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RESUMO GERAL

A microbiota terroir desempenha um importante papel na qualidade e seguranca dos alimentos,
tanto na pré-colheita como na pds-colheita. Consequentemente, o entendimento de que fatores
formam este consorcio microbiano nos produtos agricolas pode aumentar os beneficios obtidos.
Fatores como solo, micro-organismos, clima, localizagdo geografica do vinhedo e as praticas
enoldgicas aplicadas sao considerados importantes e desempenham papel fundamental na
elaboragéo dos vinhos, uma vez que influenciam no desenvolvimento de cada variedade de uva,
na sua qualidade e tipicidade, se tornando a identidade do vinho produzido em uma determinada
regido. A uva (Vitis vinifera L.) é considerada uma matriz complexa, fonte de diversos
compostos que sdo substratos para o desenvolvimento de micro-organismos. O estudo da
diversidade de espécies microbianas componentes do terroir presente nas uvas é importante
para observar as influéncias, tanto positivas quanto negativas desses microrganismos nas
caracteristicas do vinho. Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a diversidade
de fungos filamentosos de uvas viniferas das variedades Syrah, Tempranillo e Touriga
Nacional, como também do solo de cultivo de dois vinhedos localizados na regido do Vale do
Submédio S&o Francisco. Para isto, amostras de uvas viniferas e de solo foram coletadas em
vinicolas localizadas nos municipios de Casa Nova-BA (vinicola 1) e Lagoa Grande-PE
(vinicola 2) nos anos de 2016 e 2017. Técnicas de identificacdo morfoldgica em conjunto com
uma abordagem molecular foram utilizadas. Os resultados obtidos mostram que nas uvas houve
predominancia dos géneros Aspergillus, Penicillium e Cladosporium, representando 63,47 %,
26,67 % e 8,12 %, respectivamente. Pela abordagem de metagenémica, os perfis taxondmicos
obtidos nas uvas foram, em sua maioria, os filos Ascomycota, seguido de Basidiomycota, e 0s
géneros encontrados foram: Alternaria, Aspergillus, Penicillium, Curvularia, Acremonium,
Paramycospharella, Cladosporium, Ulocladium, Saccharomycopsis, Campylocarpon,
Talaromyces, Erysiphe, Aureobasidium e Hanseniaspora. Pela mesma analise molecular, a
amostra Syrah 2 apresentou maior diversidade em relacdo as demais, seguidas das amostras
Syrah 1, Touriga Nacional e, com menor diversidade, Tempranillo. Algumas espécies foram
caracterizadas como predominantes, dentre essas, a maioria foi identificada como espécies de
Aspergillus. Nas amostras de solo dos vinhedos os géneros Aspergillus, Penicillium e
Cladosporium foram os mais prevalentes, com 63,83 %, 27,66 % e 5,85 %, respectivamente. A
metagendmica dos solos revelou maior riqueza de UTOs do que nos frutos, indicando maior
biodiversidade. Ha prevaléncia da classe Dothideomycetes e da ordem Pleosporales em ambas
amostras. Em conjunto, os dados encontrados neste trabalho revelam um panorama da
diversidade fingica em vinhedos do Vale do Submédio Sdo Francisco e podem constituir a base
para outros estudos direcionados nessa area.

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



GENERAL ABSTRACT

The terroir microbiome plays an important role in quality and safety of food, both in pre-harvest
and post-harvest. Consequently, the understanding of factors constituting this microbial
consortium in agronomic products can increase its benefits. Factors as soil, microorganisms,
climate, geographic location of the vineyard and applied oenological practices are considered
relevant and perform key role in wine production, since it has influence in development of each
wine variety, in its quality and tipicity, becoming wine’s identity produced in a region. Grape
(Vitis vinifera L.) is considered a complex matrix, source of several compounds, which
constitute an ideal substract for microbial growth, thus being susceptible to contamination. The
diversity study of microbial species of grape terroir is important to observe both positive or
negative influences of these microorganisms into the characteristics of the final product. Thus,
the objective of the present work was to evaluate the diversity of filamentous fungi in grape
varieties of the Syrah, Tempranillo and Touriga Nacional, as well as the cultivation soil of two
vineyards located in the Vale do Submédio Sao Francisco region. In order to do so, grapes and
soil were collected in wineries located in the municipalities of Casa Nova-BA (winery 1) and
Lagoa Grande-PE (winery 2) in the years 2016 and 2017. Morphological identification in
association with a molecular molecular technique were used. The results show that, in the
grapes, the genera Aspergillus, Penicillium and Cladosporium were predominant, representing
63.47 %, 26.67 % and 8.12 %, respectively. Through metagenomics approach the most
abundant phyla found were Ascomycota, followed by Basidiomycota, and genera were:
Alternaria, Aspergillus, Penicillium, Curvularia, Acremonium, Paramycospharella,
Cladosporium, Ulocladium, Saccharomycopsis, Campylocarpon, Talaromyces, Erysiphe,
Aureobasidium and Hanseniaspora. By the same molecular analysis, the Syrah 2 sample
presented greater diversity in relation to the others, followed by Syrah 1, Touriga Nacional and
less Tempranillo diversity samples. Some species were characterized as predominant, among
these, most were identified as species of Aspergillus. In the soil samples of the vineyards the
genera Aspergillus, Penicillium and Cladosporium were the most prevalent with 63.83 %, 27.66
% and 5.85 %, respectively. The soil metagenomics revealed a greater richness of OTUs than
in the fruits, indicating greater biodiversity. There is prevalence of the Dothideomycetes class
and the order Pleosporales in both samples. Together, the data found in this work reveal an
overview of the fungal diversity in vineyards of the Submédio Sao Francisco Valley and may
constitute the basis for other directed studies in this area.

Keywords: Grape. Soil. Fungal diversity. Viticulture. Metagenomic.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

A videira é uma planta de alto valor econémico cultivada em todo o mundo, sendo a
espécie Vitis vinifera L. a mais disseminada e utilizada para producdo de vinhos de alta
qualidade. Essa apresenta maior relevancia tanto em hectares cultivados quanto em valor de
mercado (RIENTH et al., 2014). No Brasil, 0 mercado vitivinicola estd em crescimento, sendo

a regido Sul do pais a principal responsavel pela producéo de vinhos.

Entretanto, de maneira oposta aos principais paises produtores de vinhos no mundo,
fracdo majoritéria da produgdo de vinhos nacionais (90 %) ainda é com uso da espécie Vitis
labrusca L. Essa realidade é distinta na regido vitivinicola do Vale do Sao Francisco, localizada
no Nordeste do pais, onde os vinhos sdo produzidos principalmente a partir de Vitis vinifera L.
(PADILHA et al., 2017).

Apenas algumas poucas cultivares de videira Vitis vinifera L. sdo plantadas. Essa baixa
variabilidade genética esta diretamente relacionada com a alta susceptibilidade dessas plantas
a estresses bioticos e abioticos, os quais estdo fortemente associados com perdas econémicas
(ARMIJO et al., 2016). Tais fatos ressaltam ainda mais a importancia das préaticas e do manejo

dos vinhedos para obtencéo de uvas de qualidade para a vinificagao.

O microbioma vegetal é a comunidade microbiana presente em toda a planta nos seus
diferentes tecidos, e a presenca e composi¢do dessa comunidade tem sido associada com a satde
da planta e de seus produtos (BERG et al., 2014). Em videiras a caracterizacdo do microbioma
¢ ainda mais relevante, pelo fato do vinho se tratar de um produto fermentado e esse processo
ser mediado justamente pelos micro-organismos constituintes do microbioma vegetal
(MEZZASALMA et al., 2017).

Assim, ao conceito classico de terroir, que engloba as caracteristicas geograficas e
culturais peculiares de uma regido e suas relacbes com o vinho ali produzido, se adiciona a
microbiota tipica da videira, uma vez que essa € modulada por caracteristicas edafoclimaticas
(HERDERICH et al., 2015).

Nesse sentido, o presente trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar tanto de forma

quantitativa, quanto qualitativa a comunidade de fungos filamentosos presentes nas uvas e no
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solo de vinhedos, almejando caracterizar a microbiota terroir da regido do Vale do Submédio
Séo Francisco (VSMSF).

Os resultados sdo apresentados no capitulo 2 e mostram a diversidade de fungos
filamentosos encontrados em amostras de uva e solo de 2 vinhedos da regido do Submédio do
Vale do Séo Francisco, no Nordeste do Brasil. Foram utilizadas abordagens classicas como a
caracterizacdo morfolégica e modernas como sequenciamento de segunda geracdo. Em
conjunto os dados descrevem os fungos mais prevalentes na regido para as amostras analisadas

e podem servir como base para a caracterizacdo do terroir microbiano dessa regido vitivinicola.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cenéario da Vitivinicultura no Brasil

A vitivinicultura brasileira iniciou-se por volta de 1532 com a chegada dos
colonizadores portugueses que plantaram as primeiras mudas de videira no pais. Porém, sem 0s
devidos cuidados, essas desapareceram e apenas em 1870, na Serra Galcha, com a chegada dos
primeiros imigrantes italianos que a producdo de vinhos foi retomada no pais (VALDUGA,
2011). Desde entdo, o cultivo da uva no Brasil esteve restrito as regides Sul e Sudeste, mantendo
as caracteristicas de cultura de clima temperado, onde, apds o ciclo de colheita, a videira
passava por um periodo de repouso nas baixas temperaturas do inverno (PROTAS;
CAMARGO; MELLO, 2006). Entretanto, esse panorama comecou a ser alterado a partir da
década de 60, com a introducdo exitosa de uvas da variedade “Italia” na regido semiarida do
Vale do Submédio Séo Francisco - VSMSF, marcando o inicio da viticultura tropical no Brasil
(CAMARGO; PROTAS; MELLO, 2008). A pratica da viticultura se difundiu e consolidou-se
no norte do Parana na década de 1970 e em regides do estado de Sdo Paulo e do norte de Minas
Gerais na década seguinte. A partir de 1990 surgiram diversos novos polos viticolas, alguns
voltados a producdo de uvas de mesa e outros direcionados a producdo de uvas para a
elaboracdo de suco e vinho (WENDLER, 2009).

Em 2017 o Brasil produziu cerca de 1,6 milhdes de toneladas de uvas, o que reflete em
um aumento de 41,4 % da producdo em relagdo ao ano anterior. Dentre as principais regides
viticultoras, o estado do Rio Grande do Sul, o qual representa mais de 75 % da area viticola do

pais, contribuiu com um aporte de 57,0 % da producgdo total de uvas. Em Santa Catarina,
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observou-se aumento de 49,5 % na producdo e, no Parand, o acréscimo foi de 7,27 %. Na regido
sudeste, o estado de Sao Paulo apresentou decréscimo na producgéo de uvas de 5,32 %, enquanto
que nos estados da Bahia (BA) e Pernambuco (PE), os quais representam o VSMSF, e que,
também compreendem uma area importante na producédo de uvas, obtiveram respectivamente
uma retracdo de 34,0 % (BA) e um acréscimo de 37,8 % (PE) na producao total de uvas do pais
nos anos de 2016 e 2017 (IBGE, 2017) (Tabela 1).

Tabela 1 - Producéo de uvas no Brasil no ultimo biénio em toneladas.

N % da producéo
Regido 2016 (t) 2017 (t) )
nacional (2017)
Rio Grande do Sul 413.640 956.913 57,0
Santa Catarina 33.245 65.800 3,9
Vale do Submédio do S&o Francisco
320.289 441.390 26,3
(PE - BA)
Sao Paulo 140.593 133.118 7.9
Parana 52.198 56.295 3,4
Minas Gerais 11.224 13.070 0,8

Fonte: Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE (2017).

No Brasil, seis regifes sdo conhecidas como as principais produtoras de vinhos finos
(produzidas a partir de uvas Vitis vinifera), sendo elas a Serra Galcha, Campanha, Serra do
Sudeste, Campos de Cima da Serra, Planalto Catarinense e VSMSF, as quais compdem a maior
parte dos 83,7 mil hectares de area de producdo vitivinicola brasileira (HOECKEL; FREITAS,
2016). O estado do Rio Grande do Sul apresenta-se como o principal produtor dos vinhos
nacionais, liderando o abastecimento interno (WENDLER, 2009). De acordo com dados do
Instituto Brasileiro do Vinho (IBRAVIN), no ano de 2017 o Estado produziu 49,3 milhdes de

litros de vinho provenientes de uvas viniferas.

