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RESUMO GERAL

O cultivo de uvas viniferas no sul do Estado de Minas Gerais é uma cultura ainda em
expansdo a qual demanda diversas pesquisas para auxiliar no seu desenvolvimento. E
uma atividade que vem se consolidando devido a qualidade dos seus produtos em
principal dos vinhos, com destaque a casta Syrah, a qual apresentou melhor adaptacao
as condicOes edafoclimaticas da regido. Assim, o conhecimento da microbiota terroir é
de fundamental importancia devido aos ja conhecidos efeitos benéficos dos
microrganismos em relagéo tanto a producdo dos vinhos como no cultivo das plantas.
Em especial as bactérias apresentam importante atuacdo nesse contexto, como na
fermentacdo malolatica, producéo de fito-hormdnios, producdo de compostos volateis e
degradacdo de micotoxinas. Assim, o presente trabalho teve como objetivo caracterizar
o terroir bacteriano das uvas viniferas, através de isolamento e identificacdo de
bactérias cultiviveis e analises de metagendmica, utilizando sequenciamento de nova
geracdo para identificacdo. Os dados gerados foram analisados por analise de
componentes principais e demonstraram que as bactérias identificadas na metagenémica
apresentam uma distribui¢&o uniforme nos dois vinhedos estudados. Sendo os principais
filos identificados os Fusobacteria, Actinobacteria, Bactereoidetes, Firmicutes,
Fusobacterias e Proteobacterias, em relacdo as espécies que apresentaram maior
predominancia no vinhedo 1 foram Fusobacterium sp. e Streptococcus sp. e para 0
vinhedo 2 Lactobacillus salivarius e Rothia aeria. Assim, com o presente trabalho,
pode-se identificar as bactérias presentes nos vinhedos, os quais sdo responsaveis pelo
terroir bacteriano, e interferem na qualidade dos vinhos e consequentemente nos

processos de denominacado de origem.

Palavras-chave: metagenomica; bactéria; Vitis vinifera.



GENERAL ABSTRACT

The cultivation of grapes in southern of Minas Gerais state is a culture still in expansion
which demand several researches for help in it’s development. Is an activity that’s
consolidation due the quality of it’s products in principally the wine, with highlighting
the Syrah cultivate, that’s showed the best adaptation of edafoclimatic conditions. Thus,
the knowledge of microbial terroir is of fundamental importance due the already known
beneficial effects of microorganisms in relation both the wine production as in plants
cultive. In special the bacteria show important actuation in these context, as in malolatic
fermentation, phytohormones production, volatile compunds production and micotoxins
degradation. Thus, the present work had as objective characterize the bacterial terroir of
grape wines, through the isolament and identification of cultivated microorganisms and
metagenomic analyze, utilizing the new generation sequence for identification. The date
were analyzed by principal component, showing that bacteria identified in metagenomic
showed a uniformed distribution in two vineyard. Being the main phylum identified as
Fusobacteria, Actinobacteria, Bactereoidetes, Firmicutes, Fusobacterias and
Proteobacterias, in relation the species that showed the major predominance in vineyard
1 was Fusobacterium sp. and Streptococcus sp. and for vineyard 2 Lactobacillus
salivarius and Rothia aeria. Thus, with the present work, one can identify as in a
presentation of the vineyards, those that are responsible for having bacterial, and
interfere in the quality of the wines and, consequently, in the processes of denomination

of origin.

Keywords: Metagenomic, bacteria, Vitis vinifera
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CAPITULO 1: INTRODUCAO GERAL

1 INTRODUCAO

A acdo dos microrganismos é de grande importancia na escala produtiva da videira,
desde o cultivo de uvas, até o vinho, como produto final. Para o desenvolvimento de frutas em
condi¢Bes ideais, 0s microrganismos contribuem de diversas formas, no controle de
microrganismos patdgenos, na rizosfera atuam na ciclagem de nutrientes que sdo importantes
para o desenvolvimento da planta, atuam na promogéo de crescimento, no controle de pragas
e alguns nematdides, entre outros. (PHILIPPOT et al., 2013; ZARRAONAINDIA et al., 2015;
MOREIRA et al., 2006).

Na etapa da fermentacdo das uvas, as leveduras realizam a fermentacdo alcoolica e
influenciam no aroma e sabor do vinho. As bactérias, em especial as bactérias do acido latico,
participam da fermentacdo malolatica, etapa importante para a qualidade do produto final,
pois ocorre a conversdo do acido malico em &cido latico, que resulta em diminuicdo da acidez
e contribuindo para melhoria do sabor e aroma do vinho. (LERM et al., 2010, REVEL et al.,
1999).

Alguns autores apresentaram resultados positivos, quando observaram a relacao
genética dos microrganismos e sua localizacdo geografica, na qualidade do vinho. Os
autores conseguiram identificar caracteristicas de algumas leveduras, que se incorporaram
ao vinho, proporcionando atributos sensoriais exclusivos. Resultados como esses,
evidenciam a importancia de conhecer microrganismos especificos de determinadas
regides, e compreender como podem influenciar nas caracteristicas especificas dos vinhos.
(KNIGHT et al., 2015).

Sendo assim, vinhos produzidos em uma determinada regido, podem demonstrar
aspectos Unicos, ja que microrganismos presentes naturalmente no ambiente apresentam
relevante importancia no terroir. Com isso, é evidente a possibilidade de propostas de
assinaturas geograficas desses microrganismos, tornando possivel a qualidade e uniformidade
na producdo (KNIGHT et al., 2015).

Segundo Handelsman (2004) a analise de metagenémica é uma ferramenta importante
que permite a compreensdo da ecologia microbiana em diversos ambientes, desde plantas,
solo, ar, como de locais extremos como, aguas termais, profundas e acidas, solo desertico,
congelados e também na microbiota humana. Além disso, permite compreender a relagdo

entre microrganismos, plantas e outros organismos. Desse modo, a partir do avanco dessa
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tecnologia, desperta a necessidade de melhorar a compreensdo desses sistemas, fornecendo
dados, além de pesquisas para resolver diversos problemas como a descoberta de novos
antibioticos e enzimas, sendo alvo para descoberta de novas aplicacbes biotecnoldgicas
(SCHLOSS e HANDELSMAN, 2003).

Alguns estudos, em areas de vinhedo, relacionados com a ecologia microbiana, tém
como objetivo selecionar alguns microrganismos que ao serem inoculados na regido de
plantio, melhorem a qualidade do solo e consequentemente a qualidade da producdo. Praticas
como essas, podem alterar o terroir microbiano e elaborar vinhos com atributos unicos e
especificos. Porém, é necessario realizar mais estudos que caracterizem melhor as relaces
entre as videiras e os microrganismos (GILBERT et al., 2014).

Portanto, sabendo-se da grande influéncia dos microrganismos na qualidade do vinho,
a metagendmica apresenta ser uma técnica essencial, pois auxilia no entendimento dessa
relagdo. Ela proporciona, analise da composicdo taxondmica e abundancia dos
microrganismos na videira, e suas classes funcionais, que sdo influenciadas por fatores

abiodticos como temperatura, umidade e ventilacdo (SALVETI et al., 2016).
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2 JUSTIFICATIVA

A atividade de cultivo de uvas Vitis vinifera e a fabricacdo de vinhos € definida como
vitivinicultura. A vitivinicultura no Brasil foi estabelecida principalmente na regido Sul,
devido suas caracteristicas climaticas. (ROSA; SIMOES, 2004). No Brasil, algumas regides
produtoras de vinho, possuem apenas um ciclo de producdo. E geralmente o0 momento da
maturacdo da uva e da colheita, coincide com 0s meses de maior volume de chuvas,
consequentemente esses fatores climaticos acarretam problemas na producdo de uvas
impedindo que a atinjam a completa maturagdo, comprometendo a qualidade dos vinhos
(REGINA et al., 2006). Porém, nas condic¢Ges climéticas do Sul de Minas Gerais, tornou-se
possivel a producdo da cultivar Syrah, apresentando a obtencéo de um ciclo de outono para a
videira com resultados de producdo satisfatéria (AMORIM et al., 2005).

Para a obtencdo de um vinho de qualidade, é necessaria a presenca de uvas com
condigdes ideais para a producédo, as quais, podem ser afetadas pelas condi¢des de clima e
solo (ROSA; SIMOES, 2004). Entretanto, a presenca de microrganismos é fundamental para a
qualidade da videira, uva e consequentemente do vinho. A influéncia dos microrganismos na
qualidade pode ocorrer de diferentes formas dentre elas esta a interacdo entre eles como, acao
contra patogenos, degradacdo de substancias produzidas por fungos como algumas
micotoxinas e controle natural de microrganismos deterioradores (CAPOZZI et al., 2015;
BARATA et al., 2012).

As caracteristicas fisiologicas dos microrganismos afetam diretamente a qualidade do
vinho, podendo ser encontrados nas uvas diversos microrganismos, incluindo fungos
filamentosos, leveduras e bactérias que apresentam caracteristicas fisiologicas completamente
diferentes, compondo assim, uma ecologia microbiana complexa (BARATA et al., 2012).
Mendonza et al. (2010), relata que ocorre efeitos antagonistas da levedura Saccharomyces sp.
sobre as cepas de Oenococcus oeni, 0s autores demonstram que os efeitos antagonistas
apresentados sdo provenientes de compostos produzidos pela fermentagdo alcoolica. Sendo
gue esses compostos inibem o crescimento das bactérias mas ndo afetam a capacidade de
transformacéo do acido malico em &cido latico através da fermentacdo malolaticas pelas cepas
de O. oeni.

