hannaella, Cryptococcus e
Filobasidium. J& o grupo Sporidiobolales teve maior incidéncia de Sporomolomyces,
Sporidiobolus e Rhodotorula sdo leveduras basidiomicetosas com estagio anamorfo, além do
Exobasidium, pertencente a ordem Exobasidiaceae e o Tilletiopsis, pertencente a ordem

Incertae sedis Exobasidiomicetos, ndo apresentando estrutura leveduriforme.

Tabela 4 — Diversidade de fungos basidiomicetos identificados da uva Syrah da Vinicola 2.

CLASSE ORDEM FAMILIA GENERO %
o Bulleromyces 14
— Incertae sedis
E)J Tremellales - Hannaella 9
s Cryptococcus 2
@]
|
] - - Filobasidium 1
P
o
< —
'5 o Exobasidiaceae - Exobasidium 66
@)
> F
> L
O e . S
I s Incertae sedis - Tilletiopsis 17
o @] Exobasidiomycetes
< o)
0a) =
)
<
fva)
@]
X
]
- Sporidiobollus 41
Sporidiobolales . Sporobolomyces 67
Incertae sedis
Sporidiobolales Rhodotorula 10

Obs: O valor que falta para chegar a 100%, referente a cada familia, representa o nimero de isolados
n&o identificados.
Fonte: Informagdes fornecidas pelo laboratorio “Ponto Labor”, Betim (2016).

A incidéncia dos fungos filamentosos da divisdo Ascomycota foi relatada de acordo
com a ordem a que pertencem, assim como esté especificado na Tabela 5. A ordem Incertae
sedis Sordariomycetes apresentou maior incidéncia de Colletotrichum, seguido de
Gibellulopsis; da ordem Diaporthales predominaram Phomopsis, Diaphorte e Chaetomium;
de Hypocreales predominaram Gibberella e Acremonium, com maior incidéncia, seguidos de
Sarocladium, Engyodontium e, em menor propor¢do Purpureocillium e Gliomastix. Estes

grupos pertencem a classe dos Sordariomicettes. Os pertencentes a classe dos
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Dothideomycetes apresentaram Alternaria e Lophiostoma com maior ocorréncia, seguidos de
Acrocalymma, Periconia e Setophaeosphaeria, além de Ophiosphaerella, Pithomyces e
Pseudopithomyces em menor quantidade, representantes da ordem dos Pleosporales. Ja na
ordem Capnodiales foram observados, com maior ocorréncia, Aureobasidium, Leptospora,
Uwebraunia, Devriesia e Cercospora, seguidos de Septoriella, Pseudoteratosphaeria,
Selenophoma, Passalora, Zygophiala, Cladosporium, Phloeospora, Zasmidium,
Ramichloridium e Toxicocladosporium em baixa concentracdo. Na classe dos Eurotiomicetes,
a ordem Eurotialesteve alta incidéncia de Penicillium, seguido de Aspergillus, com baixa
ocorréncia de Talaromyces e Neophaeomoniella. A ordem Chaetothyriales teve como
representante unicamente Rhinocladiella. A classe Leotiomicetes apresentou trés ordens,
sendo Helotiales com a presenca de Lambertella e Botrytis, a ordem Incertae sedis
Ascomicota teve Hansfordia como Unico representante e a ordem Teloschistales com
Dimelaena.

Outro representante da divisdo Ascomycota foram as leveduras, pertencentes a classe
Saccharomycetes, apresentando maior ocorréncia de Wickerhamomyces e Candida. Os demais
grupos ndo foram expressivos, como Starmerella, Meyerozyma e Hanseniaspora. Este grupo
é caracterizado por serem leveduras vegetativas que se reproduzem por brotamento ou fissao

binaria.
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Tabela 5 — Diversidade de fungos Ascomicetos identificados da uva Syrah da Vinicola 2.