Representando a principal regiéo tropical vitivinicola brasileira, 0 VSMSF sedia o Gnico
lugar do mundo que possui produgdo vinicola em condigfes semiaridas, devido ao seu sistema
de irrigacdo que conta com a disponibilidade de recursos hidricos provenientes do rio S&o
Francisco entre os estados da Bahia e Pernambuco (Figura 1) (PEREIRA, 2013). Atualmente,
0 Vale possui aproximadamente 500 hectares de vinhedos de uvas viniferas, emprega 30 mil

pessoas diretamente e produz cerca de 7 milhdes de litros de vinhos finos, o que representa
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cerca de 15% da producdo nacional, sendo a segunda &rea em producdo do pais e perdendo
apenas para o Rio Grande do Sul (COELHO-COSTA; CORIOLANO, 2017).

2.2 O Vale do Submédio Sao Francisco - VSMSF

A regido do VSMSF esta localizada entre os paralelos 8 - 9° do hemisfério Sul,
abrangendo em sua area vitivinicola cidades como Casa Nova na Bahia, Petrolina, Lagoa
Grande e Santa Maria da Boa Vista em Pernambuco (FIGURA 1) (FLORES; FLORES, 2012).
Além de ser a regido vitivinicola mais proxima da linha do Equador em todo o mundo
(SOARES; LEAO, 2009), o Submédio S&o Francisco vem apresentando vinhedos com 6timo
desempenho produtivo e qualitativo sob condi¢fes semiéridas irrigadas, o que o diferencia
perante a vitivinicultura mundial localizada tradicionalmente em regifes climéticas temperadas

entre as latitudes de 40 ° e 50 ° no hemisfério norte e 40 ° no hemisfério sul (ILAND, 2009).

Figura 1 - Localizacdo da regido vitivinicola do Vale do Submédio S&o Francisco.

Vale do Submédio Sao Francisco

Casa Nova

Legenda - Localizagdo da regido vitivinicola do Vale do Submédio Sdo Francisco nos Estados de
Pernambuco e Bahia. Regido em vermelho destaca 0 VSMSF, compreendendo 0s municipios
vitivinicolas dos estados da Bahia (Casa Nova), em alaranjado, e Pernambuco (Petrolina,
Lagoa Grande e Santa Maria da Boa Vista) em roxo, divididos em azul pelo rio S&o
Francisco.

Fonte: Adaptado de Guerra et al., 2005.

Os vinhos produzidos em vinhedos de regides onde as temperaturas anuais permitem ter

mais de um ciclo vegetativo por ano e mais de uma colheita anual, sdo considerados vinhos
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tropicais. Paises da América do Sul como o Brasil, Equador, Peru e Venezuela; da Asia como
a China, india e Vietnam; da Africa como a Namibia, Madagascar e Tanzania; si0 os paises

que, atualmente, compdem essa nova geografia vitivinicola (JOGAIAH et al., 2013).

O clima do VSMSF se caracteriza por baixa pluviosidade, concentrada nos meses de
dezembro a abril, perfazendo um total de 750 a 500 mm de chuva/ano. Ocorrem em média 300
dias de sol por ano, aproximadamente 2.800 h de luminosidade aliada a uma baixa umidade
relativa, de 50 %, e temperatura média anual de 26 °C (DIAS; PEZZELLA; MARCHEZINI,
2016).

O solo pertencente ao VSMSF é oriundo de rochas cristalinas, predominantemente raso,
pouco permedvel, sujeito a erosdo, de razoavel fertilidade natural em decorréncia dos baixos
valores da soma de bases trocaveis (ions relacionados a liberagdo a longo prazo de nutrientes
pelo solo) (RONQUIM, 2010). E composto por granitos, anfibélitos, micaxistos, quartzitos e
filitos. Em linhas gerais a maior parte do solo do VSMSF é grosseiramente granitico, acidico,
calcério e argiloso, o que para alguns en6logos podem conferir certa “mineralidade” aos vinhos
produzidos a partir das uvas cultivadas com esse tipo de solo (TINTOS&TANTOS, 2017).
Nessa regido predomina a vegetacdo da caatinga, com sucessdo indicativa de processo de
degradacdo ambiental (DIAS; PEZZELLA; MARCHEZINI, 2016).

Em conjunto, os fatores edafoclimaticos do VSMSF associados a grande quantidade de
agua do rio Sdo Francisco disponivel para irrigacdo, conferem ao produtor a possibilidade de
programar a colheita para qualquer época do ano, através do manejo da videira utilizando a
poda e uso de fitorreguladores para quebra de dorméncia das gemas. Tais fatores permitem a
obtenc¢&o de duas safras anuais (PROTAS; CAMARGO; DE MELO, 2002).

2.3 Producéo de vinhos no Vale do Submédio Sao Francisco

As variedades de maior importancia para elaboragdo de vinhos tintos finos do VSMSF
sdo a Syrah, a Tempranillo, a Touriga Nacional e Cabernet Sauvignon, representando cerca de
85 % do vinho produzido, juntamente com as variedades Alicante Bouschet, Aragonés, Tannat
e Rubi Cabernet. Na elaboracdo dos vinhos brancos, as uvas utilizadas sdo Chenin Blanc,
Moscato Canelli, representando cerca de 80 % dos vinhos, além de Sauvignon Blanc, Verdejo
e Viognier (WURZ et al., 2017).
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Os vinhos brancos do Vale sdo descritos em linhas gerais por Pereira (2013) como leves,
com aromas florais e faceis de serem consumidos. Os tintos s&o variados, desde vinhos leves,
jovens, até os mais encorpados, 0s quais, passam por algum periodo em barricas. Enquanto que
0s espumantes sao elaborados de todos os tipos, desde secos até moscatéis, a partir das uvas

moscatos Italia e Canelli, além de vinhos rosados com Syrah, licorosos e brandy.

Nas condi¢cdes ambientais do VSMSF, a variedade Syrah (em francés) ou Shiraz (em
inglés), utilizada também na elaboracdo de vinhos roseé e espumantes, apresentou 6timos
resultados de cultivo, sendo a principal variedade para elaboragdo de vinhos tintos,
representando 65 % do total de producdo (PEREIRA et al., 2010). A origem dessa variedade é
controversa, alguns autores sugerem que seria em Shiraz, na Pérsia, entretanto, outros acreditam
que essa uva seria nativa da Vila de Siracusa, na Sicilia (GUERRA et al., 2005). E uma
variedade de Vitis vinifera tipica de climas quentes, apresenta-se com cachos medianos,
cilindricos-conicos, compactos, com bagas pequenas a medianas, ovaladas, negro-azuladas,
acumulando até 25° Brix de sélidos soltveis (TORRES et al., 2013).

As uvas Syrah possuem alta sensibilidade a podriddes do cacho com tendéncia a
desidratacdo em estagios avancados de maturagdo, o que as tornam de dificil cultivo nas
condi¢cdes ambientais da Serra Gaucha. Porém, nas condi¢bes do VSMSF, essa variedade se
mostra bem-sucedida (SILVA, 2016). O seu plantio obteve éxito na Australia, onde é
considerada simbolo da vitivinicultura, conquistando também espaco na California, Africa do
Sul, Chile e Argentina. Seu vinho € caracteristico pelo seu aroma e buqué, recordando ameixa,
figo e pimenta do reino preta, além de apresentar bom potencial alcodlico, cor intensa, fino,
complexo, tanico e estruturado com acidez moderada (GUERRA et al., 2005; MIELE, 2003).

Originéria da Espanha, a variedade Tempranillo, também conhecida por Tinta del Pais,
Tinta Fina, Cencibel e Tinta Roriz (AZEVEDO, 2017), apresenta médio a alto vigor, cachos
cheios e de tamanho médio, com maturacdo precoce em relacdo a outras cultivares Vitis
vinifera. Foi introduzida no VSMSF em 2007 (PEREIRA et al., 2009) e se destacou pela boa
produtividade, acidez, acucar (22 °Brix) e antocianinas (CAMARGO; PROTAS; MELLO,
2008). Sua videira é considerada produtiva e vigorosa, porem sensivel a doengas flngicas como
oidio, e possui baixa tolerancia ao calor e a seca. Esta variedade é provavelmente a casta tinta
com maior importancia econémica no contexto vitivinicola ibérico e em Portugal, tambéem
denominada Aragonez (AZEVEDO, 2017), alem disso € bem adaptada na Argentina e
Australia. No Brasil, a Tempranillo foi inserida no ano 2000, sendo cultivada, inicialmente, no
Rio Grande do Sul (CAMARGO; TONIETTO; HOFFMANN, 2011). A cultivar da origem a
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vinhos com notas de frutas vermelhas e pretas, herbéaceos e especiarias, além de originar vinhos
bem equilibrados e aromaticos com acidez mediana e cor estavel, sendo consumidos jovens ou
envelhecidos (LOMBARDI, 2012).

A variedade tinta Touriga Nacional é originaria de Portugal, da regido do D&o ou do
Douro (MARTINS et al., 2009), sendo utilizada na fabricagéo de vinho do Porto, vinho de mesa
e vinhos varietais. Possui elevada fertilidade com maturacdo média a precoce, apresentando
resisténcia ao oidio, mildio, podriddo cinzenta, cigarrinha e traca, no entanto, é susceptivel ao
estresse hidrico e outras doencas fungicas (TEIXEIRA, 2011). Essa uva possui cacho de
tamanho pequeno a médio, produzindo pequenas bagas com pelicula rigida, sendo de dificil
separacdo (JAYASANKAR; LI; GRAY, 2000). Os vinhos produzidos apresentam cor intensa
com tonalidades violaceas quando novos, o aroma € intenso de frutas vermelhas escuras como
amoras maduras (BRITES; PEDROSO, 2000). Em um trabalho de avaliagéo sensorial realizado
por De Pinho e colaboradores (2007), foram detectados aromas de bergamota, laranja e violeta.
A bebida € encorpada, persistente, robusta, taninosa e muito frutada quando jovem. Possui
elevado potencial para envelhecimento prolongado, adquirindo uma elegéncia, um aroma e
sabor aveludados (VIEIRA, 2017).

2.4 Conceito de Terroir

Terroir € uma palavra-no¢do que se conecta ao ambiente fisico e as condi¢bes
geoagroambientais de uma determinada localidade. O termo traz consigo especificidades
relacionadas aos aspectos climaticos, morfoldgicos e sociais, portanto um conceito geografico
diferenciado de territdrio, contudo relacionado a identidade natural de um lugar. Sendo assim,
o terroir descreve a identidade local de uma comunidade construida ao longo do tempo
correlacionando seus conhecimentos e praticas com o meio fisico e bioldégico (COELHO-
COSTA; CORIOLANO, 2017).

O setor agroalimentar compreende elementos como territério, cultura, tradicéo,
culinaria, entre outros e faz surgir produtos e servi¢os que agregam valor e promovem o terroir
de vérias regites, ampliando o significado de experiéncia gastrondmica aléem da simples
ingestdo de bebidas e alimentos (NIEDERLE; VITROLLES, 2010). Nesse sentido, iniciativas
como o turismo enogastrondmico se difundiram como forma de majorar a valorizagdo de vinhos

regionais e incrementar a economia local (FLORES; FLORES, 2012).
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A Organizacdo Internacional da Vinha e do Vinho (OIV) definiu em 2010 o terroir
vitivinicola como um conceito que se refere ao espago reconhecido como capaz de conferir
caracteristicas distintivas a produtos dali originarios, gracas as caracteristicas fisicas e
bioldgicas localmente identificadas, bem como as préaticas vitivinicolas ali realizadas
(OIVIViti/333/2010) (OIV, 2010). Um exemplo bem estruturado de regido vitivinicola ocorre
em Borgonha na Franca, onde o conceito de terroir foi explorado principalmente para a
comercializacdo dos vinhos da regido, promovendo o turismo e conferindo vantagem
competitiva frente as outras regides (CROCE; PERRI, 2017).

A combinacdo dos fatores naturais como paisagem, solo e clima, responsaveis por
interferirem na videira, além dos fatores humanos, sdo fundamentais na caracterizacdo do
terroir. Essa interligacdo complexa resulta nas caracteristicas Unicas do vinho. Mateus e
colaboradores (2001) estudaram a coloragdo caracteristica do vinho do Porto em relagdo ao
terroir das regides produtoras de castas de Touriga Nacional e Touriga Franca. Os autores
concluiram que vinhedos situados em altitudes mais elevadas (acima de 200 m) apresentaram
temperaturas mais baixas e menor umidade relativa, 0 que favoreceu maior deposicdo de
antocianinas tanto na casca da uva quanto no vinho. Esses compostos ja foram descritos como

diferenciais no estabelecimento da coloragéo do vinho (TANG et al., 2017).