Outro fator que pode interferir no crescimento da O. oeni ¢ a presenca do etanol, o qual
afeta o transporte de metabolitos, parede celular e sintese de membrana celular, demonstrando
que a membrana celular na bactéria apresenta uma funcdo importante para a protecdo celular

em casos de estresses causados pelo etanol. Sendo que um dos mecanismos utilizados pela
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bactéria me estresse causado pelo etanol € o recrutamento de proteinas de membranas, sendo
esse estudo comprovado por analises protedmicas (OLGUIN et al., 2014).

A microbiota terroir do vinho caracteriza-se como a biodiversidade microbiana
correlacionada com as caracteristicas edafloclimaticas especificas de uma determinada regido,
a qual apresenta influéncia direta na qualidade e nas caracteristicas sensoriais da bebida
(CAPOZZI et al., 2015; BOKULICH et al., 2013).

Na producdo do vinho, os microrganismos apresentam funcdo essencial devido aos
processos fermentativos, através da fermentacdo alcoodlica, realizado por leveduras e na
fermentacdo malolatica, onde h& a transformacdo do &cido malico em é&cido latico por
bactérias laticas (LERM et al., 2010), proporcionando as caracteristicas sensoriais do vinho,
diminuindo a sua acidez e melhorando o seu sabor e aroma (REVEL et al., 1999).

Os processos industriais utilizam-se normalmente culturas iniciadoras na fermentacéo,
as quais sdo caracterizadas por microrganismos isolados e selecionados, refletindo a
biodiversidade de uma érea especifica. Nesse sentido, culturas iniciadoras sdo isoladas e
purificadas a partir da microbiota natural (microrganismos autdctones) presente ao longo do
processo produtivo, apoiando assim, a ideia de que esses microrganismos autoctones podem
estar associados com o terroir caracteristico de cada regido (GILBERT et al., 2014).

Dentre 0s microrganismos as bactérias apresentam consolidada relevancia nas
propriedades sensoriais do vinho. Diversas sdo as influéncias da microbiota bacteriana na
escala produtiva que ocorre deste a videira, uva até o produto final. Na videira, pode
influenciar em parametros de desenvolvimento da planta, ciclagem dos nutrientes na rizosfera,
fixacdo de nitrogénio e controle de microrganismos patogénicos através de competicdo e
antagonismo. Assim, estudos que visam 0 conhecimento da microbiota do ambiente que se
encontra a videiras abrangendo a uva, flores, folhas, caule, solo e rizosfera sdo de grande
importancia. (ZARRAONAINDIA et al., 2015).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral
Caracterizar o terroir bacteriano em areas de vinhedo no Sul de Minas Gerais.

3.2 Objetivos Especificos

e Isolar e identificar bactérias presentes nas amostras de uva e solo das areas de vinhedo,
em diferentes meios de cultura.

¢ Analise do DNA das amostras por analise de metagenémica e sequenciamento de nova
geracao.

e Correlacionar a importancia da identificacdo dos microrganismos com o terroir

bacteriano dos vinhos
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4  FUNDAMENTAGCAO TEORICA

Algumas transformac6es na vitivinicultura no Brasil foram apresentadas nas ultimas
décadas, principalmente pela mudanca de habitos na preferéncia dos consumidores, abrindo
assim, espaco para maior consumo de vinhos Brasileiros (ROSA; SIMOES, 2004). Segundo
0S mesmos autores, a vitivinicultura no Brasil, que é a atividade de plantio de uvas viniferas e
a producdo de vinhos, foi estabelecida principalmente na regido Sul, devido suas
caracteristicas climaticas. Entretanto, com técnicas de producdo extemporanea, utilizando-se
de uma segunda poda anual, nas condic¢des climaticas do Sul de Minas Gerais, foi possivel a
producdo da cultivar Syrah, apresentando a obtencdo de um ciclo de outono para a videira
com indices de producéo satisfatoria (AMORIM et al., 2005).

A vitinivinicultura no Brasil esta correlacionada com a vinda dos imigrantes italianos, 0s
quais inicialmente cultivavam uvas americanas, elaborando o vinho de mesa. Entretanto, a
partir da década de 30, houve a iniciacdo da producdo de vinhos a partir de uvas viniferas
(MOLINARI; NETO, 2016).

4.1 Vitivinicultura em Minas Gerais

A regido Sudeste do Brasil apresenta um alto potencial para producéo de vinhos finos.
O Sul de Minas Gerais, apesar de ser considerada uma regido cafeeira, ha um grande cultivo
de uvas Vitis vinifera, que podem ser plantadas nas areas mais baixas das fazendas de café,
que geralmente ndo sdo utilizadas pelo fato dessa cultura ser sensivel as geadas (DIAS, 2011).

A producédo de vinhos finos em Minas Gerais concentra-se na regido sul do Estado.
Como na maioria das regifes produtora de vinhos finos do Pais, nesses municipios o periodo
da colheita também ocorre nos meses de janeiro e fevereiro, periodo de maior volume de
chuva. Entretanto, estudos realizados na regido cafeeira do sul de Minas Gerais, precisamente
no municipio de Trés CoracBes, demonstraram que a cultivar Syrah apresentou condigdes
favoraveis para producdo, quando o ciclo foi alternado para os meses de janeiro a julho,
possibilitando a colheita no periodo seco (FAVERO et al., 2008).

A cultivar Syrah, ou ainda Shiraz, € uma uva tinta que permite que o vinho envelheca
até por meio século. Muito bem adaptada aos climas tropicais, e com 6tima adaptacdo em
terras australianas para onde foi levada em 1832. Foi disseminada por outras partes do mundo
apds 1970. E uma casta de dificil cultivo nas condi¢Bes ambientais da regido Sul do pais,

devido a sua alta sensibilidade a podriddes do cacho, entretanto € muito vigorosa e produtiva,
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quando cultivada em condic6es favoraveis. Nas condi¢des semiéridas do Nordeste, na regido
do submédio S&o Francisco e no sul de Minas Gerais tem mostrado excelente adaptacéo
(ALBERT, et al, 2012).

Essa cultivar resulta na producéo de vinhos escuros, ricos, fortes, com um elevado grau
alcodlico e ligeiramente apimentados. Combina na perfeicdo com vérias outras castas e
envelhece de forma sublime, conferindo ao produto final o estatuto de um vinho tinto
verdadeiramente classico (REGINA, et al, 2006).

A vitivinicultura na regido sul de Minas Gerais apesar de relativamente recente, esta
em constantemente crescimento ja que as condic¢Bes edafoclimaticas sdo favoraveis. O manejo
diferenciado, intitulado dupla-poda, permite que o ciclo de producdo ocorra no primeiro
semestre e a colheita aconteca no inverno, periodo favoravel a maturacdo das uvas ja que
coincide com o menor indice de chuva no Sudeste brasileiro (REGINA et al., 2006).

A dupla-poda é um manejo idealizado pela EPAMIG (Empresa de Pesquisa
Agropecuéaria de Minas Gerais), que consiste na mudanga do ciclo da videira para o periodo
de outono e inverno, de forma a evitar as temperaturas elevadas e 0s excessos de chuvas do
verdo. Nesse manejo, sdo realizadas duas podas: poda de formacdo dos ramos produtivos e
poda de producdo. A poda de formacdo dos ramos é executada em agosto com poda curta
(duas gemas) e aplicacéo de produtos para uniformizar a brotacdo. (AMORIM, 2005).

O manejo da dupla poda permite a diferenciacdo do cultivo de uva para vinho do sul
de Minas Gerais e de outras regides vitivinicolas brasileiras. E seu cultivo de inverno permite
a expansdo da cultura para outros municipios do sul do estado, como € o caso da cidade de
Trés Pontas que, apesar de ser forte produtor de café, possui a vitivinicultura como uma
atividade alternativa. (GONCALVES, 2015).

Portanto, a vitivinicultura é considerada uma alternativa altamente rentivel nesta

regido e isso se da pelo manejo diferenciado denominado dupla-poda.

4.2 Terroir

O termo “Terroir” € uma palavra de origem francesa, ndo possui traducdo em nenhum
outro idioma. Esta relacionada diretamente ao solo e ao microclima particular de uma regido o
qual ira proporcionar um tipo de matéria prima, que ird expressar a qualidade, tipicidade e
identidade de um determinado produto (GILBERT et al, 2014).

A palavra Terroir na viticultura, que é o termo utilizado para producdo de vinhos,
envolve diversos fatores como clima, solo, cultivar, praticas humanas e o local onde todos

esses fatores interagem e se relacionam. Além disso, considera os atributos sensoriais do
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vinho com as condigdes ambientais onde as uvas sdo cultivadas. O ambiente natural de uma
determinada regido produtora de vinhos, onde todos os aspectos do ambiente como também
do ser humano estdo relacionados, contribuira para a especificidade do vinho. Com essas
caracteristicas, permite-se ao produtor agregar valor ao seu produto (BOKULICH et al, 2013).

A producdo de vinhos finos estd ligada a nocdo de terroir, cuja expressao considera
uma determinada regido geografica como uma caracteristica distintiva que diferencia o
produto das demais regides produtoras. Ou seja, um vinho produzido em uma determinada
regido ele apresenta caracteristicas Unicas ndo podendo ser reproduzido em outros lugares
mesmo utilizando as mesmas técnicas de vinificacdo (ANESI, et al., 2015).