(Continua)
CLASSE ORDEM FAMILIA GENERO %
. Glomerellaceae Colletotrichum 100
Incert sedis
sordariomycetes _ Gibellulopsis 0.3
o Diaporthaceae PEopSTE 40
w . Di th 22
— Diaporthales 1aporthe
E Chaetomiaceae Chaetomium 0,2
O
= . .
@) Nectriaceae Giberella 90
(4
< .
&) . Acremonium 59
o Incertae sedis
8 Hypocreales Hypocreales Sarocladium 33
Gliomastix 0,07
Cordycipitaceae Engyodontium 33
- Purpureocillium 0,2
Incertae sedis Periconia 16
Pleosporales
Lophiostoma 75
Lophiostomataceae
,f Pleosporales P Acrocalyma 25
O
@)
E Setophaeosphaeria 14
8 Phaeosphaeriaceae Ophiosphaerella 7
(9]
<
Alternaria 100
@ PlessoEss Pithomyces 0,05
w
|_ -
8 - Pseudopithomyces
>
g Davidiellaceae Cladosporium 0,2
w
a .
I Uwebraunia 52
'5 Cercospora 28
a
Xenomycosphaerella 0,08
Mycosphaerellaceae e
Phloeospora 0,2
Zasmidium 0,2
Capnodiales Ramichloridium 0,08
Passalora 0,5
Devriesia 38
Teratosphaeriaceae Pseudoteratosphaeria 8
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Tabela 5 — Diversidade de fungos Ascomicetos identificados da uva Syrah da Vinicola.

(Conclusao)

CLASSE ORDEM FAMILIA GENERO %
0 - Zygophiala 0,3
E - Toxicocladosporium 0,02
2 Capnodiales o
S . Aurebasidium 99
5 Dothioraceae
g Selenophoma 1
E Incertae sedis Incertae sedis Leptospora 87
2 Dothideomycetes Septoriella 11
Saccharomycodaceae Hanseniaspora 1
[%2]
L
= . i
5 sacch ul Incertae sedis Wickerhamomyces 35
;3 accharomycetales Saccharomycetales Candida 35
z
< Starmerella 8
I
O -
|<£ 3 Meyerozyma 2
@) <
O wn
- Penicillium 68
8 o Eurotiales Trichocomaceae Aspergillus 29
v
< E Talaromyces 0,3
>_
= .
o - - Neophaeomoniella 0,1
|_
O
14
>
w Chaetothyriales - Rhinocladiella 20
. Lambertella 38
n Rutstroemiaceae
= Helotiales Botrytis 25
]
@)
>- -
= . Hansfordia 98
®) Incertae sedis -
g Ascomycota
5 Teloschistales Physciaceae Dimelaena 0,003

Obs: O valor que falta para chegar a 100%, referente a cada familia, representa o nimero de isolados

ndo identificados.

Fonte: Informagdes fornecidas pelo laboratoério “Ponto Labor”, Betim (2016).

A Vinicola 1 e a Vinicola 2 apresentaram diversidades de fungos Ascomicetos bem

discrepantes. Na Vinicola 1 pbde-se observar a presenca dos géneros que ndo foram

observados na Vinicola 2, como Eucasphaeria, Cytospora, Fusarium, Phoma, Zygophiala,

Microdiplodia, Metschnikowia e Pichia. Ja a Vinicola 2 apresentou maior diversidade e

muitos dos géneros encontrados ndo foram relatados na Vinicola 1, como Gliomastix,
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Gliomastix, Engyodontium, Lophiostoma, Ophiosphaerella, Pithomyces, Pseudopithomyces,
Phloeospora, Zasmidium, Ramichloridium, Passalora, Toxicocladosporium, Septoriella,
Penicillium, Aspergillus, Talaromyces, Neophaeomoniella, Rhinocladiella, Lambertella,
Botrytis, Hansfordia, Dimelaena e Tilletiopsis.

Apesar da diversidade de fungos filamentosos existente nas duas vinicolas, apenas
alguns géneros ocorreram com alta frequéncia, como é o caso de Colletotrichum (97%),
Giberella (90%), Acremonium (96%), Acrocalymma (100%), Alternaria (100%), Uwebraunia
(70%), Devriesia (91%), Aureobasidium (100%), Leptospora (40%), Microdiplodia (24%),
Periconia (27%) e Diaporthe (29%), na Vinicola 1 e, na Vinicola 2, Colletotrichum (100%),
Phomopsis (40%), Gibberella (90%), Acremonium (59%), Lophiostoma (75%), Alternaria
(100%), Cercospora (28%), Devriesia (38%), Aurebasidium (99%), Leptospora (87%),
Penicillium (68%), Aspergillus (29%), Lambertella (38%), Botrytis (25) e Hansfordia (98%).
A porcentagem esté se referindo a incidéncia desse género dentro da familia a que pertence.