2.5 Microbiota terroir

Micro-organismos associados as plantas desempenham um papel central na modulacéo
das caracteristicas fisiol6gicas do vegetal tais como: crescimento, fitossanidade e conteudo
nutricional (VACHER et al., 2016). Especialmente para o setor vitivinicola é importante
documentar a diversidade microbiana associada as videiras, com intuito de assegurar a
producdo de uvas saudaveis e, por conseguinte, vinhos de alta qualidade (KNIGHT etal., 2015).
Ja foi descrito que leveduras autoctones e bactérias laticas e acéticas, capazes de colonizar as
bagas de uva, afetam diretamente o0 aroma do vinho (VIGENTINI et al., 2016), além disso a
diversidade de fungos e bactérias epifiticos nas folhas esta intimamente relacionada a
fitossanidade (PINTO et al.,, 2014). Em conjunto, varios estudos recentes apontam que
diferencas regionais na composicdo microbiana associada as uvas, denominado terroir

microbiano, esta significativamente correlacionado com as caracteristicas regionais e sensoriais
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tipicas de um vinho (BOKULICH et al., 2016; GILBERT; VAN DER LELIE;
ZARRAONAINDIA, 2014).

A interacdo entre fatores regionais, climaticos e a comunidade microbiana promovem
uma selecdo ndo aleatoria da microbiota terroir associada a um produto ou local (BOKULICH
etal., 2014). Em conjunto o estudo dessas interagdes pode melhorar o controle bioldgico dentro
do sistema pesquisado, valorizando, por exemplo, um produto regional ou uma commoditie
agricola. Assim, a composicdo da diversidade microbiana e suas funcbes ecoldgicas e

metabdlicas apresentam relevancia cientifica, econdmica e social (SUZZI, 2011).

2.5.1 Microbiota terroir associada as uvas

Dentre os diferentes constituintes da parte aérea da videira, a superficie das uvas
caracteriza-se por ser um microambiente nutricionalmente rico, favoravel & colonizagdo por
micro-organismos epifiticos (MARTINS et al., 2012). Entretanto, propriedades da uva, como
pH e composicdo de acUcares, apresentam carater variavel ao longo do amadurecimento,
podendo ainda estar influenciado com fatores como umidade, temperatura, regime de chuvas,
radiacdo ultravioleta e aplicacdo de fitorreguladores (RENOUF; CLAISSE; LONVAUD-
FUNEL, 2005).

Bactérias endofiticas ja foram descritas como capazes de efetuar interacdes positivas
como promogdo do crescimento vegetal (HAAS; DEFAGO, 2005) e controle bioldgico de
patégenos (BERG, 2009). Além disso, foi relatado que micro-organismos associados a uva, em
conjunto ou isoladamente, podem produzir compostos organicos volateis presentes no vinho
(VERGINER; LEITNER; BERG, 2010). Em um outro trabalho, foi demonstrado que o manejo
organico de videiras evidenciou o aumento da populacdo de Aureobasidium pullulans quando
comparado com o0 manejo tradicional. Nesse mesmo trabalho, também foi relatado o biocontrole

contra Botrytis cinerea por Aureobasidium pullulans (SCHMID et al., 2011).

Adicionalmente, a microbiota terroir da uva pode contribuir de maneira benéfica para a
fabricacédo do vinho. Belda e colaboradores (2016) observaram a presenca de perfis de producéo
de enzimas hidroliticas por cepas de leveduras de acordo com a origem geogréafica. Os autores
caracterizaram essas diferengas como fatores determinantes nas propriedades sensoriais dos

vinhos.
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2.5.2 Microbiota terroir e qualidade do vinho

O vinho é resultado de um encadeamento de etapas, que se iniciam na colheita da
matéria-prima (uva), através da execucdo de diferentes processos até a elaboragdo do produto
final (FIGURA 2). Dentre essas etapas destacam-se vias fermentacbes alcoolica (FA) e
malolatica, processos nos quais a microbiota desempenha atividade determinante influenciando
o flavor, aroma e a qualidade do vinho em si (MORRISON-WHITTLE; GODDARD, 2018).
Apesar de toda microbiota do vinho contribuir para as caracteristicas quimicas, as leveduras
exercem um papel preponderante durante a fermentagdo, uma vez que promovem a FA, etapa
na qual os agUcares da uva sdo transformados em etanol e diéxido de carbono (CAPOZZI et al.,
2015).

Figura 2 — Fluxograma dos processos basicos da producao dos vinhos
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Legenda — Fluxograma mostrando as etapas basicas envolvidas na elaboracdo de vinhos.

Fonte: Do autor (2018).

As espécies microbianas isoladas a partir de uvas podem ser divididas em trés grupos

de acordo com a importancia tecnologica da uva. Assim, as espécies podem ser agrupadas em:
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1. espécies facilmente controlaveis, sem a capacidade de comprometer a qualidade da producéo
de vinhos, pois sdo espécies incapazes de fermentar agucares e sobreviver em vinhos; 2. as
espécies que sdo utilizadas na fermentacao, como exemplo de espécie fermentativa de maior
importancia tem-se a Saccharomyces cereviseae; 3. as espécies responsaveis pelas alteracdes
no vinho, como exemplo as leveduras do género Pichia spp, que promovem a formacéo de
peliculas sobre a superficie de vinhos, com a producdo de off-flavor (MALFEITO-FERREIRA,
2011; ROMANO, 2002).

Nos estagios iniciais da fermentacdo leveduras ndo-Saccharomyces tais como 0s
géneros: Hanseniaspora, Candida, Metschnikowia, Pichia, Issatchenkia e Kluyveromyces sdo
encontradas em maior abundancia (DE FILIPPIS; LA STORIA; BLAIOTTA, 2017).
Posteriormente, a maior tolerancia ao etanol favorece o crescimento de Saccharomyces
cerevisiae, conferindo vantagem competitiva frente a outras leveduras (ALONSO-DEL-REAL
etal., 2017). Uma vez que Candida e Hanseniaspora influenciam o perfil aromatico do vinho,
verificou-se que, em temperaturas de 10 a 15 °C, essas leveduras sdo capazes de sobreviver até
os estagios fermentativos finais (ERTEN, 2002). Em um estudo recente, Morrison-Whittle e
Goddard (2018) analisaram comunidades fungicas e observaram prevaléncia de Botryotinia
logo apds a maceracao das uvas. Porém, ap6s o inicio da fermentagdo observou-se significativo

incremento da abundancia de Saccharomyces.

A inoculacdo de cepas de S. cerevisiae para atuar como cultura starter é pratica comum
na elaboracdo de vinhos, pois permite a padronizacdo da producdo (SPANO et al., 2010).
Entretanto, varios trabalhos apontam que a manutencdo da biodiversidade autoctone é
determinante para a obtencéo do flavor e aroma tipicos de uma variedade de uva (PRETORIUS,
2000). Dessa forma, a exploragdo da biodiversidade indigena fermentativa pode contribuir de
forma relevante no entendimento e selecdo de cepas starter com um fendtipo especifico
(CAPECE et al., 2010).

2.5.3 Microbiota terroir e seguranca do vinho

Durante as etapas de pré-colheita, colheita e processamento as uvas sdo susceptiveis a
contaminacéo por varias espécies de fungos (FREIRE et al., 2017). Sabe-se que 0 manejo e as
condicBes climaticas podem afetar a ocorréncia desses fungos e explicar as diferengas na
composicdo da micobiota de diferentes regidbes (SOMMA; PERRONE; LOGRIECO, 2012).
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No que tange a seguranga alimentar, o estudo dos fungos micotoxigénicos, aqueles produtores
de micotoxinas, apresenta relevancia para assegurar a qualidade do produto final (SANZANI
etal., 2016).

Um dos grandes problemas na qualidade do vinho é a sua contaminagdo por
micotoxinas, por isso se destaca a colonizagdo de fungos micotoxigénicos nas uvas,
principalmente os produtores de ocratoxina A (OTA). A OTA (7-(L-fenilalanil-B-carbonil)-
carboxil-5-cloro-8-hidroxi-3,4-dihidro-3R-metilisocumarin) ¢ uma nefrotoxina com
propriedades carcinogénicas, teratogénicas e imunossupressoras, classificada como grupo 2B
pela Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC, 1993). O Comité Misto
FAO/OMS de Peritos em Aditivos Alimentares (JECFA) estabeleceu 100 ng/kg de peso
corporeo como a dose semanal toleravel recomendada para a OTA (JECFA, 2007), a qual
também é regulada pela Comissdo Europeia. Os niveis de regulagdo nos alimentos para
consumo humano e animal sdo estabelecidos em 10 pg/kg em uvas secas (EC-472/2002), 2
pg/kg em suco de uva, mosto e vinho (EC-123/2005). Esses mesmos limites foram fixados pela
ANVISA em 2011 (BRASIL, 2011).

Nos alimentos, de modo geral, os principais fungos ocratoxigénicos sdo: Aspergillus
ochraceus, A. alliaceus, A. niger, A. carbonarius, Penicillium verrucosum, P. nordicum. Porém,
as principais espécies de fungos produtoras de ocratoxina A nas uvas de diversas regides
(temperadas, subtropicais e tropicais) pertencem ao género Aspergillus da Secdo Nigri, sendo
o0 Aspergillus niger e Aspergillus carbonarius os maiores representantes (ZHANG et al., 2016).

Além disso, o0 vinho também pode ser contaminado por outras micotoxinas como a
fumonisina (Fusarium spp.) (CARRASCO-SANCHEZ et al., 2017), aflatoxina (A. parasiticus)
(DI STEFANO et al., 2015), patulina (Byssochlamys sp) (OTEIZA et al., 2017) e alternariol
(Altenaria sp.) (PRENDES et al., 2015).

2.5.4 Microbiota terroir associado ao solo

O microbioma do solo contém mais de 1.000 Kg de biomassa microbiana de carbono
por hectare (FIGURA 3) (SERNA-CHAVEZ; FIERER; BODEGOM, 2013). Esses micro-
organismos desempenham papéis cruciais na ciclagem de nutrientes e manutencdo da

fertilidade. De maneira geral, 0 microbioma do solo afeta direta e indiretamente a satde de
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plantas e animais presentes nos ecossistemas terrestres (FIERER et al., 2009). O solo ndo é um
ambiente Unico, pelo contrério, é composto por diferentes microambientes, os quais podem
distar apenas alguns milimetros entre si, tais como: rizosfera (associado as raizes), zona fotica
(superficie sujeita a luz solar), drilosfera (area da acdo das minhocas), além de horizontes mais
profundos (FIERER, 2017).

Figura 3 - Biomassa microbiana global encontrada no solo.
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Legenda - a. Estimativa da variagdo da biomassa microbiana na Terra. b. Estimativas da contribuicéo
dos principais grupos microbianos para a biomassa microbiana total do solo.

Fonte: FIERER (2017).

A analise da diversidade das unidades taxondmicas operacionais (UTOs) encontradas
a partir de um estudo de metagendmica em videiras da variedade Merlot, utilizando a regido
V4 do RNA ribossomal (RNAr) 16s em diferentes tecidos da parte aérea das videiras e 0 solo
rizosférico ou bruto, permitiu a Zarraonaindia e colaboradores (2015) inferir que o solo atua

como reservatorio da biodiversidade bacteriana encontrada nos tecidos aéreos, ou seja, em
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ultima analise, a estrutura da microbiota terroir dos solos nos quais a videira é cultivada
influencia na composicdo microbiana das bagas das uvas e, por conseguinte, nas etapas

fermentativas da producédo do vinho.

No solo, as raizes das videiras geralmente sdo colonizadas por fungos micorrizicos
arbusculares, pertencentes ao filo Glomeromycota. Esses organismos sdo considerados os
pioneiros na interacdo com os vegetais (BALESTRINI et al., 2010). Contudo, outros dados
sugerem que diferentes fracdes do solo sdo majoritariamente colonizadas pelos géneros
Penicillium e Cryptococcus (ORGIAZZI et al., 2012).