Os principais fatores que afetam na identidade dos vinhos sdo em grande maioria as
castas, regido de origem, tracdes culturais. No entanto condicdes climaticas sdo determinantes
no periodo de crescimento da videira, assim como para o desenvolvimento do broto ate o
momento da colheita, sdo fatores que estdo intimamente ligados a qualidade do fruto assim
como do vinho (SANTOS et al., 2011).

As propriedades fisicas e quimicas que o solo apresenta, estdo diretamente
relacionadas com a nutricdo da videira e consequentemente com o fruto que influenciara no
produto final o vinho (PRADO et al., 2007) esses elementos minerais, acidos organicos,
compostos fendlicos e aromas sdo fatores intimamente ligados as caracteristicas das uvas de
cada regido, acarretando mudancas nas propriedades sensoriais e quimicas (GUERRA et al.,
2005).

4.3 Microbiota Terroir

Para a elaboracdo de um vinho de qualidade, é necessario a se obter uvas com
caracteristicas favoraveis, a qual é condicionada pelas condi¢cdes de clima e solo (ROSA;
SIMOES, 2004). Entretanto, a presenca de microrganismos é fundamental para a qualidade da
videira, da uva e consequentemente do vinho, devido sua importancia na acdo contra
patogenos, degradacdo de substancias produzidas por fungos e controle natural de
microrganismos deterioradores (CAPOZZI et al., 2015; BARATA et al., 2012).

A microbiota terroir do vinho caracteriza-se como a biodiversidade microbiana
correlacionada com as caracteristicas edafloclimaticas especificas de uma determinada regiéo,
a qual apresenta influéncia direta na qualidade e nas caracteristicas sensoriais do produto
(CAPOZZI et al., 2015; BOKULICH et al., 2013).

O conceito de terroir envolve caracteristicas distintas da microbiota de uma

localizagdo geografica aléem de diferentes propriedades sensoriais. Microrganismos
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desempenham papéis fundamentais na producdo de commodities agricolas de qualidade,
através de suas caracteristicas de disponibilidade de nutrientes agricolas através de interaces
rizosféricas, supressdo de doencas das culturas e promocdo do crescimento vegetal
(PHILIPPOT et al, 2013).

Uma vez que 0s microrganismos apresentam relevante importancia no terroir dos
produtos produzidos em uma determinada regido, proporcionando caracteristicas Unicas ao
produto, € indiscutivel a importancia de propostas de assinaturas geograficas desses
microrganismos, garantindo assim, a qualidade e uniformidade na producdo (KNIGHT et al.,
2015).

Principalmente os fungos influenciam significativamente as caracteristicas do vinho,
afetando o desenvolvimento da videira e da fruta, como também o sabor, aroma entre
outras caracteristicas do vinho, devido principalmente suas acdes durante 0S processos
fermentativos (SWIEGERS, 2009). Durante a fermentacdo alcodlica a levedura
Saccharomyces cerevisiae, ndo apenas converte aglcares em etanol, mas também produz
uma variedade de metabolitos secundarios, incluindo compostos volateis, que sao
importantes para o aroma do vinho (LAMBRECHTS, 2000). Entretanto, compostos
derivados das uvas também podem interferir nessas caracteristicas sensoriais.

Os microrganismos desempenham um papel crucial na producdo do vinho,
principalmente nos processos fermentativos. As leveduras contribuem através da fermentagdo
alcoolica e na fermentacdo malolatica, a contribuicdo por bactérias laticas ocorre onde ha a
transformacdo do acido malico em 4&cido latico (LERM et al., 2010), influenciando nas
caracteristicas sensoriais do vinho, reduzindo a sua acidez e favorecendo o seu sabor e aroma
(REVEL et al., 1999).

Estudos baseados em métodos independentes de cultura, investigaram as comunidades
microbianas associadas com uvas e 0 vinho (BOKULICH et al., 2013; TAYLOR et al., 2014).
Alguns autores enfatizam, que a comunidade microbiana indigena associada a variedades de
uvas de locais especificos, consistem em uma fonte de metabolitos distintos e reproduzem um
auténtico terroir na regido (HEARD 1999). A distribuicdo geografica dos microrganismos
associados ao vinho foi estuda em vinhedos de diferentes regides BOKULICH et al., 2013,
TAYLOR et al., 2014, SETATI et al., 2012). A partir desses estudos, pode-se afirmar que a
dindmica e biodiversidade dos vinhos é resultado de uma caracterizacdo espacial e temporal
dos microrganismos.

O conhecimento do microbioma e sua dindmica para compreender os fatores ecoldgicos

que explicam essa biodiversidade, sdo considerados um desafio para a enologia. Um estudo
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recente utilizou uma abordagem metagenémica para descrever as comunidades microbianas
naturais, tanto fungos como bactérias, associados a fermentacfes espontéanea de vinho. O
microbioma do vinho, de algumas vinicolas portuguesas, com denominacdo de origem, foi
totalmente caracterizado em diferentes estagios de fermentacdo: inicio e término das
fermentagdes alcoolicas. Durante o processo de fermentacdo do vinho ocorreu um maior
impacto nas populac6es de fungos quando comparados com as comunidades bacterianas, e a
evolucdo da fermentacdo demonstrou uma perda dos microrganismos ambientais (PINTO et
al.; 2015).

Além do controle contra plantas daninhas, microrganismos rizosféricos isolados de areas
de cultivo de videiras, apresentam importancia quanto a supressdo de patdgenos como 0S
nematoides, sendo demonstrado por Erwin et al. (2011), que diversos microrganismos
apresentaram potencial de controle da populacédo e densidade dos nematoides, bem como na
promocdo do crescimento vegetal, devido a producdo de hormonios de crescimento, sendo
indicado sua inoculagdo em solos de vinhedos ou mesmo como inoculantes em mudas de
videiras, a fim de, controlar os nematdides e também auxiliar no crescimento e
desenvolvimento das mudas.

Alteracdes ambientais globais influenciam na estrutura e funcdo dos seres vivos nos
ambientes, estudos tém demonstrado que a adaptacdo das plantas a condi¢bes adversas esta
correlacionada com a simbiose microbiana, através de grupos funcionais como fungos
micorrizicos, bactérias fixadoras de nitrogénio, bactérias diazotroficas, entre outros
microrganismos endofiticos (GODDARD, 2008), auxiliando as plantas em respostas rapidas a
ambientes que mudam rapidamente.

Estudos em ecologia microbiana em areas de vinhedos tém como objetivo definir
microrganismos que ao serem inoculados melhorem a qualidade do solo e consequentemente
a qualidade da producéo. Essas préaticas alteram o terroir microbiano e ajudam a produzir um
terroir adequado em outras regides, gerando vinhos com caracteristicas diferentes e
particulares. Entretanto, para se obter sucesso na insercdo de determinados microrganismos no
ambiente, sdo necessarios estudos que caracterizem melhor as relages entre as videiras e 0s
microrganismos; o conhecimento do papel funcional desses microrganismos e uma analise da
microbiota presente com elementos regulatérios, associados as plantas e também nas fases de
fermentagdo do vinho (GILBERT et al., 2014).
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4.4 Metagenbmica

Andlises da metagendmica representa uma impressdo digital especifica de
determinado habitat, através genes especificos daquele ambiente e de analises comparativas.
Esta analise pode nos dar resposta em relacdo a complexidade de determinado local, definindo
assim um diagnostico ambiental (TRINGE et al., 2005).

Os progressos em relacdo a analise molecular da ecologia microbiana tem
demonstrado que os métodos tradicionais de cultivo ndo representam uma diversidade
microbiana real, subestimando as populac@es reais, devido as dificuldades encontradas pelos
métodos de cultivo. Desta forma com o desenvolvimento dos métodos independente de
cultivo de analise moleculares, se torna possivel estudos entendimento da fisiologia e funcéao
dos microrganismos no ambiente (RONDON et al., 2000).

De acordo com Handelsman (2004) a metagendmica refere-se a toda comunidade
genbémica de determinado ambiente. Em relacdo a estudos da metagenémica dos
microrganismos, os trabalhos envolvem a extracdo e clonagem do DNA para posterior
identificacdo. Assim, o desenvolvimento dessa técnica demonstrou evidencias que
microrganismos, ndo cultivaveis, representam a maior diversidade de organismos da Terra.
Com isto fica claro que os estudos da diversidade microbiana no solo ainda sdo pouco
explorados, uma vez que, a maioria da diversidade microbiana ainda ndo foi descoberta, a
estimativa que ha cerca de 4-6 x 10% células de microrganismos procariticos na Terra.
Entretanto, cerca de 95% desses microrganismos ainda nao foram caracterizados, portanto é
uma fonte inesgotavel de diversidade metabdlica e genética (FIERER et al., 2007; VAKHLU
etal., 2012).

Segundo Handelsman (2004) a metagenémica pode ajudar a compreender a ecologia
de microrganismos principalmente em locais extremos como em &guas termais, profundas e
acidas, solo desértico, congelados, microbiota humana e a relacdo entre microrganismos,
plantas e outros organismos. Assim, com o avango dessa tecnologia, surge campo para
diversos cientistas melhorarem a compreensao desses sistemas, fornecendo suporte através da
expressdao dos genes a construcdo de livrarias, desenho de vetores, além de pesquisas
descoberta de novos antibidticos e enzimas, sendo alvo de novas aplica¢Ges biotecnoldgicas
(SCHLOSS E HANDELSMAN, 2003).