Nas Tabelas 6 e 7 (Vinicola 1) e 8 e 9 (Vinicola 2) pode-se observar a diversidade de
fungos filamentosos e leveduras pertencentes ao grupo Ascomicota e Basidiomicota. Todos 0s
identificados foram retratados em nivel de Classe, Ordem, Familia e Género, ndo sendo
possivel observar em nivel de espécie. Assim, na Figura 10 esta retratada a diversidade de
fungos em nivel de espécie, tendo sido feita uma arvore filogenética distribuida em sete
etapas, que sdo Reino, Filo, Classe, Ordem, Familia, Género e Espécie. Nessa arvore foram
selecionadas as 20 principais espécies identificadas da amostra de uva Syrah da vinicola 1 e
da vinicola 2, retratando o nivel de incidéncia em cada vinicola.

De acordo com a Figura 10, as 20 principais espécies de fungos filamentosos e
leveduras comuns entre a Vinicola 1 e a Vinicola 2, pertencentes ao filo Ascomicota, foram
assim discriminadas: na ordem dos Capnodiales estdo Cercospora malayensis (0,49% e
9,81%) e Uwebraunia dekkeri (5,50% e 18,40% ); Dothideales, Aureobasidium pullulans
(2,38% e 1,88%); Incertae sedis Dothideomycetes, Leptospora rubella (0,13% e 1,25%);
Pleosporales, Pseudopithomyces chartarum (1,48% e 0,19%), Periconia byssoides (0,66% e
1,35%), Acrocalymma medicaginis (1,50% e 0,01%) e Alternaria alternata (32,62% e
42,77%). Ja os Eucariotales foram Aspergillus niger (0,29% e 1,79%) e Penicillium
brevicompactum (0,48% e 3,87%); Incertae sedis Ascomycota, Hansfordia pulvinata (0,15%
1,22%), Hypocreales sdo Acremonium alternatum (0,51% e 2,12%), Acremonium pilosum
(32,88% e 3,96%), Sarocladium strictum (0,97% e 3,19%) e Gibberella intricans (4,42% e
0,25%); Incertae sedis Sordariomycetes, Colletotrichum gloeosporioides (0,86% e 7,69%) e

Colletotrichum guajavae (5,0% e 5,0%). Dentre as leveduras pertencentes a classe
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Saccharomycetales, tém-se Meyerozyma caribbica (1,64% e 0,02%), Candida railenensis
(2,72% e 0,04%) e Wickerhamomyces lynferdii (5,31% e 0,06%).

Figura 4 — Arvore filogenética das 20 principais espécies encontradas na uva variedade Syrah
da Vinicola 1 e da Vinicola 2.
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Dessa maneira, sequéncias génicas da regido ITS rRNA foram utilizadas para o
sequenciamento por meio do software Uparse. Sequéncias que apresentaram similaridade
maior ou igual a 97% foram atribuidas as mesmas OTUs. Em seguida, foi gerada uma curva
de rarefacdo que retrata 0 nimero de espécies encontrada em relacdo ao numero de
organismos coletados. Portanto, quanto mais cbncava descendente for a curva, mais a
comunidade foi bem representada (Gréafico 7).
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A técnica de rarefagdo surge como uma solucéo para avaliar os indices de diversidade
que irdo depender do tamanho da amostra, pois essas comunidades serdo comparadas por
meio das curvas, em quea curva que estiver acima sera aquela que tem a maior diversidade.
As curvas de rarefacdo tendem a aumentar muito rapidamente logo no inicio, mostrando uma
inclinacdo que expressa que as espécies mais comuns estdo sendo encontradas. No entanto,
grande parte da diversidade ainda precisa ser descoberta. Quanto menos espécies raras
aparecem, menos plana a curva vai ficando, mas, normalmente, as mais raras vao aparecendo.
Isto mostra que, mesmo que mais coletas sejam realizadas, provavelmente poucas espécies
serdo adicionadas (HUGHES et al., 2001; YOUSSELF; ELSHAHED, 2009).

O Gréfico 7 retrata que o lado esquerdo ingreme indica que uma grande fracdo da
diversidade de espécies ainda ndo foi descoberta; j& 0 concavo mostra 0 nimero de espécies
raras observadas, sendo que a Vinicola 1(Grapel) apresenta maior nimero de OTUs em

relacdo a Vinicola 2 (Grape2), ou seja, maior diversidade.