2.6 Indicagdes Geograficas

O termo “Indicacdes Geograficas” (IGs) ¢ uma designacdo utilizada para bens que
possuem uma origem geografica especifica e qualidades, reputacdo ou caracteristicas que sdo
essencialmente atribuiveis aquele local de origem (OMPI, 2017). Esta designagdo promove
agregacao de valor aos produtos através da identidade e valorizacdo de seus respectivos fatores
naturais e culturais. O interesse pela implementacdo das IGs por parte de novos paises, nao
somente para produtos vinicolas, mas também para outros produtos da agropecuaria e da
agroindustria, é crescente. Embora seu emprego venha aumentado nos Gltimos tempos, este
conceito possui origem remota na era romana com a utilizagdo de selos de identificagdo da

regido de proveniéncia e de producédo controlada nas anforas de vinhos (MAFRA, 2008).

No Brasil, as I1Gs séo conceituadas pelo Instituto Nacional de Propriedade Industrial
(INPI) por duas modalidades: a Indicacdo de Procedéncia (IP) e a Denominacdo de Origem
(DO). A IP seria “o nome geografico de pais, cidade, regido ou localidade de seu territorio, que
se tenha tornado conhecido como centro de extracéo, producdo ou fabricacdo de determinado
produto ou de prestagéo de determinado servigo”. Enquanto que a DO ¢ “0 nome geografico de
pais, cidade, regido ou localidade de seu territorio, que designe produto ou servico cujas
qualidades ou caracteristicas se devam exclusiva ou essencialmente ao meio geografico,
incluidos fatores naturais e humanos”. De modo geral, € uma garantia quanto a origem de um

produto e ou suas qualidades e caracteristicas regionais (INPI, 2015).

Sendo assim, para a IP € necessario que seja realizado apenas um dos processos de

extracdo, producdo ou fabricagdo na regido delimitada, enquanto que para a DO héa
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obrigatoriedade que o produto possua caracteristicas exclusivas do meio geografico, fatores
fisicos e humanos (FERNANDEZ, 2012).

No que tange o mercado vitivinicola as IGs estdo consolidadas em varios paises, em
particular na Europa, muitas das quais sdo conhecidas mundialmente como Bordeaux,
Champagne, Porto e Rioja (VALDUGA; VALDUGA, 2016). No Brasil, o VVale dos Vinhedos
foi a primeira regido vitivinicola a obter a IG. Outras regides se juntaram a essa como: Pinto
Bandeira, Altos Montes, Monte Belo, Farroupilha e Vale da Uva Goethe. Outras duas regides
estdo em processo de estruturacdo como Campanha Galcha e Altos de Pinto Bandeira
(TONIETTO; PEREIRA, 2016). Também em processo de estruturacdo estd a IG da regido do
VSMSF. Essa € de certa forma recente em comparacdo com as regides tradicionais (PEREIRA,
2013). Solicitada pela associagdo Instituto do Vinho do Vale do Sdo Francisco — VinhoVasf,
em parceria com a Embrapa, essa IG contempla diversos topicos, entre eles a caracterizacao do

terroir microbiano.

3 Caracterizacado da biodiversidade micoldgica

A identificacdo de fungos a nivel de espécie é um componente fundamental de muitos
estudos, tanto nos campos aplicados quanto na pesquisa basica (BEGEROW et al., 2010). Além
disso, a identificacdo confiavel de espécies desempenha um papel central em todos os estudos
relacionados a caracterizacdo da biodiversidade, pois todos os aspectos bioldgicos de qualquer
individuo em um ecossistema s6 podem ser atribuidos de forma significativa através de um

identificador inequivoco como 0 nome de uma espécie (RYBERG, 2015).

Atualmente, as técnicas moleculares de identificacdo tém sido cada vez mais utilizadas
como forma de sobrepor as limitagdes conhecidas pela caracterizacdo morfoldgica (RAJA et
al., 2017). O uso de marcadores especificos (i.e. genes com alta resolucdo filogenética para um
taxon) é uma das estratégias empregadas, porém as espécies sdo mais fidedignamente
delimitadas utilizando-se diferentes linhas de evidéncia do que somente uma caracteristica
(SCHOCH et al., 2012). Consequentemente, o uso de multiplos genes como marcadores surgiu
como alternativa (DOWTON et al., 2014).

Seguindo essa nova tendéncia taxonémica os micologistas tém se empenhado em

compilar os dados de chaves de identificacdo, composicdo dos meios de cultivo, arvores
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filogenéticas e uso de genes barcodes em grandes revisdes para cada género, como foi feito
para Penicillium por Visagie e colaboradores (2014).

3.1 Isolamento e identificacdo morfoldgica de fungos filamentosos

A morfologia ¢ a arquitetura fisica através da qual um organismo exerce sua fisiologia
e se adapta ao ambiente (GHAJARBEYGI et al., 2015). Embora os dados moleculares sejam
agora amplamente utilizados na sistematica fungica e na filogenia, a descri¢do valida de uma
espécie ainda requer a caracterizacdo morfolégica de acordo com o Cddigo Boténico de
Nomenclatura (HAWKSWORTH et al., 2010).

Um exemplo especifico da necessidade de se realizar a caracterizacdo morfoldgica
ocorre no género Penicillium, conforme revisto por Visagie e colaboradores (2014). Os autores
relataram que o gene B-tubulina A (benA) e outros genes marcadores sdo idénticos em P.
camemberti, P. caseifulvum e P. commune (GIRAUD et al., 2010). A identificacdo morfoldgica,
porém, revela que P. camemberti possui conidios brancos, P. caseifulvum possui o reverso
laranja em meio de cultura YES e P. commune produz conidios verdes (FRISVAD; SAMSON,
2004).

Os métodos dependentes de cultivo apresentam grande importancia, eles permitem a
caracterizacdo morfolégica, bioquimica e fisiolégica de um micro-organismo, bem como seu
isolamento. Dessa forma, as espécies isoladas podem ser estudadas e avaliadas quanto seu
possivel potencial biotecnoldgico. Ainda que a diversidade de micro-organismos se apresente
maior por meio de técnicas moleculares, estas ndo disponibilizam uma espécie isolada e, por
conseguinte, um possivel estudo detalhado sobre as caracteristicas metabdlicas que a espécie

pode apresentar e vir a contribuir em um processo fermentativo ou a um substrato, por exemplo.

Apesar de consolidada, a caracterizacdo morfoldgica possui limitacdes como a
plasticidade de caracteres morfolégicos discriminatdrios, mas de facil acesso em muitos fungos
(SLEPECKY; STARMER, 2009). Além disso, peculiaridades dos ciclos de vida dos fungos,
como nas transi¢des miceliais das leveduras, frequentemente dificultam a identificacéo correta
da morfologia ao nivel das espécies (KLEIN; TEBBETS, 2007). Dessa forma, ferramentas
moleculares foram prontamente adotadas pela comunidade de micologistas no momento em

que se tornaram disponiveis. Isso é exemplificado pelo fato de que aproximadamente 6.000
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sequéncias de fungos estavam prontas para serem publicadas quando o Instituto Nacional de
Saude dos EUA iniciou o GenBank em 1993. Desde entdo, as submissdes anuais de sequéncias
aumentaram significativamente (BEGEROW et al., 2010).

3.2 Ferramentas moleculares — Metagenémica

A nocéo de que a ampla maioria dos micro-organismos ndo sdo cultivaveis em meios
de cultura forgou os microbiologistas a mudarem a premissa de que um micro-organismo nédo
existe, a ndo ser que possa ser cultivado (HANDELSMAN, 2004). Dentro dessa nova
perspectiva, a pratica da microbiologia mudou para acomodar a vastidao de vida ndo cultivavel
em laboratdrio. Lane e colaboradores (1985) inauguraram o estudo da diversidade microbiana
diretamente a partir do ambiente amplificando RNAr 16s sem realizar o isolamento prévio das
bactérias, para tanto os pesquisadores realizaram o sequenciamento de DNA através do método
de Sanger (SANGER; NICKLEN; COULSON, 1977).

O estudo de DNA isolado diretamente a partir de micro-organismos em seus respectivos
ambientes se consolidou e foi denominado de metagendmica (MANDAL; SAHA; DAS, 2015).
Existem duas abordagens principais na metagendmica: 0 sequenciamento shotgun e o
sequenciamento de amplicon (RANJAN et al., 2016). No sequenciamento shotgun todo o DNA
presente em uma amostra é sequenciado aleatoriamente, ha a possibilidade de se reconstruir um
ou mais genomas a partir dos dados, porém em funcdo da elevada quantidade de material
genético presente em amostras ambientais, € necessario gerar uma quantidade de dados muito

maior, acarretando aumento no custo do experimento (SIMS et al., 2014).

No sequenciamento de amplicon é realizado uma polymerase chain reaction (PCR)
entre a extracdo do DNA e o sequenciamento, utilizando-se primers especificos para regides
altamente conservadas, como 0 16s e o ITS (SIMS et al., 2014). A amplificacdo de apenas uma
regido conservada do genoma garante que seja necessaria menor quantidade de DNA
sequenciado para caracterizacdo da biodiversidade (ESCOBAR-ZEPEDA; VERA-PONCE DE
LEON; SANCHEZ-FLORES, 2015). A classificacdo ¢ realizada através da comparagdo com
bancos de dados como SILVA database (QUAST et al., 2012) para 16s bacteriano e UNITE
(ABARENKOV et al., 2010) para ITS fungico.
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Com a popularizagdo do Next Generation Sequencing (NGS), a metagendmica tem sido
cada vez mais presente nos estudos dos alimentos. O ramo de laticinios é o mais explorado e
uma variedade de produtos, especialmente queijos, ja foram estudadas através de técnicas de
amplicon-NGS (DE FILIPPIS; PARENTE; ERCOLINI, 2017). Como exemplo, a fermentacéo
inicial da coalhada ap6s a coagulacéo foi monitorada (DE FILIPPIS et al., 2014), assim como
a maturacdo (ALESSANDRIA et al., 2016) e a diferenca espacial na composic¢ao da microbiota
no mesmo queijo (DE PASQUALE et al., 2016).

Uma vez que o vinho tem suas caracteristicas atreladas a sua microbiota terroir, a
metagendmica é uma ferramenta que esta cada vez mais inserida na enologia. A maioria dos
projetos se divide em caracterizar a microbiota em diferentes porcdes do vegetal (DEL
CARMEN PORTILLO et al., 2016), no solo dos vinhedos (ZARRAONAINDIA et al., 2015)
ou no mosto durante etapas da fermentacdo (SPANO; TORRIANI, 2016).
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CAPITULO 2
Diversidade de fungos filamentosos e leveduras associados as uvas viniferas e solo de

vinhedos tropicais do Vale do Submédio Sao Francisco

RESUMO

O estudo do terroir relaciona-se com territorio e com as capacidades agricolas que este
representa, na vinificacdo este termo vai além do solo onde a videira se estabelece e envolve
também o clima, as préticas enologicas e a microbiota, conferindo tipicidade ao produto final.
Varios trabalhos ja foram realizados com intuito de identificar a biodiversidade e as espécies
presentes em diferentes partes da videira e no solo, porém até o advento de técnicas capazes de
aferir a biodiversidade de micro-organismos ndo cultivaveis esses trabalhos dependiam do
prévio isolamento microbiano. Nesse intuito o presente trabalho foi realizado com o objetivo
de determinar a microbiota terroir de uvas Syrah, Tempranillo e Touriga Nacional de dois
vinhedos localizados nos municipios de Casa Nova-BA e Lagoa Grande-PE, presentes na regido
do Vale do Submédio Sao Francisco por meio de isolamento baseado em sua ultraestrutura em
associacdo com sequenciamento de nova geracdo de amplicons de ITS1 do RNA ribossomal
fangico. A identificacdo morfoldgica evidenciou predominancia dos géneros Aspergillus,
Penicillium e Cladosporium, representando 63,47 %, 26,67 % e 8,12 % respectivamente. A
analise da comunidade fungica através do sequenciamento da regido ITS1 mostrou
principalmente os filos Ascomycota, seguido de Basidiomycota, e 0s géneros encontrados nas
uvas foram: Alternaria, Aspergillus, Penicillium, Curvularia,  Acremonium,
Paramycospharella, Cladosporium, Ulocladium, Saccharomycopsis, Campylocarpon,
Talaromyces, Erysiphe, Aureobasidium e Hanseniaspora. A amostra Syrah 2 apresentou maior
diversidade em relagcdo as demais, seguidas das amostras Syrah 1, Touriga Nacional e com
menor diversidade a Tempranillo. Algumas espécies foram caracterizadas como predominantes
dentre essas diversas espécies de Aspergillus. Nas amostras de solo dos vinhedos os géneros
Aspergillus, Penicillium e Cladosporium foram os mais prevalentes, com 63,83 %, 27,66 % e
5,85 % respectivamente. A metagendmica dos solos revelou maior abundancia de Unidade
Taxondmica Operacional (UTOs) do que nos frutos, indicando maior biodiversidade. Ha
prevaléncia da classe Dothideomycetes e da ordem Pleosporales em ambas amostras de solo.
Também foram estudadas caracteristicas fisico-quimicas do solo dos 2 vinhedos e a correlacédo
da composicdo quimica encontrada foi correlacionada com a identificacdo morfologica. Em
conjunto, os dados encontrados neste trabalho revelam um panorama da diversidade flngica
em vinhedos do Vale do Submédio Sao Francisco, expandindo o conhecimento da microbiota
associada a vinhedos, especialmente no Brasil.