Outras aplicacbes dos estudos de metagendmica sd@o em relagdo as atividades
agricolas, as quais podem auxiliar na avaliagdo de impactos causados pela atividade antropica

em ecossistemas frageis, como os solos de cerrado (SOUZA et al., 2016). Além da relagdo do
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impacto no solo, a metagenémica em regides agricolas também pode servir de ferramenta
para entender a dindmica dos microrganismos e sua relacdo com plantas, e consequentemente
com o sistema produtivo. Como é o caso das videiras, a qual discutida anteriormente, a
qualidade do vinho apresenta extrema relacdo com o0s microrganismos presentes nesses
ambientes (BARATA et al., 2012).

Estudos de metagendmica em areas de vinhedos podem apresentar além do
conhecimento dos microrganismos que se relacionam com a qualidade do vinho, possiveis
fitopatdgenos que podem prevalecer em determinas regides. Segundo Setati et al. (2015) o
ecossistema de fungos fitopatogénicos em vinhedos diverge muito significativamente de
acordo com a regido e a vinha.

Existe uma importante influéncia dos microrganismos na qualidade do vinho, e a
metagenémica € uma ferramenta que pode auxiliar no entendimento dessa relacdo. Devido a
analise da composigdo taxondmica e abundancia dos microrganismos nas uvas, apresenta, ndo
somente valores de abundéncia de microrganismos como também suas classes funcionais, 0s
quais sdo afetadas diretamente por fatores abidticos como temperatura, umidade e ventilacao
(SALVETI et al., 2016). Castafieda e Barbosa (2017) avaliando a diversidade funcional e
taxonémica dos microrganismos do solo, em regides de vinhedo organicos com solo de
florestas no Chile, demonstraram que o microbioma das videiras era semelhante ao da
floresta. Entretanto, os dois habitats apresentaram diferencas na composicdo funcional da
microbiota, podendo esses resultados estar correlacionados com uma fonte de microrganismos
das areas de floresta para as regides dos vinhedos, os quais permitem o desenvolvimento
sustentavel desses vinhedos, mantendo as caracteristicas tipicas dos vinhos dessa regiéo.

A abordagem para a classificacdo microbiol6gica desses ambientes, através da
metagenémica, ocorre pela amplificacdo dos genes conservados entre 0s microrganismos
como o 16S para bactérias e a regido ITS para eucariotos, envolve além do sequenciamento e
identificacdo dos microrganismos, podendo definir tanto a composicdo filogenética dos
ambientes, bem como pela construgdo do genoma funcional (VAKHLU et al., 2012). A
identificacdo dos microrganismos procariotos consiste no sequenciamento da subunidade
menor do ribossomo (16S rRNA) a qual é amplificada através de primers universais que sao
baseados nas sequencias conservadas desses organismos, com 0s genomas amplificado, é
realizado um deposito em uma livraria de clones. Esses clones s&o posteriormente
identificados, podendo ser utilizados para essa identificagcdo os sequenciadores de Sanger ou
0s sequenciadores de nova geracdo (NGS) (MARDIS, 2007), com essa identificagdo é

possivel realizar uma analise da composicao filogenética do ambiente, bem como pela sua
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composicao funcional (VAKHLU et al., 2012). Entretanto, com o avanc¢o das tecnologias para
identificacdo, possibilitou uma identificacdo mais répida e eficiente do genoma, gerando
assim, certa complexidade devido ao alto volume de dados, requerendo analises especificas de
bioinformética para tratamento, analise e interpretacdo dos resultados (HARDWICK et al.,
2017).

5 CONSIDERACOES GERAIS

Devido a grande importancia dos microrganismos na escala produtiva da videira, a partir
do presente trabalho, pode-se compreender a dindmica da microbiota bacteriana nas uvas
viniferas em um determinado periodo, atraves das técnicas de metagenémica e de isolamento
de algumas bactérias. Além disso, pode-se constatar que é de fundamental importancia,
estudos nesse sentido, para auxiliar na determinacdo da denominacdo de origem dos vinhos da
regido Sul de Minas Gerais, considerando que propriedades Unicas e favoraveis podem ser
encontradas nessas localidades, devido a presenca de microrganismos adaptados a essa regiao.

O isolamento e cultivo de algumas bactérias demonstraram que existe uma variedade de
espécies bacterianas, que podem auxiliar em estudos futuros para conhecer as caracteristicas
fisioldgicas e possiveis aplicacbes biotecnoldgicas das mesmas.

Para o maior conhecimento da diversidade bacteriana presentes nos vinhedos, a
identificacdo molecular dos isolados obtidos é de extrema importancia. A partir desses
resultados, sera possivel, através de trabalhos futuros, uma selecdo de culturas iniciadoras,

para o desenvolvimento de um produto com qualidade e uniformidade de producdo.
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CAPITULO 2: Caracterizagdo do terroir bacteriano de vinhedos da regio Sul de
Minas Gerais

Resumo

O cultivo de uvas viniferas no sul do Estado de Minas Gerais € uma cultura ainda em
expansdo a qual demanda diversas pesquisas para auxiliar no seu desenvolvimento. E uma
atividade que vem se consolidando devido a qualidade dos seus produtos em principal dos
vinhos, com destaque a casta Syrah, a qual apresentou melhor adaptacdo as condicoes
edafoclimaticas da regido. Assim, o conhecimento da microbiota terroir € de fundamental
importancia devido aos ja conhecidos efeitos benéficos dos microrganismos em relacdo tanto
a producdo dos vinhos como no cultivo das plantas. Em especial as bactérias apresentam
importante atuacdo nesse contexto, como na fermentacdo malolatica, producdo de fito-
hormdnios, producdo de compostos volateis e degradacdo de micotoxinas. Assim, 0 presente
trabalho teve como objetivo caracterizar o terroir bacteriano das uvas viniferas, através de
isolamento e identificacdo de bactérias cultivaveis e analises de metagendmica, utilizando
sequenciamento de nova geracdo para identificagdo. Os dados gerados foram analisados por
analise de componentes principais e demonstraram que as bactérias identificadas na
metagendmica apresentam uma distribuicdo uniforme nos dois vinhedos estudados. Sendo os
principais filos identificados os Fusobacteria, Actinobacteria, Bactereoidetes, Firmicutes,
Fusobacterias e Proteobacterias, em relacdo as espécies que apresentaram maior
predominancia no vinhedo 1 foram Fusobacterium sp. e Streptococcus sp. e para o vinhedo 2
Lactobacillus salivarius e Rothia aeria. Assim, com o presente trabalho, pode-se identificar as
bactérias presentes nos vinhedos, 0s quais sdo responsaveis pelo terroir bacteriano, e
interferem na qualidade dos vinhos e consequentemente nos processos de denominacdo de

origem.

Palavras-chave: Metagenomica; Bactéria; Vitis vinifera.
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Abstract
GENERAL ABSTRACT

The cultivation of grapes in southern of Minas Gerais state is a culture still in expansion
which demand several researches for help in it’s development. Is an activity that’s
consolidation due the quality of it’s products in principally the wine, with highlighting the
Syrah cultivate, that’s showed the best adaptation of edafoclimatic conditions. Thus, the
knowledge of microbial terroir is of fundamental importance due the already known
beneficial effects of microorganisms in relation both the wine production as in plants cultive.
In special the bacteria show important actuation in these context, as in malolatic fermentation,
fito-hormones production, volatile compunds production and micotoxins degradation. Thus,
the present work had as objective characterize the bacterial terroir of grape wines, through the
isolament and identification of cultivated microorganisms and metagenomic analyze, utilizing
the new generation sequence for identification. The date were analyzed by principal
component analyze, showing that bacteria identified in metagenomic showed a uniformed
distribution in two vineyard. Being the main phylum identified as Fusobacteria,
Actinobacteria, Bactereoidetes, Firmicutes, Fusobacterias and Proteobacterias, in relation the
species that showed the major predominance in vineyard 1 was Fusobacterium sp. and
Streptococcus sp. and for vineyard 2 Lactobacillus salivarius and Rothia aeria. Thus, with the
present work, one can identify as in a presentation of the vineyards, those that are responsible
for having bacterial, and interfere in the quality of the wines and, consequently, in the

processes of denomination of origin.

Keywords: Metagenomic, bacteria, Vitis vinifera
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1. Introducéo

A regido Sul do estado de Minas Gerais no Brasil vem se destacando na producéo de
vinhos finos, utilizando para a producéo das uvas uma técnica denominada dupla poda, a qual
permite a produgdo das uvas em um ciclo diferenciado, denominado ciclo de inverno, devido
as caracteristicas climéticas serem mais favordveis a produgdo, destacando-se a variedade
Syrah, a qual melhor se adaptou as caracteristicas edafoclimaticas dessa regido (FAVERO et
al., 2008). Estudos demonstram que a regido Sudeste do Brasil, como em Minas Gerais, apos
a inversdo do ciclo produtivo da videira, as uvas apresentaram maior concentracao de agucar,
maturacdo plena e compostos fenodlicos que contribuem para a producdo de um vinho fino de
qualidade. O manejo de dupla poda demonstrou uma ferramenta eficaz para melhorar as
condicdes de matéria prima e tornar a regido do Sudeste do Brasil, promissora para a
producdo de vinhos de qualidade (FAVERO et al., 2011).