Gréafico7 — Curva de rarefacdo com quantidade de espécies representadas da Vinicola 1
(Grapel) e Vinicola 2 (Grape 2).
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6 DISCUSSAO

A Vinicola 1 e a Vinicola 2 apresentaram diversidades de fungos Ascomicetos bem
discrepantes, sendo a Vinicola 2 mais rica, com um grande nimero de géneros que ndo foram
encontrados na Vinicola 1. Tal diversidade pode ser, talvez, explicada pela composicdo
diversa de plantacbes que ocorrem em cada vinicola, podendo contribuir selecionando-se
esses fungos, no caso da Vinicola 1, que apresentou uma diversidade mais discreta ou, até
mesmo, ampliando a presenca de diferentes géneros, como na Vinicola 2, que teve ocorréncia
do espectro mais expressiva.

Em estudo realizado com mosto de uva da Califérnia foi observada predominancia de
Cladosporium spp. (2%), Botryotinia fuckeliana (Botrytis cinerea) (15,2%),
Penicillium spp. (9,5%), Davidiella tassiana (9,2%) e Aureobasidium pullulans (7,3%), além
das leveduras Saccharomyces cerevisiae (4,0%), Hanseniaspora uvarum (5,0%) e Candida
zemplinina (1,3%) (BOKULICH et al., 2013). Os resultados mostraram uma similaridade com
0 presente estudo, a ndo ser pela presenca do género Davidiella. Essas diferencas de género
encontradas podem estar relacionadas as caracteristicas ambientais da regido e a variedade da
uva e sua composicgéo.

O género Colletotrichum foi o Unico representante da familia Glomerellaceae e, no
trabalho realizado por Brum (2008), sobre diversidade de fungos associados a variedade de
uva Niagara rosada, também este foi o género mais frequentemente encontrado. Algumas
espécies deste género, como Colletotrichum gloeosporioides, sdo consideradas fungos
fitopatogénicos em diversas culturas e também tém sido isoladas endofiticamente de plantas,
sendo responsavel pela podriddo da uva madura em vinhedos, o0 que poderia representar uma
ameaca aos vinhedos do presente estudo. No entanto, apesar da sua alta incidéncia, a
temperatura entre 25 °C e 30 °C e a alta umidade s&o as condicGes ideais para a ocorréncia e 0
desenvolvimento da doenca, o que diverge da temperatura da regido de estudo que, na época
da colheita, apresenta temperatura média de 19 °C e baixa pluviosidade.

Outras espécies estdo associadas a doengas em videiras, como é o caso do Botrytis
cinerea, responsavel por uma doenca chamada podriddo cinzenta da uva, também conhecida
como mofo-cinzento ou podridao de botrytis. Apesar de essa espécie ndo ter sido encontrada,
seu género foi observado na Vinicola 2, com boa representatividade, mostrando a importancia
do monitoramento deste fungo nas areas de cultivo, pois sua presenca acarreta danos tanto a
produtividade como & qualidade da uva (SONEGO; GARRIDO; GRIGOLETTI, 2005).
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O Botrytis cinerea afeta diretamente a qualidade do vinho pela degradacdo de
compostos qualitativos e pela presenca de substancias indesejaveis para a vinificacao, além da
conservacao e da qualidade gustativa do vinho. As uvas com Botrytis contém fenoloxidases e
lacases, enzimas responsaveis pela oxidacdo enzimatica dos compostos fenolicos, produzindo
a casse oxidasica, prejudicando a cor, o aroma e 0 sabor do vinho. Sua presenca pode ser
relatada em diferentes espécies de frutas, no entanto, o processo infeccioso ocorre entre 16 e
21 °C. Esta temperatura € atingida apos as 18 horas, na regido sul do Brasil, entretanto, seu
desenvolvimento sO serd possivel com umidade relativa maior que 90% e temperaturas em
torno de 25 °C (SONEGO:; GARRIDO; GRIGOLETTI, 2005).