Palavras chave: Uva. Diversidade de fungos. ITS. Metagendmica. Morfologia.
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1 INTRODUCAO

Comunidades fungicas sdo de extrema importancia para a vasta maioria dos
ecossistemas (SELIN et al., 2016), e uma descricdo acurada de seus membros e sua composi¢ao
diferencial é etapa determinante para responder questfes relacionadas a ecologia microbiana
(LANGE, 2014). Uma vez que fungos filamentosos comumente desempenham papéis
relevantes em processos saprofiticos e fermentativos, reporta-los também pode ajudar a elucidar

questdes inerentes ao substrato a partir do qual foram isolados (SETALA; MCLEAN, 2004).

O numero de espécies distintas em uma comunidade (riqueza de espécies) possui
influéncia tanto direta quanto indireta na produtividade, consumo, decomposicdo e outras
funcdes associadas a comunidade microbiana (NIELSEN et al.,, 2011). A diversidade
correlaciona-se com a capacidade funcional, uma vez que grupos taxondmicos distintos ao
efetuar a mesma funcdo acarretam aumento da diversidade funcional da comunidade
microbiana, isso pode se dar através da presenca de espécies dominantes ou espécies-chave
(HILLEBRAND; BENNETT; CADOTTE, 2008). As dominantes se constituem de espécies
que apresentam maior numero de individuos. Em contrapartida, espécies-chave constituem-se
de espécies com alto impacto funcional, independentemente de sua representatividade
(BOYNTON; GREIG, 2016).

A relacdo entre os alimentos e seu microbioma é fundamental para sua qualidade e
seguranca. Em vinhos, um produto de origem vegetal e processamento fermentativo
microbiano, essa relevancia é ainda mais pronunciada. Micro-organismos benéficos podem ser
responsaveis por caracteristicas reolégicas e sensoriais no vinho (DE FILIPPIS; PARENTE;
ERCOLINI, 2018). Tradicionalmente, a microbiologia de alimentos utilizou-se de técnicas de
isolamento baseadas em cultura. Entretanto, técnicas independentes de cultura prévia baseadas
na analise do DNA extraido diretamente da amostra tem ajudado os pesquisadores a expandir
o0 conhecimento sobre ecologia microbiana associada a producgdo de vinhos (COCOLIN et al.,
2013).

Nesse sentido, o presente estudo foi realizado com o objetivo de determinar microbiota
terroir associada as uvas (Vitis vinifera L.) e solos de cultivo destas uvas, pertencentes a dois
vinhedos localizados na regido do VSMSF, por meio de caracterizacdo morfoldgica taxondmica

e analise molecular de metagenémica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a comunidade de fungos presentes nas uvas e no solo de cultivo dos vinhedos
por meio de abordagens classicas de caracterizacdo morfolégica e modernas como
sequenciamento de segunda geracdo, almejando caracterizar a microbiota terroir da regiéo do
VSMSF.

2.2 Objetivos especificos

a) lIsolar e identificar morfologicamente os fungos filamentosos presentes nas uvas e nos
solos de duas vinicolas do VSMSF.

b) Awvaliar a influéncia dos componentes fisico-quimicos do solo na incidéncia de fungos
filamentosos em duas vinicolas do VSMSF.

c) Avaliar a diversidade de fungos filamentosos e leveduras presentes nas uvas e nos solos
de duas vinicolas do VSMSF, por meio de técnica molecular de metagenémica.

d) Comparar a diversidade de fungos filamentosos entre dois vinhedos do VSMSF.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Area de estudo

As amostras de uvas e solo foram coletadas em vinicolas localizadas na regido do
VSMSF, nos municipios de Lagoa Grande, em Pernambuco, e Casa Nova na Bahia, os quais
estdo processo de obtencdo de designacao de indicacdo geografica (Denominagdo de Origem),
para os vinhos elaborados a partir das variedades coletadas. Foram coletadas quatro amostras
de uvas tintas de trés variedades diferentes, sendo uma amostra de Touriga Nacional e outra de
Tempranillo, além de duas amostras da variedade Syrah provenientes de dois vinhedos distintos
(Syrah 1 do Vinhedo 1 e Syrah 2 do Vinhedo 2). Para cada amostra efetuou-se a coleta em 3
pontos distintos (FIGURA 1).
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Figura 1 — Regido vitivinicola do VSMSF em que foram coletadas as amostras de uvas (Vitis
vinifera L.) e solos de videira.

Legenda - Mapa mostrando a Vinicola 1 localizada em Casa Nova-BA e a Vinicola 2 em Lagoa Grande
— PE naregido do VSMSF
Fonte — Google Maps (2018).

3.2 Amostragem

As coordenadas geograficas dos pontos de coleta foram determinadas com utilizagéo de
equipamento de GPS (Garmin Map 64S) (TABELA 1).
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Tabela 1 - Coordenadas geogréficas dos pontos de coleta de amostras na regido vitivinicola do
Vale do Submédio S&o Francisco

Coordenadas geograficas

Variedade Vinicola  Local Ponto
Latitude Longitude Altitude
Casa 1 9° 16'13.656" S 40°51'57.132"W 419
Syrah le'lcola Nova- 2  9°16'9.2316"S  40°51'53.8092"W 419
BA 3 9°16'4.8108"S  40°51'51.1056" W 419
1 9°2'15.5436"S 40°11'31.7868"W 370
Vinicola Lagoa
Syrah 9 Grande 2 9°2'14.7048"S  40°11'28.8888"W 370
i 3 9°2'136716"S  40°11'25.6452'W 370
L 1 9°2'18.6288"S 40°11'10.2732"W 369
Touriga Vinicola agoa
- Grande 2 9°2'17.2932" S 40°11'7.5696"W 372
Nacional 2 -PE
3 9° 2'15.5004" S 40° 11'4.4052"W 372
L 1 9°2'25.16723"S 40° 3'40.79069" W 364
. Vinicola agoa
Tempranillo 5 Grande 2 9° 2'25.8453" S 40° 3'41.5002" W 364
-PE

3 9°2'25.80988"S 40°3'42.72031"W 362
Fonte: Do autor (2018).

3.2.1 Coleta das uvas (Vitis vinifera L.)

Todas as amostras de uvas foram coletadas no estagio final de maturacdo (época da
colheita), no ano de 2017. As variedades estudadas foram selecionadas devido a sua aplicacédo
na elaboracédo de vinhos tintos e boa capacidade de adaptacao a regido do VSMSF.

Para isso, foi considerado um transecto diagonal ao longo do vinhedo, no qual foram
coletados trés cachos de uvas sadios em trés videiras equidistantes (P1, P2 e P3), desprezando-
se as extremidades (FIGURA 2). As uvas foram armazenadas em sacos estéreis e transportadas
em caixas térmicas para o Laboratorio de Micologia e Micotoxinas, do Departamento de

Ciéncia dos Alimentos, da Universidade Federal de Lavras.
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Figura 2 - Esquema de coleta das bagas de uvas

Pl

P2

P3

Legenda - Transecto diagonal tragado ao longo do vinhedo para coleta de amostras de uvas.
Fonte — Do autor (2018).

3.2.2 Coleta de solos de cultivo das uvas (Vitis vinifera L.)

Duas amostras de solo foram coletadas nos mesmos pontos em que foram colhidas as
diferentes amostras de uvas Syrah (P1, P2 e P3). Quatro amostras simples (pl, p2, p3 e p4)
foram retiradas com o auxilio de um trado, a 10 cm de profundidade e a 20 cm de raio entorno
da planta (FIGURA 3). Posteriormente, as amostras simples foram homogeneizadas em um
saco plastico estéril, formando uma amostra composta de cada ponto. Em seguida elas foram
transportadas em caixas térmicas para o Laboratério de Micologia e Micotoxinas, do

Departamento de Ciéncia dos Alimentos, da Universidade Federal de Lavras.

Figura 3 — Esquema dos pontos de coleta de amostras do solo

pl p2

p3 pd

pl+p2+p3+pd=P1

Legenda — Ao redor de cada videira selecionada para coleta dos frutos (ex: P1), tragaram-se 4 pontos
nos quais foi coletado solo, a combinacéo desses dados constitui um ponto da amostra final
de solo.

Fonte — Do autor (2018).
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3.3 Isolamento de fungos filamentos

As amostras de uvas foram avaliadas por meio da técnica de diluicdo seriada com
espalhamento em superficie em meio de cultura Agar Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol
(DRBC) (HIMEDIA) (glicose: 10,0 g; peptona bacterioldgica: 5,0 g; KH2PO4: 1,0 g;
MgS0..7H20: 0,5 g; solucdo 5% de Rosa de Bengala: 0,5 mL; Dicloran: 1,0 mL; &gua
destilada: 1 L; agar: 15,0 g e cloranfenicol: 1 mg) e Agar Dicloran Glicerol Médium Base
(DG18) (HIMEDIA) (dicloran: 1,0 mL; peptona bacterioldgica: 5,0 g; KH2PO4: 1,0 g;
MgS0..7H20: 0,5 g; glicerol: 220 g; &gar: 15,0 g; Cloranfenicol: 1 mg; &gua destilada: 1 L),
para anélise de fungos filamentosos.

De cada ponto de coleta das amostras de uvas (P1, P2 e P3) foram selecionadas,
aleatoriamente, 25 g de bagas do fruto, que foram homogeneizadas com 225 mL de Agua
peptonada a 0,1% para a obtengdo do mosto das uvas. As bagas foram entdo maceradas e
mantidas sob agitacdo em Stomacher® a 490 golpes por 2 minutos. Em seguida utilizou-se
aliquotas de 0,1 mL das dilui¢bes 1:10, 1:100, 1:1000 e 1:10.000 para plagueamento em
superficie nos meios de cultura DRBC e DG-18 com espalhamento das aliquotas até total
esgotamento (spreed plate). As placas foram incubadas em BOD a 25 °C por 7 dias para analise
de fungos filamentosos. O procedimento foi igualmente repetido nas amostras de solo de cultivo
das uvas, com a utilizacdo do somatorio total de 25 g da amostra composta de cada ponto de
solo (pl + p2 + p3 + p4 = P1) coletado. Os resultados foram expressos em porcentagem de
namero de isolados fungicos, conforme Pitt e Hocking (1997).

Dos resultados de crescimento das col6nias de fungos filamentosos, foi realizada a
caracterizacdo por morfotipo e empregada a técnica de raiz quadrada para determinar o nimero
de fungos filamentosos de cada morfotipo que foram isolados para o meio de purificacdo. As
colénias de fungos filamentosos selecionadas foram transferidas para 0 meio de cultura Agar
Extrato de Malte (MA) (ACUMEDIA) (extrato de malte: 20 g; agar: 20 g e agua destilada: 1
L) e incubadas a 25 °C por mais 7 dias, para o seu devido isolamento.

3.4 Identificagéo de fungos filamentosos

As coldnias puras isoladas foram transferidas para os meios de identificacao, de acordo

com cada género. Os isolados pertencentes aos géneros Aspergillus e Penicillium foram
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incubados em meios de cultura Agar Czapeck Levedura (CYA) (SYNTH) (KzHPO4: 1,0 g;
concentrado Czapec: 10,0 mL; extrato de levedura: 5,0 g; &gar: 15,0 g; agua destilada: 1 L;
(concentrado Czapec: NaNOs: 30,0 g; KCI: 5,0 g; MgS0.4.7H.0: 5,0 g; FeS04.7H20: 0,1 g;
ZnS04.7H20: 0,1 g; CuS04.5H,0: 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; agua destilada: 1 L), a 25 °C. Os demais géneros foram inoculados apenas no
meio de cultura MEA a 25 °C. Apos sete dias de incubacao foram observadas as caracteristicas
macroscopicas e microscopicas das culturas puras dos fungos filamentosos.