Como se trata de uma producdo nova nessa regido, o conhecimento das caracteristicas
que interferem na qualidade da producdo das uvas e do vinho ainda € incipiente, surgindo
entdo, a necessidade do conhecimento do terroir, o qual pode ser definido pela relacdo entre
fatores regionais e a qualidade sensorial do vinho (BOKULICH et al., 2016), entre esses
fatores pode-se citar, as caracteristicas fisicas e quimicas do solo, temperatura, tratos
culturais, disponibilidade de agua, além da presenca de microrganismos (LEEUWEN and
SEGUIN, 2006). Bactérias, fungos e leveduras influenciam na qualidade do vinho, devido aos
processos fermentativos, como a fermentacdo alcodlica e malolatica (BLEVE et al., 2016),
além da producdo de compostos fendlicos (OKCU et al.,, 2016; JARA et al.,, 2016),
diminuicdo da acidez e melhorias no sabor e aroma (REVEL et al., 1999).

A caracterizacdo da microbiota terroir pode contribuir para o entendimento da dindmica
das comunidades microbianas, e influéncia nas altera¢cdes da composi¢do quimica dos vinhos,
gerando novas perspectivas em relagdo aos processos tradicionais de producdo (SALVETTI et
al., 2016). Além disso, permitindo a correlacdo das caracteristicas dos vinhos com a regido de
cultivo (RIVIEZZO et al., 2017), uma vez que microrganismos autoctones podem apresentar
caracteristicas proprias devido a processos de selegdo e caracteristicas génicas (BOKULICH
et al., 2013; TOFALO et al., 2013). Com essa caracterizacdo, surge a necessidade de uma
padronizacdo e seguranca em relacdo a denominacdo de origem dos produtos, 0s quais Sao
protegidos por érgdos como o Protected Designation of Origin na Europa e American
Viticultural Areas nos Estados Unidos (BOKULICH et al., 2016).
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Salvetti et al. (2016) caracterizou a microbiota de uvas viniferas na regido de
Gargagnago na lItdlia, e demonstraram a importancia dos microrganismos na producdo de
metabolitos que quais influenciam diretamente na qualidade do vinho, identificando os
principais géneros de bactérias como Clostridium, Paenibacillus, Pantoeae e Pseudomonas.
Ja Campanaro et al. (2014) identificaram os principais géneros de bactérias encontrados em
uvas frescas como sendo Acetobacter, Gluconobacter, Glucanocetobacter, Fructobacillus e
Tatumella. Entretanto, ap6s 30 dias de fermentacdo, houve uma reducdo do numero total de
espeécies apresentando um aumento e predominancia de Oenococcus e Lactobacillus.

Estudos da dindmica das comunidades microbianas ajudam a interpretar 0s processos
bioldgicos realizados por esses microrganismos. Assim, favorece futuras utilizagdes de
microrganismos em processos biotecnoldgicos controlados, através do entendimento dos
mecanismos de cada espécie, para atuacdo em processos fermentativos, degradacdo de
compostos de interesse, manutencdo da qualidade das plantas e producdo de compostos
secundarios que melhoram a qualidade do vinho (CAMPANARO et al, 2014; MATEO et al.,
2009; OKCU et al., 2016).

Uma das maneiras em se definir a comunidade microbiana de determina regido ou
amostra, sdo por estudos de metagenémica, que refere-se a toda comunidade genémica. Como
esses estudos abrangem todo o material genético presente na amostra, € necessario uma
filtragem em relacdo aos primers que irdo amplificar somente genes de interesse. No caso de
bactérias, se utiliza apenas a regido 16s do RNA ribossomal como marcador filogenético,
envolvendo nesses trabalhos a extracdo total da amostra, amplificacdo e identificacdo através
de técnicas de sequenciamento de nova geracdo (NGS) (HANDELSMAN, 2004).

Com as técnicas de metagendmica, € possivel evidenciar que os microrganismos, de
uma forma independente de cultivo representa a maior diversidade de organismos da Terra.
Entretanto, os estudos de diversidade microbiana do ambiente ainda ndo s&o muito
explorados, uma vez que a maioria dos microrganismos ainda néo foram cultivados, havendo
estimativas que cerca de apenas 5% dos microrganismos presentes na Terra foram
identificados, portanto, € uma fonte inesgotavel de diversidade génica e metabdlica (FIERER
etal., 2007; VAKHLU et al., 2008).

Segundo Handelsman (2004) estudos de metagendmica pode nos ajudar a
compreender melhor a ecologia dos microrganismos, principalmente aqueles relacionados a
ambientes extremos e também nas rela¢Ges entre microrganismos e plantas.

Sendo assim, o objetivo do presente trabalho foi caracterizar o terroir bacteriano de uvas

viniferas no Sul do estado de Minas Gerais, através de metodologias dependente e
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independente de cultivo, correlacionando os resultados com a qualidade das uvas e

consequentemente do vinho.

2. Materiais e métodos

2.1. Amostragem das uvas e solo

As uvas avaliadas no presente trabalho sdo pertencentes a Vitis vinifera da casta Shyrah,

cultivadas nos municipios de Trés Pontas (Vinhedo 1) e Trés Coragcfes no Sul do estado de

Minas Gerais (Vinhedo 2) (Figura 1).
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Figura 1. Identificacdo geogréfica dos municipios Trés Pontas-MG e Trés Coragdes-MG, onde estdo presentes 0s

vinhedos 1 e 2 respectivamente. Fonte: autor.

As amostras foram coletadas ao final da safra do ano de 2015, utilizando um tracado em

transecto diagonal ao longo dos vinhedos. Para caracterizacdo da area amostral, foram

coletadas amostras de uva e solo de trés plantas equidistantes (P1, P2 e P3), desprezando-se as

extremidades do vinhedo. A localizacdo geografica de cada ponto amostral esta apresentada

na tabela 1.
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Tabela 1. Coordenadas geograficas dos pontos de coleta das amostras nos Vinhedos 1 e 2, nos
municipios de Trés Pontas e Trés Corac¢des respectivamente.

Vinhedos Municipio Pontos N/S E/W Altitude

1 21°14'50,79" 45°34'98" 889
Vinhedo 1 Trés Pontas 2 21°14'49" 45°34'94" 886

3 21°14'48" 45°34'89" 883

1 21°36'49" 45°07'42" 989
Vinhedo 2 Trés Coragoes 2 21°36'47" 45°07'41" 988

3 21°36'50" 45°07'40" 985

As amostras de solo foram coletadas em cada ponto, utilizando-se de quatro sub-
amostras em uma profundidade de 0 -10 cm em um raio de 20 cm da base da planta, de forma
a caracterizar os microrganismos rizosféricos. Para a coleta das bagas das uvas, foram
escolhidos trés cachos sadios por planta.

As amostras foram acondicionadas em sacos plastico estéreis e mantidas resfriadas e
levadas ao Laboratorio de Micotoxinas e Micologia de Alimentos no departamento de ciéncia

dos alimentos da Universidade Federal de Lavras.

2.2. Caracterizagdo fisico-quimica do solo de cultivo

O solo da regido da rizosfera dos vinhedos 1 e 2 foram caracterizados quanto sua
composicdo fisico-quimicamente. O solo foi analisado no laboratério de fertilidade do solo da
Universidade Federal de Lavras, utilizando a extragdo com Mehlich-1 para potéssio, que foi
determinado por fotometria e fdsforo, analisado por espectrofotometria a 660 nm
(DEFELIPO; RIBEIRO, 1997). O pH do solo foi medido a partir de 1:2.5 da suspensao
solo:agua, utilizando-se pHmetro de bancada (Micronal®). Teores de Ca e Mg foram
determinados por espectrometria de absorcdo atomica, e Al, por titulagdo acido-base
(DEFELIPO; RIBEIRO, 1997). O potencial de acidez (H + Al) foi estimado por uma equacéo
com base no pH determinado em solucdo de tampdo (EMPRESA BRASILEIRA DE
PESQUISA AGROPECUARIA - EMBRAPA, 1997). O célculo de bases trocaveis (SB) foi
considerado como a soma dos teores de Ca, Mg, Nae K (MALAVOLTA et al.,1994).

Observa-se nas analises fisico-quimicas do solo (tabela 2) que a composicdo é

praticamente a mesma nos dois vinhedos com exce¢do para 0 P e Mn no vinhedo 1 que
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apresentou valores de 183,51 mg/dm® e 99,46 mg/dm?® respectivamente, j4 o vinhedo 2
apresentou valores de 31,02 mg/dm?® para o P e 10,9 mg/dm® para Mn. Assim, devido a
padronizacdo na fertilidade do solo com o objetivo de melhorar a producdo das uvas, ndo ha

fatores determinantes que possa influenciar na distribuicdo dos microrganismos nas amostras.

Tabela 2. Classificacdo fisico-quimica do solo dos vinhedos 1 e 2.