Os Aspergillus mais frequentemente detectados nas uvas pertencem a Seccao Nigri,
tendo o A. niger o quarto taxon de fungos filamentosos mais frequentemente isolado, seguido
de A. carbonarius. Cerca de 5% das estirpes de A. niger tém capacidade de produzir OTA,
enquanto quase 100% das estirpes de A. carbonarius sdo consideradas potencialmente
produtoras. No entanto, esse isolado ndo foi observado nas amostras analisadas neste estudo.
Ambas as espécies sdo saprofitas e causam podriddo nas uvas, mas s6 conseguem penetrar
caso haja microfissuras na uva, que podem ser causadas por insetos, transporte e passaros,
entre outros. Estes fungos, devido aos seus esporos negros, resistem a exposicdo solar e
chegam a ser dominantes no momento da vindima, quando existe maior disponibilidade de
acucares e outros nutrientes nas uvas. O conhecimento das espécies produtoras de ocratoxina
A presentes nas bagas € importante para avaliar o risco de contaminacdo do vinho, mas a
presenca de fungos potencialmente produtores de micotoxinas ndo significa a presenca de
micotoxinas nas uvas e, consequentemente, nos vinhos (SERRA; ABRUNHOSA,
VENANCIO, 2002) ja que sua producdo esta relacionada com diferentes fatores, como
temperatura, umidade e pH.

Diante da estimativa de 1,5 milhdo de espécies de fungos existentes
(HAWKSWORTH, 2001), a maioria deles é desconhecida. Esses microrganismos vivem nos
mais diferentes habitats da terra e essa habilidade é devido a sua diversidade metabdlica, isto
é, podem usar uma grande variedade de fontes de energia e conseguir crescer sob diferentes
condicOes fisicas. A diversidade de populagbes microbianas indica que elas tiram proveito de
qualquer nicho encontrado em seu ambiente e, assim sendo, 0s microrganismos detém a maior
proporcao da diversidade genética global estimada (TORTORA; FUNKE; CASE, 2003).

Em decorréncia dessa diversidade, muitos microrganismos vivem de maneira

harmoniosa, ou seja, sem causar prejuizos ao ambiente ou a planta; quaisquer mudancas, tanto
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abidticas como bioticas, no meio podem favorecer o desenvolvimento de um grupo
determinado, 0 que pode causar prejuizos a planta ou ao fruto.

As leveduras séo outro grupo de fungos que tém um grande papel no processo de
fermentacao da uva vinifera, sendo responsavel pelas caracteristicas que o vinho vai adquirir.
As leveduras ndo Saccharomyces que integram os géneros Kloeckera, Cryptococcus,
Torulaspora, Hanseniaspora, Candida, Pichia, Hansenula, Zygosaccharomyces,
Metschinikowia, Debaromyces, Issatchenkia e Rhodotorula estdo presentes na fase inicial da
fermentacao espontanea do mosto de uva, por serem predominantes nas superficies das uvas
(JOLLY; AUGUSTYN; PRETORIUS, 2006).

Os grupos de leveduras basidiomicetosas oxidativas, tais
como Cryptococcus spp., Rhodotorula spp., Sporobolomyces spp. e Filobasidium spp., assim
como a levedura negra ascomicetosa dimorfica Aureobasidium pullulans (BARATA et al.,
2008; BARATA; MALFEITO-FERREIA; LOUREIRO, 2012; RENOUF; CLAISSE;
LONVAUD-FUNEL, 2005), estdo presentes em bagas intactas, desde o término da
germinacdo até a maturacao total da uva. Essas leveduras pertencem ao ambiente de vinhedos,
sendo tipicamente associadas com a filosfera das uvas e do solo (BARATA; MALFEITO-
FERREIA; LOUREIRO, 2012). Esses grupos também foram relatados em vinhedos na regiéo
de Polkadraai, em Stellenbosch, na Africa do Sul, em amostras de uva Cabernet Sauvignon
(SETATI et al., 2012). No entanto, a presenca da levedura negra ndo foi observada neste
estudo, diferente dos demais géneros que foram observados.

Em estudo realizado por Nisiotou e Nichas (2007) as leveduras ascomicetadas
oxidativas, como Candida spp., Pichiaspp. e Metschnikowiaspp. e as leveduras
fermentativas ascomicetadas Hanseniaspora/Kloeckera spp. foram encontradas em baixas
concentragdes em uvas nao danificadas, o que corrobora o resultado encontrado neste
trabalho, assim como a baixa concentracdo de Saccharomyces cerevisiae, retratada por Fleet
(2003), sabendo-se que esta levedura é a mais relevante do vinho, pelo seu alto poder de
producéo de alcool.