Para a identificacdo dos fungos filamentosos foram utilizadas chaves de identificacdo
especificas para cada género de fungo encontrado. Por meio do Manual de Klich (2002) foram
identificados os fungos do género Aspergillus, enquanto que para o género Penicillium e para
os demais géneros foram utilizados o Manual de Pitt (2000) e o0 Manual de Samson et al. (2000),
respectivamente. Os fungos filamentosos nao identificado a nivel de género foram agrupados
de acordo com suas caracteristicas macro e microscopicas semelhantes e denominados
“Morfotipo sp.”. Ao passo, 0s fungos filamentosos identificados a nivel de género foram
também agrupados de acordo com suas caracteristicas morfologicas semelhantes e
denominados de acordo com seu género especifico (por exemplo, Penicillium sp3). Todas as
amostras foram analisadas no Laboratério de Micologia e Micotoxinas, no Departamento de
Ciéncia dos Alimentos da Universidade Federal de Lavras.

3.5 Analise fisico-quimica dos solos de cultivo de uvas (Vitis vinifera L.)

As amostras de solo foram analisadas no Laboratério de Anélises de Solo, no
Departamento de Ciéncia do Solo da Universidade Federal de Lavras, propriedades como
granulometria, pH, fertilidade, quantidade de matéria organica, teor de boro, cobre, enxofre,
ferro, manganés, potassio, sddio e zinco foram avaliadas segundo metodologia proposta pela
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria (EMBRAPA, 1999).
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3.6 Avaliagéo do potencial toxigénico

3.6.1 Avaliacéo do potencial toxigénico dos fungos filamentosos

Os fungos potencialmente toxigénicos foram testados pelo método Plug Agar para
avaliacdo de: ocratoxina A (Seg@o Nigri e Sec¢do Circumdati), aflatoxinas B1, B2, G1 e G2
(Secdo Flavi) e citrinina (Penicillium da Secdo Citrina), de acordo com o descrito por
Filtenborg e Frisvad (1980).

Tendo em vista a quantidade abundante de isolados pertencentes a Secdo Nigri, foi
realizado um teste preditivo de potencial ocratoxigénico em agar coco (AC) (creme de leite de
coco: 400 g; agar: 12 g; 4gua destilada: 400 mL). Todos os isolados foram inoculados em meio
AC por 10 dias a 25 °C, no escuro (Mohamed et al. 2013). A observacdo da producdo de
ocratoxina A (OTA) pelos fungos, foi realizada sob luz ultravioleta com comprimento de onda
de 366 nm, em cromatovisor CAMAG (UF-BETRACHTER), em que os isolados considerados
produtores devem apresentar fluorescéncia azul-esverdeada em torno da colonia (HEENAN;
SHAW; PITT, 1998).

Os fungos do género Aspergillus pertencentes a Secdo Flavi e a Se¢do Circumdati foram
inoculados em meio de cultura Agar Extrato de Levedura Sacarose (YES) (Extrato de levedura:
20,0 g; Sacarose: 150 g; Agar: 20,0 g; ZnSO4.7H,0: 0,1 g; CuSO4.5H,0: 0,05 g; Agua
destilada: 1L), por 7 dias a 25 °C. Os fungos pertencentes ao genéro Penicillium da Secéo
Citrina e os isolados da Secdo Nigri positivos no teste em meio AC, foram inoculados em meio
de cultura CYA, por 7 dias a 25 °C. Foram utilizadas Placas de Cromatografia de Camada
Delgada (CCD) (MERK-SILICA GEL 60, 20 x 20), com fase mével composta por tolueno,
acetato de etila e acido férmico 90% (60:30:10) e solucBes padréo de citrinina, aflatoxinas B1,
B2, G1 e G2, e ocratoxina A (Sigma-Aldrich).

A afericdo quanto & producéo de citrinina, OTA e AFLA foi efetuada sob luz ultravioleta
com comprimento de onda de 366 nm em cromatovisor CAMAG (UF-BETRACHTER). Os
isolados considerados produtores de toxina apresentaram fator de retencéo (RF) e spot de
fluorescéncia semelhantes aos padrbes das micotoxinas, ou seja, roxo para OTA, azul violeta

para aflatoxina B1 e B2, verde para G1 e G2 e verde fluorescente para citrinina.
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3.7 Anélises estatisticas

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 livre SensoMaker versdo 1.91
(http://ufla.br/sensomaker/) (PINHEIRO; NUNES; VIETORIS, 2013).

3.8 Metagendmica

O sequenciamento foi realizado pela empresa GenOne (Rio de Janeiro - RJ), a partir de
uma amostra de 30,0 g (composta por 10,0 g de cada ponto). Essas amostras compostas foram

devidamente acondicionadas e enviadas sob refrigeracdo para o sequenciamento.

3.9 Extracdo do DNA para metagendmica

O genoma total foi extraido utilizando o método brometo de cetil-trimetilamonio —
C19H42BrN (CTAB). O uso desse detergente catidnico na extracdo foi empregado devido aos
bons resultados reportados em amostras fungicas (WATANABE et al., 2010). Para as amostras
de uvas foram pesadas 5,0 g do fruto, essas foram maceradas em gral e pistilo em 25,0 mL de
tampdo CTAB a 1 % (brometo de cetil-trimetilamonio - C19H42BrN) pH 8,0 sob refrigeracédo
com nitrogénio liquido. As amostras foram transferidas para eppendorfs contendo RNase A (20
pg/mL), homogeneizadas e incubadas a 37°C por 15 min. Posteriormente, adicionou-se 10 pL
de proteinase K 1 mg/mL e a mistura foi incubada em banho a 70 °C por 1h, sendo
homogeneizada apds 30 min. Apds esse periodo foi adicionado cloroférmio:alcool isoamilico
aos eppendorfs e centrifugado a 12.000 rpm por 15 min. O sobrenadante foi coletado e
transferido para novos eppendorfs, os quais foram adicionados 350 uL de NaCl 5 M e deixados
em banho de gelo por 15 min. Em seguida, foram adicionados aos frascos acetato de sodio e
alcool isopropilico resfriado, os mesmos foram invertidos e deixados a -20°C por 30 min.
Finalmente, os eppendorfs foram centrifugados a 11.000 rpm por 5 minutos e os pellets
coletados. O DNA coletado foi lavado com etanol 70 % e centrifugado novamente a 11.000
rpm por 5 minutos, o alcool foi descartado e os pellets dissolvidos em 100 pL de agua ultrapura

livre de nuclease e estocado a -20°C para sequenciamento.
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Para uma amostra (Tempranillo), o protocolo foi modificado com a adi¢cdo de PVP
(polivinilpirrolidona) ao tampéo de extracao, tal fato se relaciona com o alto teor de compostos
fenolicos, os quais interagem com 0 DNA, inativando-o (PICCOLO et al., 2012).

3.10 Producéo do amplicon e sequenciamento

A identificacdo molecular através do sequenciamento da regido do espacador interno
transcrito — internal transcriber spacer — ITS de fungos é uma técnica que vem sendo
aperfeicoada nos ultimos 20 anos e se tornou parte essencial dos estudos de caracterizacao de
comunidades micoldgicas para diferentes grupos de fungos, principalmente por ser capaz de
caracterizar, muitas vezes, géneros e espécies (ZHANG; LUO; BHATTACHARYA, 2017).
Alguns trabalhos evidenciam que ITS1 é mais efetivo do que ITS2 na caracterizacdo de
comunidades de Ascomicetos (BLAALID et al., 2013) e por isso foi escolhido como alvo para

0 sequenciamento do amplicon nesse trabalho.

Os primers (ITS5-1737F — 5>-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’ ¢ ITS2-204R
5’-GCTGCGTTCTTCATCGATGC-3") (DEGNAN; OCHMAN, 2012) foram utilizados para
amplificar a regido ITS1. Para cada amostra foi anexado um barcode especifico, para viabilizar
a separacao das amostras ap6s o sequenciamento. As reacdes em cadeia da polimerase (PCR)
foram realizadas com Phusion® High-Fidelity PCR Master Mix (New England Biolabs). Os
produtos da amplificacdo da PCR foram visualizados em gel de agarose 2 % e as bandas das
amostras com 400-450 pb (o peso molecular esperado para a regido ITS1) foram removidas e

purificadas com Qiagen Gel Extraction Kit (Qiagen, Germany).

Apo6s a purificagdo dos produtos da PCR, foram produzidas as bibliotecas para o
sequenciamento. Bibliotecas paired-end de 250 pb para o sequenciamento foram geradas com
o auxilio do kit NEBNext Ultra DNA Library Pre® (Illumina, San Diego - CA), de acordo com
as recomendacdes do fabricante. A qualidade das bibliotecas foi aferida no fluorémetro Qubit@
2.0 Fluorometer (Thermo Scientific, Waltham, MA) e Agilent Bioanalyzer 2100 system (Santa
Clara, CA). Finalmente, o sequenciamento das bibliotecas foi realizado em um Illumina
platform Hiseq 20500.
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3.11 Bioinformatica

3.11.1 Tratamento dos reads

Os pares de reads foram designados as suas respectivas amostras com base em seu
cddigo de barra Unico, que foi, em seguida, removido juntamente com a sequéncia do primer.
Os pares foram conectados utilizando o software FLASH 1.2.7 (MAGOC; SALZBERG, 2011),
capaz de encontrar sobreposicdes entre os pares e assim reconstruir toda a regido ITS1. Na

Tabela 2 estao apresentadas as caracteristicas do sequenciamento gerado.

Tabela 2 - Caracteristicas gerais dos reads obtidos pelo sequenciamento das amostras de fruto
e solo. Apresentam-se a quantidade de reads obtidos, o tamanho médio destes, a
porcentagem de pares de reads combinados com éxito e o tamanho total da library
sequenciada para cada amostra.

Amostra Reads totais  Tamanho médio (pb) % reads combinados  Total bases (pb)
Syrah 1 69.587 215 87,87 13.136.691
Syrah 2 79.457 234 57,18 10.633.001
Tempranillo 78.811 238 77,01 14.419.734
Touriga Nacional 78.026 244 72,08 13.723.043
Solo-V1 66.656 231 84,04 12.915.831
Solo2-V2 71.694 236 79,21 13.406.762

Fonte: Dados fornecidos pela “GenOne”, Rio de Janeiro (2018).

Posteriormente, os reads pareados foram filtrados de acordo com a qualidade obtida por
meio do sequenciamento pelo software QIIME 1.9.1 (CAPORASO et al., 2010). Somente reads
com Q > 30 foram utilizados. Adicionalmente, as quimeras foram removidas com o software
UCHIME 4.2 (EDGAR et al., 2011). Para as andlises de abundancia os dados foram

normalizados para a amostra com menos sequéncias.

3.11.2 Clusterizacao e anotacao das UTOs

As sequéncias foram clusterizadas utilizando-se o parametro mais reportado para
analise de amplicons, ou seja, sequéncias com > 97% de similaridade foram agrupadas na
mesma unidade taxonémica operacional (UTQO). Para esse fim utilizou-se o software Uparse

7.0.1. A sequéncia representativa para UTO foi selecionada para anotacao, a qual foi realizada
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por meio de comparagdo com o algoritmo Blast (ALTSCHUL et al., 1990). Como referéncia
foi utilizada a base de dados UNITE (KOLJALG et al., 2005).