Atributos Vinhedo 1 Vinhedo 2
pH 59 4,7
K (mg/dm?) 152 164
P (mg/dm?) 183,51 31,02
Ca (cmol/dm?) 5,2 31
Mg (cmol/dm?) 1,9 0,7
Al (cmol/dm®) 0 0,1
H+Al (cmol/dm?) 3,95 5,77
SB (cmol/dm?) 7,49 4,22
T (cmol/dm?) 7,49 4,32
T (cmol/dm?) 11,44 9,99
V (%) 65,47 42,25
M (%) 0 2,31
MO (dag/Kg) 3,84 3,7
P REM (mg/L) 15,35 7,42
Zn (mg/dm?) 14,28 5,35
Fe (mg/dm?) 31,14 32,76
Mn (mg/dm?) 99,46 10,97
Cu (mg/dm?) 4,7 2,97
B (mg/dm?) 0,45 0,31
S (mg/dm®) 60,72 47,67
Argila (dag/Kg) 50 49
Silte (dag/Kg) 29 30
Areia (dag/Kg) 21 21

2.3. Isolamento e caracterizacdo dos microrganismos

Para o plaqueamento, foi utilizado uma grama das amostras (solo e uva) diluidas em 9
ml de agua peptonada (0,1%) estéril, procedendo-se a diluicdo seriada,. Posteriormente
aliquotas de 0,1 pl de cada diluicdo foram semeadas em placas com meio de cultura. Todo o
experimento realizado em triplicata. Para o crescimento de bactérias totais, foi utilizado o
meio de cultura Plate count agar (PCA) (Triptona 5%, Extrato de levedura 2,5%, Glicose 1%
e Agar 15%) por 24 h a 28°C.

Para avaliagdo das enterobacterias foi utilizado o meio Eosin Methylene Blue Agar
(EMB) (Peptona de carne 10%, lactose 5%, Fosfato dipotassio 2%, Eosina y 0,4%, Azul de
Metileno 0,065%, sacarose 5% e agar 15%) por 24 horas a 28°C.

Para a avaliagdo das bactérias laticas foi utilizado o meio de cultura MRS agar

(Dextrose: 20 %, Agar 12 %, Peptona proteica 10 %, Extrato de carne 10 %, Extrato de
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levedura 5 %, Acetato de sddio 5 %, Citrato de amonia 2 %, Fosfato dissodico 2 %, Tween 80
1%, Sulfato de magnésio 0,1%, Sulfato de manganés 0,05 %) por 24 horas a 28°C.

Para analise de actinobactérias no solo, foi utilizado o meio Aaronson (KNOj3; 2%);
Caseina 0,8%; NaCl 2%; K,;HPO,4 2 %; MgS0O,.7H,0 0,005%; CaCO3 0,002%; FeSO,4.7H,0
0,004%; Agar 15%), incubado por 7 dias a 28°C.

Apos a contagem dos microrganismos nas placas com os meios de cultura, foi realizado
uma caracterizacdo morfologica das colonias. A analise da morfologia incluiu a observacao de
tamanho da coldnia (analise comparativa), formato, elevacdo, borda, coloracéo, aparéncia,
textura e brilho. Para representar os morfotipos obtidos, um total da raiz quadrada do nimero
de isolado de cada morfotipo foi purificado, utilizando a técnica de estrias compostas. Apds a
caracterizacdo morfologica das col6nias, foi realizado uma caracterizacdo das células,
avaliando-se a coloracdo de gram e morfologia celular. Posteriormente, os isolados foram

preservados em glicerol (20%) em freezer -20.

2.4. ldentificacéo dos microrganismos por MALDI-TOF

De acordo com a caracterizagdo morfoldgica dos isolados bacterianos foi escolhido uma
amostra representativa relativa a raiz quadrada do total de isolados por morfotipo para
identificacdo no MALDI-TOF.

Os microrganismos isolados e purificados foram identificados através da técnica de
MALDI-TOF a qual utiliza o perfil proteico conservado de cada espécie para identificacao.

As bactérias selecionadas para identificacdo pelo MALDI-TOF, foram reativadas com 18
horas de cultivo. Ap0s a reativacdo, cerca de 1 pg de biomassa foi adicionado a um tubo de
500 pg contendo 6 uL de uma solucdo organica, contendo 50 % de agua , 47,5 % de
acetonitrila e 2,5% de acido trifluoroacético 2,5% (v/v). As amostras foram agitadas em
vortex durante 60s e depois centrifugadas durante 60 segundos a 4000 g em temperatura
ambiente. O sobrenadante de cada amostra (1 pL) foi vista sobre a placa de ago inoxidavel.

Apo0s o preparo dos isolados, foi realizado o método MALDI-TOF. Esse método se da
pela espectrometria de massa onde as amostras séo colocadas em uma placa com uma matriz
gue em seguida sob a incidéncia de um laser é evaporada. O sistema ioniza o material
volatilizado, que ao chegar aos detectores, registram o tempo de detecgéo e sua quantidade.
Assim, cada microrganismo apresenta um espectro caracteristico que em seguida é analisado
por um software. Esse método detecta e identifica proteinas pela determinacdo seu peso

molecular individual e fragmentos especificos.



39

A cepa Escherichia coli K12 é normalmente utilizada como padrdo para a calibracdo
externa do MALDI-TOF seguindo metodologia descrita por Lima-Neto et al. (2014).

2.5. Analise genética das amostras de uva

2.5.1. Extracdo do DNA total das uvas
O DNA total das amostras de uva foram extraidas utilizando o Kit para extra¢do de solo
MO-BIO, utilizando-se conforme manual de instru¢des do usuario, uma amostra de 0,25 g das

uvas.

2.5.2. Sequenciamento de nova geracao (NGS)

A andlise de sequenciamento de nova geracdo foi realizada no sequencidor Illumina pela
empresa PontoLabor. Sendo a andlise de bioinformatica realizada pela propria empresa, onde
foi realizada inicialmente a limpeza dos dados, retirando-se os barcodes que sdo as unidades
inseridas no DNA extraido para separar as unidades taxonomicas operacionais (OTUs). Em
seguida as OTUs foram analisadas e contabilizadas através da frequéncia obtida nas amostras.
Os OTUs foram identificados através da ferramenta blast na base de dados do National center

of biotechnology information (NCBI).

2.6. Andlises estatisticas

Para realizar as analises estatisticas multivariada de componentes principais (PCA) entre
a distribuicdo dos grupos taxondmicos dos microrganismos identificados e o0s pontos

amostrais (Vinhedo 1 e 2) foi utilizado o software Statistica 7.0.

3. Resultados

3.1. Isolamento e identificagdo dos microrganismos cultivaveis

Ao total foram obtidos 1013 isolados nas amostras de uva e solo rizosférico. Esses
isolados foram divididos em 100 morfotipos, apos classificacdo realizada por caracteristicas
fenotipicas como, morfologia das colbnias e das células. Entretanto, com a técnica de
MALDI-TOF ndo foi possivel identificar todos os morfotipos encontrados, devido
possivelmente ao banco de dados, ndo conter informacdes suficiente relacionada a
microrganismos de amostras ambientais. Sendo identificados apenas 15 morfotipos, 0s quais

estdo relacionados na tabela 3.
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Tabela 3. Identificacdo dos Morfotipos pela técnica de MALDI-TOF relacionando a populagao das
amostras de solo e uva nas vinicolas 1 e 2.

. s Populacdo . Meios

Morfotipos Espécie (log UFC/g amostra) Amostra Vinhedos cuﬂi .
1 Staphylococcus warneri 3,53 Uva 1 PCA
2 Pantoea agglomerans 3,36 Uva 2 PCA
3 Curtobacterium albidum 3,32 Uva 1 PCA
4 Pantoea agglomerans 3,18 Uva 1 PCA
5 Curtobacterium flaccumfaciens 4,49 Uva 1 PCA
6 Gluconobacter cerinus 3,20 Uva 1 PCA
8 Arthrobacter oxydans 5,36 Solo 1 PCA
9 Arthrobacter polychromogenes 5,65 Solo 1 PCA
10 Microbacterium liguefaciens 5,36 Solo 1 PCA
11 Bacillus megaterium 4,78 Solo 2 PCA
12 Bacillus marisflavi 2,70 Solo 2 PCA
13 Bacillus cereus 2,90 Solo 2 PCA
14 Arthrobacter polychromogenes 4,78 Solo 1 PCA
15 Bacillus megaterium 2,78 Solo 2 PCA

Com os dados obtidos de identificacdo dos microrganismos cultivaveis, foi possivel
através do MALDI-TOF identificas 15 espécies. Porém, para os outros morfotipos ndo foi
possivel a identificagdo por esta técnica e deverdo ser identificados por técnicas moleculares,
utilizando primers universais que amplificam a regido 16S como o 27F e 1392R, que em
seguidas deverao ser sequenciados e identificados na base de dados do NCBI.

Entre os microrganismos identificados, apenas seis morfotipos foram obtidos nas
amostras de uva e apresentaram uma populacdo de cerca de 10° UFC/g de uva, ja para o solo
foram identificados 9 morfotipos, sendo que alguns isolados como Arthrobacter oxidans;
Arthrobacter polychromogenes; Microbacterium liquefaciens apresentaram uma populacédo de
cerca de 10° UFC/g de solo.

3.2. Analise do sequenciamento de nova geracéao

Com o sequenciamento de nova geracdo foi possivel identificar os principais
microrganismos presentes nas bagas das uvas. Sendo possivel identificar mesmo aqueles que
ndo podem ser cultivados através dos métodos tradicionais.