Os géneros Kloeckera e Saccharomyces, apesar de apresentarem baixa incidéncia nas
duas vinicolas, sdo importantes por produzirem metabdlitos interessantes na fabricacdo do
vinho. Em estudo realizado por Mamede e Pastore (2004), Kloechera apiculata produziu altas
concentracdes de acetato de etila e acetato de isoamila. Ja Saccharomyces cerevisiae teve
baixa producdo desses compostos, mas alta producdo de etanol, um ponto positivo para a
producdo de vinho. O acetato de etila é o éster predominante no vinho, sendo produzido em

pequenas quantidades pelas leveduras durante a fermentacio (RIBEREAU-GAYON et al.,
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2006). Estudos desenvolvidos por Jolly, Augustyn e Pretorius (2006) determinaram que
Pichia anomala, Kloeckera apiculata e Candida pulcherrim sdo conhecidas pela alta
producao de ésteres.

Em uvas maduras que apresentam injaria, nas quais existe maior disponibilidade de
nutrientes e elevada concentracdo de agUcar, predominam as leveduras com fraca capacidade
fermentativa, como Hanseniaspora, Metschinikowia e Candida, como também as de alta
capacidade fermentativa, como a Pichia spp. (BARATA; MALFEITO-FERREIRA;
LOUREIRO, 2012), tendo esta ultima sido encontrada apenas na vinicola 1. As demais foram
comuns nas duas vinicolas.

Estudos tém demonstrado que Rhodotorula glutinis (CASTORIA et al., 1997) e
Sporobolomyces roseus apresentam potencial como agente de biocontrole de Penicillium
expansum e Botrytis cinérea, assim como a Tilletiopsis albescens, que tem se mostrado capaz
de inibir o crescimento de Penicillium italicum (ALVES, 2007). Apesar de ndo ter sido
identificado em nivel de espécie, esses géneros foram encontrados nas duas vinicolas, com
excecdo da Tilletiopsis, que foi encontrada apenas na Vinicola 2. Nao se pode deixar de
ressaltar a importancia desses géneros, com possivel producdo de metabdlito com atividade
antifungica (FILONOW, 1998; FILONOW et al., 1996; JANISIEWICZ; PETERSON; BORS,
1994).

De acordo com trabalhos publicados, as espécies de leveduras encontradas, como
Meyerozyma caribbica, Candida railenensis e Wickerhamomyces lynferdii, ndo foram
relatadas em trabalhos com mosto de uva. No entanto, seus géneros estavam presentes neste
trabalho, mas tendo como representantes outras espécies. 1sso mostra uma variedade de
espécies que ainda ndo foram identificadas e, por isso, ndo se tem o conhecimento do seu
papel nos processos fermentativos.

Os demais géneros citados e suas respectivas espécies ndo foram encontrados em
nenhum dos estudos ja realizados em uvas, mas vale ressaltar que algumas dessas espécies
podem ser encontradas em solo e talvez por isso tenha sido detectada a sua presenca nas uvas
(LEVEAU; TECH, 2011).

Estudos de diversidade microbiana em uvas viniferas tém colaborado com a
descoberta de especies com propriedades enoldgicas positivas, possibilitando o conhecimento
de um numero crescente de leveduras e bactérias reconhecidas como participantes ativos em
processos fermentativos e nas qualidades sensoriais do vinho (CIANI et al., 2010).

Caruso et al. (2002) e Urso et al. (2008) constataram que os métodos moleculares,

qguando associados aos tradicionais, ampliaram a possibilidade de estudar a dinamica de
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populacbes de leveduras indigenas durante a fermentacdo espontanea do vinho, permitindo
compreender de forma precisa as relacbes e as interagdes entre diferentes espécies de
leveduras envolvidas no processo fermentativo.

Diversos estudos realizados em diferentes paises atribuiram uma contribuicdo
importante de espécies ndo Saccharomyces a dindmica de crescimento de leveduras durante
fermentagdes de vinho (COMBINA et al., 2005; JOLLY; AUGUSTYN,; PRETORIUS,
2003; ZOTT et al., 2011). Assim, as espécies de leveduras ndo Saccharomyces fornecem um
fator de diversidade que requer estudos especificos para evitar consequéncias negativas e para
explorar suas contribuigdes benéficas (JOLLY; AUGUSTYN; PRETORIUS, 2003).