3.11.3 Analises, diagramas e curvas de rarefacéo

A diversidade alpha foi aplicada para calcular as espécies observadas utilizando o
software QIIME 1.9.1 (CAPORASO et al., 2010). Os diagramas de Venn foram criados com
auxilio do pacote VennDiagram (CHEN; BOUTROS, 2011) e visualizados com software R
3.4.2. Para construcdo do cladograma, foi realizado alinhamento mdltiplo de sequéncias,
utilizando-se as sequéncias representativas das UTOs encontradas, com o uso do software
Muscle 3.8.31 (EDGAR, 2004).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analises da biodiversidade de fungos filamentosos nos frutos

4.1.1 Caracterizagdo morfoldgica

Para aferir a biodiversidade cultivavel presente nas amostras foi realizada caracterizacdo
morfologica dos fungos presentes nas uvas coletadas. Um total de 690 fungos filamentosos de
diferentes géneros foram isolados das amostras de frutos, sendo a maioria das espécies
pertencentes aos géneros: Aspergillus, Penicillium e Cladosporium, representando 63,47 %,
26,67 % e 8,12 %, respectivamente, do total de isolados. Na amostra Syrah 1 foi verificado, por
meio do método de caracterizacdo morfolégica adotado, um maior numero de géneros,
apresentando individuos pertencentes a: Aspergillus (35 %), Penicillium (52,7 %),
Cladosporium (8,37 %), Fusarium (2,95 %), e Talaromyces (0,5 %). O género Aspergillus foi
recorrente em todas as amostras, sendo mais prevalente em Syrah 2 (83,4 %), sequido de
Tempranillo (80,4 %) e Touriga Nacional (61,9 %). Da mesma forma, o género Penicillium foi
obtido no fruto das amostras: Syrah 2 (9,46 %), Tempranillo (11,2 %) e Touriga Nacional (26,9
%). Similarmente, fungos do género Cladosporium apresentaram-se nas amostras Syrah 2 (5,41
%), Tempranillo (7,26 %) e Touriga Nacional (11,25 %). O género Curvularia (1,35 %) foi
isolado apenas da amostra Syrah 2, enquanto que o género Fusarium, além de ter sido isolado
da amostra de Syrah 1, foi encontrado, também, na amostra de fruto Tempranillo (1,12 %)
(GRAFICO 1).
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Gréfico 1 - Percentual relativo de géneros por amostra de uva.
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Legenda — Porcentagem relativa dos géneros obtidos a partir de caracterizagcdo morfologica das quatro
amostras de uvas analisadas.
Fonte — Do autor (2018).

Nas diferentes amostras de uva foram identificados 6 géneros no total (GRAFICO 1).
Verificou-se uma diversidade maior de géneros dos isolados obtidos a partir da amostra Syrah
1, com predominancia do género Penicillium, o que diverge dos resultados apresentados para
as demais amostras, nas quais a porcentagem de Aspergillus foi maior. O dominio do género
Aspergillus na maioria das amostras corrobora com 0s mesmos resultados encontrados em
outros estudos sobre diversidade de géneros presentes em vinhedos, principalmente de regides
com temperaturas mais elevadas (BATTILANI et al., 2006; FREIRE et al., 2017). A explicacdo
para essa ocorréncia relaciona-se a maior adaptacdo das espécies de Aspergillus a regides com
temperaturas elevadas, enquanto as espécies do género Penicillium frequentemente sdo
encontradas em regides com climas temperados e amenos (PITT; HOCKING, 1997; SERRA et
al., 2006). A maior incidéncia de fungos isolados do género Penicillium em uma Gnica amostra
(Syrah 1) ndo se mostrou um resultado comum, visto que a regido de cultivo da variedade possui
clima tropical semiarido com temperaturas medias mais elevadas. Porém, tal género é comum
em varios habitats como ar, vegetacao, além de serem encontrados em frutas e outros alimentos
(VISAGIE et al., 2014). Em um estudo com uvas da regido vinicola de Soave, na Itélia,
caracterizada por ser uma regido temperada, Lorenzini e colaboradores (2018) relataram uma

maior incidéncia de fungos do género Penicillium na superficie das bagas de uvas.
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A presenca de fungos do género Cladosporium foi observada em todas as amostras de
uvas viniferas, sendo a terceira maior frequéncia, embora com menores percentuais em
comparacdo com Aspergillus e Penicillium. Cladosporium sdo fungos cosmopolitas,
frequentemente encontrados no ar, em solo, plantas, alimentos e outras matérias organicas
(BENSCH et al., 2012), além de serem também comumente isolados de uvas viniferas.
Considerados fungos de campo, responsaveis pela podridao do cacho, este género é comum em
regides temperadas e a podriddo ocasionada por Cladosporium € tipicamente uma doenca pds-
colheita, em que as uvas colhidas tardiamente podem ser infestadas pela podridao, permitindo
as bagas cairem e acumularem compostos organicos volateis que conferem um sabor mofado
as uvas e seus derivados (SWETT; BOURRET; GUBLER, 2016). Assim como Swett et al
(2016), Garcia-Cela e colaboradores (2015) também relataram a presenca de Cladosporium em
vinhedos espanhois, porém, com uma incidéncia mais baixa, reforcando os resultados obtidos
nessa pesquisa.

A incidéncia dos géneros Fusarium, Curvularia e Talaromyces foi bem menor em
relacdo aos outros fungos isolados. A baixa frequéncia desses fungos em uvas viniferas ja foi
observada por Einloft et al. (2016) e Magnoli et al. (2003).

Diferentes espécies fungicas foram isoladas e identificadas em todas as amostras de
uvas, distribuidas em: A. aculeatus, A. japonicus, A. niger, A. niger agregado, A. carbonarius,
A. tubingensis, A. flavus, A. oryzae, P. Funiculosum, P. westlingii, P. variabile, P. citrinum, P.
bilaiae, P. rugulosum, complexo Cladosporium cladosporioides, Talaromyces sp, Fusarium sp
e Curvularia sp. (GRAFICO 2). Adicionalmente, os isolados cuja classificagdo morfol6gica
ndo foi capaz de discriminar a respectiva espécie foram agrupados em morfotipos distintos,
como por exemplo: Penicillium spl e Aspergillus sp3.
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Gréfico 2 - Percentual relativo de espécies por amostra de uva.

C. cladosporium
1%

Legenda — Porcentagem relativa das espécies obtidas a partir de caracterizacdo morfolégica das quatro
amostras de uvas analisadas. As espécies observadas em percentual < 1 % sdo descritas a
seqguir: a. Syrah 1: P. Funiculosum, Penicillium sp10, Talaromyces sp, Morfotipo sp1 (0,5
%), Aspergillus spl1, Penicillium sp2, Penicillium sp4, Penicillium sp6 (1 %) b. Syrah 2:
Penicillium sp, Penicillium sp3, Penicillium sp23, P. variabile, A. oryzae, Penicillium sp11,
Curvularia sp (1 %) c. Tempranillo: Aspergillus sp3, Aspergillus sp4, P. bilaiae, Aspergillus
sp2, Fusarium sp (1 %) d. Touriga Nacional: A. japonicus, Aspergillus sp5, P. westlingii,
Penicillium sp5, Penicillium sp13, Penicillium sp14, Penicillium spl, Penicillium spll (1
%).

Fonte — Do autor (2018).

De acordo com os resultados de caracterizacdo morfoldgica a nivel de espécie, todas as
amostras de frutos estudadas apresentaram em comum, em diferentes porcentagens, 8 espécies
de fungos filamentosos, sendo estas: Aspergillus aculeatus, A. carbonarius, A. japonicus, A.

niger, A. niger Agregado, estes pertencentes a Secdo Nigri. Também foram encontrados A.
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flavus, complexo Cladosporium cladosporiodes e Penicillium sp.3. Dentre as espécies isoladas
em comum nas amostras de uvas percebe-se a predominancia de Aspergillus pertencentes a
Secdo Nigri. Esse fato era esperado, uma vez que alguns estudos relatam a grande incidéncia
na colonizacao de uvas por tais espécies fungicas (KIZIS et al., 2014). Freire e colaboradores
(2017), assim como Terra et al. (2012) e Passamani et al. (2012) também relataram resultados
contendo a maioria das espécies pertencentes a Secdo Nigri em uvas de vinhedos localizados
no VSMSF, o que corrobora com os achados aqui documentados.

A colonizacéo das bagas de uvas por especies de Aspergillus pertencentes a Secéo Nigri
é favorecida principalmente por niveis mais altos de temperatura no vinhedo e pela resisténcia
desses fungos a luz solar (PITT; HOCKING, 1997). Esse atributo relaciona-se com a coloracao
preta de seus esporos, que os tornam capazes de sobreviver a exposi¢do prolongada ao sol, sem
afetar sua viabilidade, 0 que acarreta vantagem competitiva perante outros micro-organismos
(LEONG et al., 2006). Sendo assim, esse fendtipo pode ajudar a explicar a prevaléncia desses
fungos em uma regido com caracteristicas climaticas do Semiarido Nordestino.

As espécies de Aspergillus isoladas das uvas do presente trabalho totalizam cerca de
63,47 %, sendo a maioria da Secdo Nigri representados principalmente por A. niger (33,11 %)
e A. aculeatus (19,41 %), seguidos por A. niger Agregado (13,24 %) e A. carbonarius (8,68 %).

Em relacdo a Secdo Flavi, praticamente todos os isolados foram identificados como A.
flavus, (19,41 % do total de Aspergillus) apresentando-se em todas as amostras de uva, com
apenas um isolado de A. oryzae identificado na amostra Syrah 2. A. flavus foram isolados na
Argentina, Espanha, Portugal e Libano (BAU et al., 2005b; KHOURY et al., 2008; MAGNOLI
etal., 2003; SERRA et al., 2006), porém esta espécie ndo € habitualmente associada a micobiota
das uvas (MARTINEZ-CULEBRAS; RAMON, 2007; MEDINA VAYA et al., 2005), e sabe-
se que A. flavus e A. niger competem no campo (PITT; HOCKING, 1997).

Do total de isolados fungicos pertencentes as amostras de uva, 26,67 % sdo classificados
como Penicillium, sendo P. westlingii (12,5 %) e P. citrinum (9,24 %) a maioria dos isolados
identificados. A predominéncia do género Aspergillus sobre Penicillium nos vinhedos do
VSMSF pode ser explicada por estudos nos quais os autores afirmam que as espécies do género
Penicillium estdo mais associadas as regides com climas temperados, amenos ou frios, enquanto
as espécies de Aspergillus sdo geralmente isoladas de regides com clima tropical e quente
(PITT; HOCKING, 1997; SERRA et al., 2006), como ocorre no VSMSF. Curiosamente, 99 %
dos P. westlingii foram identificados na amostra Syrah 1, enquanto os P. citrinum estiveram
presentes apenas nas amostras de Syrah 2 e Tempranillo. Em uma pesquisa com vinhedos de

duas regides da Espanha, tanto P. westlingii quanto P. citrinum foram identificados, porém este
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género ndo foi tdo expressivo, assim como encontrado no presente estudo, sendo o género
Alternaria mais predominante nas amostras de uvas (GARCIA-CELA et al., 2015).

Determinadas espécies fungicas tiveram sua presenca relacionada com apenas uma das
amostras. Tal fato ocorreu na Syrah 1, Gnica a apresentar P. funiculosum, embora com baixo
percentual (0,5 %) (GRAFICO 2a). Esta espécie foi relatada como capaz de sintetizar o
composto voléatil 2-isopropil-3-metoxi-pirazina (IPMP), conhecido por seu off-flavor em
vinhos, reproduzindo aromas terrosos ou herbaceos com um limiar de percep¢édo de 1 ng/L em
vinhos tintos (PICKERING et al., 2007). A. oryzae e P. variabile foram identificados, com
cerca de 1 % do total das espécies isoladas, apenas na amostra Syrah 2. Na industria de bebidas
e alimentos fermentados, principalmente da culinaria japonesa, o fungo A. oryzae é um micro-
organismo seguro e muito utilizado (MACHIDA et al., 2005), porém o P. variabile apresenta
capacidade de producdo de geosmina (trans-1, 10-dimetil-trans-9-decalol), uma molécula
indesejavel responsével pelo aroma de terra, mofo e beterraba cozida em mosto de uva e vinho
(DARRIET et al., 2000). A geosmina resulta em efeitos prejudiciais na qualidade do aroma do
alimento e seu limiar de percepcdo em vinho tinto é de 60 a 65 ng/L (POLAK; PROVASI,
1992).

Na amostra de uva da variedade Tempranillo, observou-se exclusivamente as espécies
P. bilaiae (0,5 %), P. rugulosum (2 %) e A. tubingensis (2 %), porém todas, também, em
pequenas quantidades de isolados. O P. bilaiae é uma espécie que possui potencial para
produzir a molécula 2-metilisoborneol (MIB) (SIDDIQUE, 2012), a qual contribui para o
surgimento de off-flavor em alimentos, fornecendo odores de terra, canfora ou de mofo
caracteristicos de uvas com podriddo negra, seu limiar de percepcao olfativa no vinho é de 30
a 40 ng/L (LA GUERCHE et al., 2006). A baixa frequéncia de isolamento do P. rugulosum
nesta amostra corrobora com os resultados obtidos por Sage et al. (2002) e Serra et al. (2005),
em vinhedos da Franca e Portugal. Isolados de A. tubingensis também tém sido encontrados em
baixa frequéncia em vinhedos. Entretanto, na amostra de Touriga Nacional apenas morfotipos
caracterizados a niveis de género constituem-se de isolados Unicos dessa amostra, representados

por: Aspergillus sp5, Penicillium sp5, Penicillium sp12, Penicillium sp13 e Penicillium sp14.