A relagéo dos microrganismos identificados nos vinhedos 1 e 2 podem ser observada na
tabela 3, onde esta relacionado a frequéncia (n° de tags) para cada unidade taxondmica

operacional (OTU).
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Nas amostras de uvas dos vinhedos 1 e 2 foi possivel observar 210 OTUs, com um valor
total de 5602 tags para as uvas do vinhedo 1 e 5553 tags para as uvas do vinhedo 2. Tanto
para as amostras dos vinhedos 1 e 2 (tabela 4) pode-se observar a predominancia de bactérias
dos filos Fusobacteria, Actinobacteria, Bactereoidetes, Firmicutes, Fusobacterias e

Proteobacterias.

Tabela 4. Classificacdo taxondmica das bactérias identificadas por sequenciamento de nova geracédo
nas amostras de uva nos vinhedos 1 e 2 (Continua)

NUmero , .
De Classificacdo taxondémica das OTUs Numero de leituras
OTUs Vinhedo 1 Vinhedo 2

1 Fusobacterium sp. 979 64
2 Streptococcus sp. 832 52
3 Leptotrichia sp. 234 178
4 Leptotrichia sp. 192 121
5 Familia: Comamonadaceae 86 64
6 Alcanivorax dieselolei 79 187
7 Prevotella melaninogenica 340 166
8 Streptococcus agalactiae 68 100
9 Leptotrichia sp. 135 126
10 Corynebacterium sp. 46 145
11 Actinobacillus parahaemolyticus 66 52
12 Familia: Rhodocyclaceae 64 46
13 Lactobacillus salivarius 48 379
14 Familia: Gemellaceae 50 105
15 Campylobacter sp. 29 40
16 Leptotrichia sp. 34 34
17 Rothia aeria 26 268
18 Porphyromonas sp. 35 33
19 Rothia mucilaginosa 8 97
20 Gluconobacter sp. 126 58
21 Thalassospira xiamenensis 79 58
22 Paludibacter sp. 46 135
23 Pseudomonas stutzeri 27 26
24 Marinicella sp. 3 149
25 Familia: Halomonadaceae 32 75
26 Leptotrichia sp. 47 12
27 Pseudémonas balearica 50 39
28 Erwinia sp. 1 104
29 Microbacterium sp. 54 182
30 Actinomyces sp. 70 63
31 Classe: Alphaproteobacteria 77 54
32 Streptococcus anginosus 0 73
33 Dialister sp. 17 38



34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79

Filifactor sp.

Parvimonas sp.

Shewanella algae

Familia: Lachnospiraceae
Porphyromonas sp.
Prevotella nigrescens
Peptococcus sp.

Familia: Lachnospiraceae
Arcobacter sp.

Prevotella intermédia
Lactobacillus reuteri
Prevotella sp.
Granulicatella sp.
Cardiobacterium sp.
Veillonella dispar
Haemophilus parainfluenzae
Tannerella sp.

Halomonas sp.

Familia: Mogibacteriaceae
Neisseria sp.
Porphyromonas endodontalis
Prevotella sp.

Selenomonas sp.
Aggregatibacter segnis
Thalassospira sp.

Ordem: Bacteroidales
Aggregatibacter sp.
Ordem: Clostridiales
Corynebacterium durum
Prevotella sp.

Lautropia sp.

Scardovia sp.

Familia: Dethiosulfovibrionaceae
Peptostreptococcus sp.
Prevotella melaninogenica
Ordem: Actinomycetales
Treponema sp.
Aggregatibacter segnis
Atopobium sp.

Tannerella sp.

Neisseria subflava
Lactobacillus sp.

Wolinella succinogenes
Haemophilus sp.

Familia: Hyphomicrobiaceae
Familia: Coriobacteriaceae

A O O,

43
18
20
14
28
38
58
126
22
22
34
40
14
14

25
26
12
31

12
13
31

37
23
33

©

12
64

12
12
26
16
12
31
26

38

42



80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125

Treponema sp.

Familia: Rhodobacteraceae
Familia: Neisseriaceae
Ordem: Chromatiales
Ordem: Bacteroidales
Familia: Cytophagaceae
Megasphaera sp.
Pseudonocardia sp.
Desulfovibrio sp.

Familia: Hyphomicrobiaceae
Familia: Propionibacteriaceae
Familia: Mogibacteriaceae
Moryella sp.
Capnocytophaga ochracea
Lactobacillus sp.
Sphingomonas sp.

Familia: Veillonellaceae
Familia: Lachnospiraceae
Ordem: Clostridiales
Mycoplasma sp.

Pseudoramibacter_Eubacterium sp.

Familia: Phyllobacteriaceae
Actinomyces sp.

Familia: Peptostreptococcaceae
Shuttleworthia satelles
Prevotella tannerae

Prevotella nanceiensis
Prevotella sp.

Sulfurimonas sp.

Anaerovorax sp.
Oceanibaculum indicum
Ordem: Flavobacteriales
Mycoplasma sp.

Familia: Porphyromonadaceae
Campylobacter sp.

Treponema socranskii

Familia: Dethiosulfovibrionaceae
Oribacterium sp.

Prevotella sp.

Desulfovibrio sp.

Catonella sp.

Familia: Methylobacteriaceae
Familia: Rhizobiaceae
Actinomyces sp.

Prevotella sp.

Prevotella sp.
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126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171

Bulleidia moorei

Familia: Rhodocyclaceae
Ordem: Rhizobiales
Methylobacterium sp.
Familia: Methylocystaceae
Methylobacterium adhaesivum
Familia: Tissierellaceae
Familia: Microbacteriaceae
Denitrobacter sp.
Streptococcus sp.
Leptotrichia sp.
Oribacterium sp.

Familia: Actinomycetaceae
Familia: Cryomorphaceae
Familiia: Actinomycetaceae
Familia: Flavobacteriaceae
Familia: Propionibacteriaceae
Familia: Peptostreptococcaceae
Selenomonas sp.

Prevotella sp.
Capnocytophaga sp.

Ordem: Bacteroidales
Clostridium sp.

Ordem: Clostridiales
Actinomyces sp.
Brooklawnia cerclae
Dialister sp.

Sphingomonas sp.
Alicycliphilus sp.

Familia: Flavobacteriaceae
Cardiobacterium sp.
Mogibacterium sp.
Capnocytophaga sp.
Treponema sp.

Familia: Acidaminobacteraceae
Ordem: Bacteroidales
Ochrobactrum sp.

Buchnera sp.
Dechloromonas sp.

Vibrio sp.

Ordem: Bacteroidales
Ordem: Clostridiales
Acinetobacter rhizosphaerae
Bacillus cereus

Azoarcus sp.

Familia: Comamonadaceae
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172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210

Acinetobacter sp.
Fusibacter sp.

Leptonema sp.
Enhydrobacter sp.
Arenibacter sp.
Sphingobium sp.

Prevotella melaninogenica
Anaerovorax sp.

Familia: Flammeovirgaceae
Classe: Deltaproteobacteria
Syntrophomonas sp.
Familia: Anaerolinaceae
Ordem: Actinomycetales
Actinomyces sp.
Propionibacterium acnes

Classe: Gammaproteobacteria

Magnetospirillum sp.
Faecalibacterium prausnitzii
Ordem: Ignavibacteriales
Treponema sp.
Pseudémonas sp.

Familia: Mogibacteriaceae
Clostridiumi sp.

Familia: Mogibacteriaceae
Devosia sp.

Classe: Deltaproteobacteria
Muricauda sp.

Familia: Solibacteraceae
Treponema sp.
Swaminathania sp.
Actinomycetospora sp.
Propionivibrio sp.
Bradyrhizobium sp.
Familia: Comamonadaceae
Sphingobium sp.

Ordem: Bacteroidales
Familia: Nakamurellaceae
Familia: Coriobacteriaceae
Paracoccus sp._
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3.3. Analise de Componentes Principais (PCA)

Com o objetivo de identificar a correlagédo entre os diferentes grupos taxonémicos
observados nas amostras nos diferentes vinhedos, foi realizado uma analise de
componentes principais utilizando a presenca e frequéncia de cada unidade taxonémica
operacional para cada ponto amostral. Na figura 2 e 3 observa-se a distribui¢do dos auto
vetores extraidos das componentes principais 1 e 2, as quais compde de forma
acumulada 100% da variancia total dos dados.

Na figura 2 observa-se a distribuicdo dos auto vetores dos dois diferentes pontos
amostrais (Vinhedo 1 e Vinhedo 2) e na figura 3 estdo representados os valores da
distribuicdo dos auto vetores que correlacionam a distribuicdo dos microrganismos.
Cada ponto representado na figura 3 relaciona-se com 0s auto vetores observados para
cada variavel da PCA. Entretanto, s6 foi identificado na figura os taxons mais
representativos e que apresentaram maior correlacdo com 0s pontos amostrais. As
figuras 2 e 3 estdo representadas de forma separada para facilitar a visualizacdo e

identificacdo das variaveis analisadas.
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Figura 2. Analise de componentes principais, utilizando os fatores 1 e 2 da analise de componentes
principais, demonstrando os valores obtidos para os auto vetores dos vinhedos 1 e 2.
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Figura 3. Analise de componentes principais, utilizando os fatores 1 e 2 da analise de PCA, demonstrando
os valores obtidos para os auto vetores referentes a frequéncia dos microrganismos nos vinhedos.

Observa-se na figura 2 que as amostras do vinhedo 1 e 2 agrupam-se em
quadrantes diferentes. As amostras do vinhedo 1 apresentaram forte correlacdo com a
presenca dos microrganismos Fusobacterium sp. e Streptococcus sp que foram os
taxons mais representativos da amostra com cerca de 979 e 832 unidades taxondmicas
respectivamente (tabela 3).