A populagdo de leveduras correlacionadas com fermentagdes espontaneas consiste em
estirpes genotipicamente diferentes, geralmente com diferentes propriedades fenotipicas e,
portanto, potencialmente capazes de influenciar, proporcionalmente a sua abundancia relativa,
as propriedades aromaticas do produto final do vinho (ROMANO et al., 2003). Geralmente,
apenas alguns S. cerevisiae sdo capazes de dominar as fases finais do processo
(VINCENZINI; ROMANO; FARRIS, 2005).

Durante os ultimos anos, a melhoria e aplicacdo de abordagens moleculares para a
analise de populacgdes de leveduras mostrou que, juntamente com a variabilidade das espécies,
a fermentacdo espontanea é caracterizada por uma significativa biodiversidade intraespecifica
(COCOLIN; BISSON; MILLS, 2000). Com isso, a biodiversidade natural de bagas de uva,
suco de uva e ambiente vinicola possuem um terroir especifico, onde apresentam uma
composicdo Unica e representam um grande recurso para o processo de vinificacdo. Com
efeito, 0 microrganismo autéctone esta mais adaptado ao "ambiente quimico” do mosto
proveniente de uma determinada zona viticola e pode dar caracteristicas regionais distintas
aos vinhos. Portanto, a formulacéo de
um iniciador multistirpe ndo Saccharomyces/Saccharomyces pode ser uma alternativa

confidvel para fermentacGes ndao controladas espontaneas (CAPOZZI et al., 2015).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501315300185#bib0580
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501315300185#bib0700
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7 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos em relacdo aos fungos filamentosos pode-se
observar gque a Vinicola 2 obteve maior diversidade desses microrganismos. Para as leveduras
foi obtida grande similaridade das espécies encontradas nas duas vinicolas.

Foi retratada dominancia de acordo com os niveis de Classe, Ordem, Familia, Género
e Espécie e foi observado que houve maior incidéncia de Ascomycetos, quando comparada
com a ocorréncia de Basidiomycetos.

As técnicas de metagendmica e as ferramentas de bioinformatica propiciaram a
elaboragéo de perfis taxonémicos, com os diversos fungos filamentosos e leveduras que
compdem os vinhedos das duas vinicolas localizadas no sul de Minas Gerais, possibilitando
uma melhor compreensdo de quais microrganismos estdo presentes naquele ambiente e como
eles podem interferir no produto final. Também se pode observar que existe uma grande
quantidade de microrganismos que ndo foram classificados taxonomicamente, mostrando que
apenas uma pequena porcentagem desses microrganismos é conhecida em nivel de espécie.
Por fim, ressalta-se a importancia da continuidade de estudos nessa area para que cada vez
mais microrganismos possam ser identificados, favorecendo o conhecimento da identidade de

cada ambiente e o entendimento das caracteristicas dos vinhos dessas regides.
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ANEXOS

CAPITULO 2

Tabela 1 - Fungos isolados de uva vinicola 1 (safra 2016).
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Género/ espécie

N° de isolados

Alternaria sp.

Aspergillus aculeatus
Aspergillus flavus
Aspergillus niger
Aspergillus niger Agregado
Aspergillus sp.

Aspergillus tubingensis
Cladosporium cladosporioides complexo
Fusarium sp.

Morfotipo

Paecylomices sp.

Peicillium sp. 3

Penicillium brevicompactum
Penicillium crustosum
Penicillium decumbens
Penicillium multicolor
Penicillium roqueforti
Penicillium roqueforti Agregado
Penicillium sp. 1
Penicillium sp. 2
Penicillium sp. 4

N = ()] =
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Tabela 2 — Fungos isolados do solo Vinicola 1 (safra 2016).

Género/ espécie

N° de isolados

Absidia corymbifera
Alternaria sp.

Aspergillus aculeatus
Aspergillus niger

Aspergillus terreus
Aspergillus tubingensis
Cladosporium cladosporioides complexo
Eupenicillium sp.

Fusarium semitectum
Fusarium sp.

Morfotipol

Morfotipo 2

Penicillium decumbens
Penicillium janthinellum
Penicillium sp.

Penicillium sp. secéo citrinina
Phacelomyces sp.