O vinhedo 2 apresentou forte correlagdo principalmente com 0s microrganismos
Lactobacillus salivarius e Rothia aeria (figura 3) com cerca de 379 e 268 unidades
taxonémicas respectivamente.

Esses agrupamentos sdo resultados da correlacdo da presencga e abundancia das
OTUs nas amostras de cada vinhedo. Mesmo apresentando uma diferenca de
agrupamento entre os vinhedos 1 e 2 e uma maior diversidade de microrganismos
(grupo 1) (figura 3) correlacionados ao quadrante do vinhedo 2 em comparagdo ao
vinhedo | (Grupo 1) (figura 3), observa-se que a correlagdo dos microrganismos nos
vinhedos ndo ocorre de forma sistematica, devido a distribui¢do da maioria dos OTUs

ndo se correlacionar especificamente com determinado vinhedo (grupo I11) (figura 3).



4. Discussao

O terroir bacteriano dos microrganismos ndo cultivados dos vinhedos do Sul de
Minas Gerais apresentado no presente estudo identificou principalmente os filos
Fusobacteria, Actinobacteria, Bactereoidetes, Firmicutes, Fusobacterias e
Proteobacterias, 0s quais apresentam importantes indicadores de qualidade dos
produtos, abordando dentro desses grupos tanto microrganismos benéficos as plantas e
ao vinho (MARTINS et al., 2012).

Dentro do filo Firmicutes séo classificados os microrganismos pertencentes ao
género Lactobacillus, conhecidas como bactérias do acido latico (BAL) que sédo
bactérias gram positivas, ndo formadoras de esporos. Apresentam metabolismo homo e
heterofermentativo sendo responsaveis pela fermentacdo malolatica, apresentando
assim, importante funcéo na producdo e qualidade do vinho (RODAS et al., 2003).

Apesar da espécie O. oeni normalmente estar correlacionada a uvas viniferas e
apresentar relativa importancia na qualidade dos vinhos (GUERINI et al., 2003;
MATEO et al., 2010), a mesma nao foi identificada nas amostras utilizando técnica de
NGS. Entretanto, entre os isolados obtidos, e que ndo foram identificados pela técnica
de MALDI-TOF, podem conter essas bactérias. Nas amostras de uvas, as bactérias
laticas identificadas foram Lactobacillus salivarius e Lactobacillus reuteri as quais
estavam presentes nas amostras dos dois vinhedos (Tabela 3), estudos demonstraram
que esses microrganismos, apesar de ndo apresentarem funcdo em processos
fermentativos na producdo dos vinhos, elas podem ser consideradas probidticos, uma
vez que apresentam caracteristicas benéficas a salde dos seres humanos e outros
animais, melhorando o balan¢o microbiano intestinal (NEVILLE; TOOLE, 2010; LEE
et al., 2008).

A caracterizacdo dos compostos € de grande importancia para determinar as
caracteristicas de determinados vinhos, podendo assim, caracteriza-los de acordo com a
regido de produgdo, nesse sentido, microrganismos sdo responsaveis pela manutengéo
da qualidade ou producdo desses compostos. Como a atividade de bactérias do &acido
acetico que apresentam caracteristicas indesejadas na qualidade do vinho, ou mesmo as

bactérias do acido latico, as quais apresentam caracteristicas desejaveis, como a



fermentacdo malolatica, sendo essa influéncia de grande importéncia para ajudar nos
processos de denominacédo de origem dos vinhos (GIL et al., 2006).

Em trabalho realizado por Papotti et al. (2012) é demonstrado a utilizacdo de
compostos de interesse para determinar as caracteristicas de vinhos protegidos por
denominacdo de origem, como o caso dos vinhos tipo Lambrusco da regido de Modena
na Itélia, entre os compostos observados, 0s que apresentaram maior correlacdo com as
caracteristicas dos vinhos foram 2-3 butanodiol e os acidos latico, malico e succinico.
Assim, esses compostos sdo produzidos a partir da atividade de microrganismos
(SONG; LEE, 2005), justificando a caracterizacdo microbiana das uvas viniferas como
auxilio na caracterizagdo de denominacdo de origem dos vinhos (BARATA et al.,
2012). Estando essa qualidade correlacionada com a biogeografia microbiana, que
determina o terroir microbiano, apresentado por Bokulich et al. (2013), o qual
determina que determinadas espécies de microrganismos além de serem responsaveis
pela produgdo de caracteristicas sensoriais dos vinhos, sdo Unicos de determinada
regido, sendo o seu conhecimento importante para o estudo da interacdo entre 0s
microrganismos, fatores climaticos, producdo e consequentemente, gerando resultados
para trabalhos em controle biolégico, melhorando a qualidade dos vinhedos e também
na qualidade dos vinhos, aumentando a aceitagao pelo publico.

Né&o s6 para o cultivo das plantas, a caracteristicas fisicas e quimicas do solos,
sdo importantes para determinar a relacdo com 0s microrganismos, 0s quais compde 0
terroir microbiano, sendo demonstrado por Burns et al. (2015) efeito do clima, atributos
quimicos e topografia do solos de cultivo nas comunidades microbianas, como
demonstrado por Compant et al. (2011) os microrganismos presentes nas uvas estdo
relacionados ndo sé aos microrganismos que estavam presentes nas flores, bem como
pelos microrganismos rizosféricos, que podem ser transportados para o0s Orgao
reprodutivos através dos vasos condutores.

Um fator determinante para a interacdo dos microrganismos que compde 0
terroir microbiano é a transferéncia horizontal de genes, 0s quais confere caracteristicas
Unicas de microrganismos de determinada regido, como é o caso de leveduras
Saccharomyces cerevisiae para a producdo de vinhos, alguns desses microrganismos
apresentam caracteristicas especificas na parede células, que apresentam caracteristicas

associadas a absor¢do de aminoacidos que sdo importantes na sintese de compostos



volateis especificos. Sendo evidenciado um processo de transferéncia horizontal desses
genes, que estdo correlacionados a outras leveduras ndo Saccharomyces e até mesmo de
bactérias, obtendo assim, cepas de leveduras que apresentam caracteristicas génicas de
um mesmo ancestral em comum, mas com caracteristicas completamente distintas,
formando assim, linhagens especificas para a producdo de vinhos (TOFALO et al.,
2013).

A identificacdo de microrganismos, tanto dos cultivaveis, quanto 0s n&o
cultivaveis séo de grande importancia, ndo sé para determinar a denominacao de origem
dos produtos, bem como para entender a dinamica desses microrganismos nas uvas.
Bactérias do &cido latico, devido seus metabdlitos de interesse na producgdo vinho, sdo
focos de estudo, como de Bae et al. (2006) que demonstram uma baixa presenca desse
grupo nas uvas, € como no presente trabalho, também néo foi encontrado espécies de O.
oeni, podendo sugerir que essas bactérias normalmente ndo sdo encontradas nas uvas,
salientando que as técnicas para identificacdo desses microrganismos em especifico
precisam ser otimizadas. Os autores ressaltam também que dependendo do estado de
conservacao dos frutos, € possivel observar a presenca de bactérias laticas indesejaveis
como os L. lindineri e L. kunkeei.

Além do conhecimento da dindmica desses microrganismos ao longo do
processo de maturacdo da planta, 0s quais apresentam um maior nimero de bactérias
gram negativas no inicio da maturacdo e um aumento das gram positivas ja nos
processos finais de maturacdo, demonstrando também a influéncia das préaticas agricolas
na dindmica desses microrganismos, principalmente pela utilizacdo de pesticidas a base
de cobre o qual pode interferir negativamente na dindmica desses microrganismos
(MARTINS et al., 2014).

O isolamento de microrganismos cultivaveis é pouco expressivo quando
comparado a identificagdo de microrganismos néo cultivaveis, que séo identificados
somente por técnicas moleculares (LOPEZ et al., 2003). Entretanto, o isolamento e a
identificacdo dos microrganismos cultivdveis apresentam a vantagem de futuras
aplicacbes biotecnologicas nos processos de vinificagdo, controle bioldgico e
manutencdo da diversidade microbiana (MATTHEWS et al., 2004; BOKULICH et al.
2013).



Conclusodes

O terroir bacteriano das amostras de uvas foi caracterizado principalmente pela
predominancia dos filos Fusobacteria, Actinobacteria, Bactereoidetes, Firmicutes,
Fusobacterias e Proteobacterias. Em relacdo as espécies que apresentaram maior
predomindncia no vinhedo 1 foram Fusobacterium sp. e Streptococcus sp. e para o
vinhedo 2 Lactobacillus salivarius e Rothia aeria.

Mesmo ndo sendo identificados todos os morfotipos dos microrganismos
cultivados, pode-se observar uma grande variedade em relacdo ao nimero de bactérias
que apresentou um total de 1063 isolados divididos em 100 morfotipos, 0s quais
posteriormente a sua identificacdo apresentam uma proposta futura de estudos
biotecnologicos, servindo como base para outros estudos, como fermentacdo, controle
bioldgico, producdo de horménios, produgdo de compostos de interesse e degradacédo de
toxinas.

A partir dos resultados obtidos com o presente trabalho, pode-se caracterizar a
diversidade bacteriana presentes nos vinhedos. Através de trabalhos futuros, torna-se
possivel, realizar uma sele¢do de culturas iniciadoras, para o desenvolvimento de um

produto com qualidade e uniformidade de producéo.
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