Rhizopus oryzae
Thricoderma sp.
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Tabela 3 — Fungos isolados de uva vinicola 2 (safra 2015).
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Género/ espécie

N° de isolados

Aspergillus ochraceus

Cladosporium cladosporioides complexo

Morfotipo
Penicillium sp.

1
54
31

2

Tabela 4 - Fungos isolados do solo vinicola 2 (safra 2015).

Geénero/ espeécie

N° de isolados

Alternaria sp.
Aspergillus japonicus
Aspergillus parasiticus
Aspergillus terreus
Aspergillus ustus
Bisoclames sp.

Cladosporium cladosporioides complexo

Epicoccus nigrum

Fase sexuada

Fusarium lateritium
Fusarium oxysporum
Fusarium semitectum
Fusarium solani
Fusarium sp.
Morfotipol

Morfotipo 2

Mucor circinelloides
Mucor racemosus
Myrothecium sp.
Penicillium brevicompactum
Penicillium citreanigrum
Penicillium citrinum
Penicillium crustosum
Penicillium decumbens
Penicillium paxilli
Penicillium pinophilum
Penicillium sp.
Penicillium verruculosum
Penicillium waksmanii
Scapuloriopsis sp.
Thricoderma sp.

1
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Tabela 5 - Fungos isolados de uva vinicola 2 (safra 2016).
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Geénero/ espécie N° de isolados
Aspergillus aculeatus 7
Aspergillus niger 18
Aspergillus ochraceus 2
Aspergillus parasiticus 3
Cladosporium cladosporioides complexo 63
Morfotipol 3
Morfotipo 2 1
Penicillium brevicompactum 2
Penicillium citreonigrum 1
Penicillium citrinum 2

Penicillium decumbens 36

Penicillium glabrum 3
Penicillium rugulosum 1
Penicillium sp. 6
Rhizopus sp. 4
Thricoderma sp. 1

Tabela 6 - Fungos isolados do solo vinicola 2 (safra 2016).

Género/ espécie N° de isolados
Absidia corymbifera 1
Aspergillus aculeatus 12
Aspergillus parasiticus 2
Aspergillus terreus 3
Cladosporium cladosporioides complexo 29
Fase sexuada 1 3
Fase sexuada 2 2
Morfotipo 32
Penicilium roqueforti 5
Penicillium citrinum 3
Penicillium implicatum 8
Penicillium paxilli 15
Rhizopus sp. 19
Thricoderma sp. 2

Tabela 7 - Fungos isolados de uva vinicola 3 (safra 2015).

Género/ espécie N° de isolados
Alternaria sp. 8
Cladosporium cladosporioides complexo 66
Epicoccus nigrum
Morfotipo 7
Penicillium brevicompactum 59

Penicillium decumbens 1




Tabela 8 - Fungos isolados de solo vinicola 3 (safra 2015).
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Género/ espécie

N° de isolados

Absidia corymbifera
Aspergillus niger
Aspergillus aculeatus
Aspergillus foetidus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus japonicus
Aspergillus melleus
Aspergillus niger Agregado
Aspergillus niveus
Aspergillus ochraceus
Aspergillus sp. 1
Aspergillus sp. 2
Aspergillus sydowii
Aspergillus tubingensis

Cladosporium cladosporioides complexo

Eupenicillium lapidosum
Eupenicillium sp.

Fase sexuada 2

Fusarium oxysporum
Fusarium proliferatum
Fusarium solani
Fusarium sp.
Geotrichum candidum
Morfotipo 1

Morfotipo 2

Morfotipo 3

Morfotipo 4

Morfotipo 5

Morfotipo 6

Morfotipo 7

Morfotipo 8

Mucor racemosus
Paecilomyces lilacinus
Penicillium aurantiogriseum
Penicillium brevicompactum
Penicillium citrinum
Penicillium corylophilum
Penicillium griseofulvum
Penicillium miczynskii
Penicillium oxalicum
Penicillium paxilli
Penicillium restrictum
Penicillium roqueforti
Penicillium sp.
Penicillium sp. se¢&o citrina 2
Penicillium sp.1
Penicillium sp.4
Penicillium sp.5
Penicillium variabile
Talaromyces spp.1
Talaromyces spp.2
Thricoderma sp.

10
6
16
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CAPITULO 3

Figura 1 - Arvore filogenética das 20 principais espécies identificadas na uva 1.
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Figura 2 - Arvore filogenética das 20 principais espécies identificadas na uva 2.
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