4.1.2 Analise do componente principal das amostras de uvas viniferas

A analise de Componentes Principais (PCA) foi utilizada para se obter uma visualizagao

acerca da possivel relacdo existente entre as variedades de uvas viniferas e a incidéncia de
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isolados fungicos nessas amostras. A Figura 4 demonstra que dois componentes principais
foram responsaveis pela distingdo entre as amostras. O primeiro componente principal (PC1) e
0 segundo componente principal (PC2) descrevem 56,85 % e 33 %, respectivamente, da

variancia total dos dados.

Figura 4 — Andlise de componente principal (PCA) da diversidade fangica presente nas
amostras de uvas.
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Legenda — Syrah 1 (S1), Syrah 2 (S2), Tempranillo (Tp), Touriga Nacional (TN), Penicillium spl (4),
Penicillium sp9 (11), P. westlingii (16) e Aspergillus niger Agregado (26).
Fonte — Do autor (2018).

Os resultados apresentados na Figura 4 mostram agrupamentos formados entre as
variedades de uvas e as espécies fungicas relatadas. As associaces observadas foram entre as
amostras de uvas Syrah 1 (S1) e as espécies Penicillium spl (4), Penicillium sp9 (11) e P.
westlingii (16), que se apresentaram mais correlacionadas. Syrah 2 (S2), Tempranillo (Tp) e
Touriga Nacional (TN) associaram-se a espécie Aspergillus niger Agregado (26), exibindo
maior correlagdo. Todas as amostras de uvas apresentaram resultado semelhante as demais

espécies flngicas, as quais se aproximaram ao eixo zero, mostrando dessa forma expressividade
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pouco significativa na diferenciagdo do perfil das comunidades fungicas associadas as amostras
de uva.

Interessantemente, a analise de PCA mostra agrupamentos com associagfes entre as
amostras pertencentes a mesma vinicola, evidenciada pela associagdo entre S2, TN e Tp e a
espécie 26, como também na associagdo entre a amostra S1, e as espécies 4, 11 e 16. A amostra
S1 pertence a vinicola 1, enquanto as amostras S2, TN e Tp pertencem a vinicola 2, localizada
em municipios diferentes. Embora ambas vinicolas pertengam a mesma regiao (VSMSF), e por
isso também apresentam caracteristicas climaticas semelhantes, os resultados de colonizagédo
fangica divergem entre si. Amostras da mesma vinicola possuem correlagcdes anélogas entre as
espécies fungicas nelas encontradas, porém ao comparar vinicolas diferentes ndo se evidencia

nenhuma correlacéo.

4.1.3 Perfil metagendémico

Para a analise metagenémica, definiu-se as UTOs como grupos de sequéncias com 97
% de similaridade, parametro recorrente em analises desse tipo (TAYLOR et al., 2016). Foram
obtidas um total de 215 UTOs para todas as 4 amostras, sendo 117, 166, 35 e 87 para Syrah 1,
Syrah 2, Tempranillo e Touriga Nacional, respectivamente. O diagrama evidencia o
compartilhamento dessas UTOs nas amostras de uvas (FIGURA 5a).

Vérias UTOs foram detectadas exclusivamente para cada amostra, sendo 20 para Syrah
1, 46 para Syrah 2, 2 para Tempranillo e 8 foram exclusivos da Touriga Nacional.
Interessantemente, as amostras Syrah 1 e Syrah 2, embora tenham sido colhidas em vinhedos
diferentes, apresentaram mais UTOs em comum do que as outras comparagdes (Syrah 1 com
Tempranillo, 3 UTOs e Syrah 1 com Touriga N., 6 UTOs). Analogamente, Syrah 2 apresenta 7
UTOs em comum com Tempranillo e 19 com Touriga Nacional, evidenciando que uvas de
vinhedos distintos podem possuir um perfil microbiano mais proximo do que as pertencentes
ao mesmo vinhedo. Essa observacdo corrobora com o descrito por Setati e colaboradores
(2012), que aferiram existir maior heterogeneidade de espécies ao comparar amostras da mesma
unidade produtiva, do que a de vinhedos distintos.

Esses resultados sd@o distintos dos resultados encontrados pela caracterizagdo
morfoldgica (item 4.1.1), a qual aponta como mais similares as uvas oriundas do mesmo
vinhedo. Essa discrepancia pode estar relacionada com a técnica e com a quantidade de espécies

analisadas nas duas abordagens.
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Doze UTOs estdo presentes em todas as amostras, representadas pelas espécies:
Alternaria alternata, Aspergillus carbonarius, Cladosporium sp., Aspergillus japonicus,
Aspergillus niger, Aureobasidium pullulans, Penicillium citrinum, Bipolaris spicifera, Erysiphe
necator, Aspergillus melleus, Gymnostellatospora, Magnaporthe grisea.

Figura 5 — Caracterizacdo metagendmica de fungos filamentosos e leveduras nas amostras de
uvas viniferas.
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Legenda - a Diagrama de Venn das amostras de uvas viniferas. b Curvas de rarefacdo das amostras de
uvas viniferas.

Fonte — Do autor (2018).

A partir do perfil metagendbmico das amostras de fruto, foi gerada uma curva de
rarefacdo retratando o nimero de UTOs encontradas em relacdo ao nimero de sequéncias

obtidos pelo sequenciamento. Curvas de rarefacdo constituem-se de uma técnica Util para
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comparar comunidades de tamanho distinto, as amostras cujas curvas estejam mais elevadas no
eixo Y retratam, graficamente, maior diversidade. As curvas de rarefacdo tendem a aumentar
muito rapidamente logo no inicio, mostrando uma inclina¢éo que expressa que as espécies mais
comuns estdo sendo encontradas. No entanto, grande parte da diversidade ainda precisa ser
caracterizada. As curvas tendem, entdo, a diminuir sua inclinacdo, indicando sua reducdo da
caracterizacdo de novas UTOs (YOUSSEF; ELSHAHED, 2009). Tal fato evidencia que o
sequenciamento foi capaz de alcancar a majoritaria micodiversidade da amostra. Portanto, é
possivel observar neste resultado que a amostra Syrah 2 apresentou maior riqueza de UTOs em
relacdo as demais, seguidas das amostras Syrah 1, Touriga Nacional e, com menor, Tempranillo
(FIGURA 5b.).

A analise do mapa de calor (FIGURA 6) evidencia a prevaléncia inter-amostras dos
géneros. Apresentam-se géneros comumente associados aos frutos de uvas viniferas como
Alternaria, Aspergillus e Penicillium (GARCIA-CELA et al., 2015). Syrah 1 é a amostra que
possui  maior prevaléncia dos géneros Curvularia, Acremonium, Penicillium,
Paramycosphaerella, Cladosporium e Issatchenkia. Enquanto os géneros Ulocladium,
Saccharomycopsis e Campylocarpon predominam em Syrah 2. Interessantemente, Penicillium
também apresenta abundéncia significativa em Syrah 2, ou seja, aparentemente esse género
fangico esta mais associado a variedade Syrah.
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Figura 6 — Mapa de calor dos géneros de presentes nas amostras de uvas viniferas.
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Legenda — Mapa de calor para visualizagdo da abundancia relativa dos géneros encontrados nas
diferentes amostras de uvas analisadas.
Fonte — Do autor (2018).

A amostra Tempranillo apresenta maior incidéncia do que as demais dos géneros
Alternaria, Candida e Aureobasidium. Esse ultimo também denominado como levedura negra
é descrito como constituinte importante para as uvas saudaveis e capaz de inibir o crescimento
de fungos produtores de micotoxinas (FLEET, 2003). Esse género também foi reportado como
mais abundante nos frutos de vinhedos chineses (WEI et al., 2018).

Touriga Nacional apresenta maior abundancia de Aspergillus e Hanseniaspora. Esse
género de levedura foi reportado como capaz de sobreviver por tempo consideravel durante a
fermentacdo alcoolica em uvas Tinta Roriz (concentracdo 12,5 % v/v), e pode influenciar
positivamente o perfil aromatico de vinhos tintos (MOREIRA et al., 2011).

Foram construidas arvores filogenéticas com as UTOs classificadas a nivel de espécie
para as amostras de uvas viniferas do VSMSF e os resultados obtidos apresentam os seguintes
géneros de fungos: Aspergillus, Penicillium, Ulocladium, Curvularia, Erysiphe e Mortierella,
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além de géneros de leveduras como: Issatchenkia, Candida, Saccharomicopsis, Hanseniaspora

e o fungo leveduriforme Aureobasidium pullulans (FIGURA 7, 8, 9 e 10).

Figura 7 — Cladograma das UTOs classificadas a nivel de espécies presentes na amostra Syrah
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1. Clados em coloracdo vermelha demonstram ausé
Fonte — Do autor (2018).

ncia dos tdxons na amostra analisada.
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Figura 8 — Cladograma das UTOs classificadas a nivel de espécies presentes na amostra Syrah
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Figura 9 — Cladograma das UTOs classificadas a nivel de espécies presentes na amostra
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Figura 10 — Cladograma das UTOs classificadas a nivel de espécies presentes na amostra
Touriga Nacional.
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Fonte — Do autor (2018).

Somente duas espécies de Penicillium e trés espécies de Aspergillus foram identificadas
pela analise molecular, porém, pela caracterizacdo morfoldgica, foi encontrado maior nimero
de espécies pertencentes a estes géneros. Tal fato pode estar relacionado a auséncia de outras
espécies na base de dados utilizada pela analise de metagendmica, impossibilitando a
identificacdo de demais fungos. Outra possibilidade é que a similaridade das sequéncias obtidas
nos resultados com a base de dados utilizada para a comparagdo pela metagenémica pode
muitas vezes ser inconclusiva a niveis de espécie, género, familia e etc.

Micro-organismos encontrados somente pela abordagem molecular como as espécies:
Aspergillus ochraceopetaliformis, Penicillium sclerotiorum, Curvularia luneta, Curvularia

eragrostidis, Curvularia brachyspora, Ulocladium consortiale, Erysiphe necator, podem nao
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ter sido encontrados por meio de analise de identificacdo com caracterizacdo morfoldgica
devido a dificuldade da correta e precisa identificacdo da morfologia a nivel de espécie desses
fungos.

A presenca de fungos da Secéo Nigri com alta prevaléncia nas uvas ja foi reportada para
uvas Vitis labrusca oriundas do Vale do Sao Francisco (FERRANTI et al., 2018). Os resultados
encontrados no presente estudo expandem esses achados para Vitis vinifera. Além disso, a
incidéncia de fungos dessa secdo pode estar relacionada as altas médias de temperatura locais
(CHIOTTA et al., 2013).

Leveduras ndo Saccharomyces foram inicialmente consideradas indesejaveis na
vinificacdo devido seu isolamento em vinhos deteriorados (RANKINE, 1972). Porém,
posteriormente varios trabalhos investigaram os efeitos benéficos dessas leveduras nos vinhos,
especialmente nos estagios iniciais da fermentacdo, revisto por Comitini et al. (2011). O termo
ndo Saccharomyces engloba todas as leveduras que ndo se classificam como S. cerevisiae com
efeitos benéficos ao vinho. Dessa forma, agentes leveduriformes danosos ao vinho, como
Dekkera/Brettanomyces, ndo se enquadram nesse grupo (JOLLY, VARELA, PRETORIUS,
2014).

A levedura Candida stellata € uma levedura ndo Saccharomyces que foi descrita como
benéfica para a producgdo de vinhos e potencial co-inoculante, pois produz grandes quantidades
de enzimas extracelulares proteoliticas e pectinoliticas (STRAUSS et al., 2001). Normalmente
sdo encontradas em maior quantidade proximo ao inicio da fermentacdo e a medida que a
fermentacdo progride. C. stellata diminui em numero dando lugar as espécies de
Saccharomyces (WEI et al., 2018). Outra levedura ndo Saccharomyces bem descrita na
vinificagdo € Hanseniaspora uvarum, a qual também foi encontrada nos frutos analisados e
foram caracterizadas como importantes para a producdo de compostos volateis (VIANA et al.,
2009).

O fungo leveduriforme Aureobasidium pullulans apresenta pigmentagdo negra,
geralmente coloniza superficie de folhas e frutos, mas também ja foi descrito como enddfito.
Na vinificacdo € utilizado para produco de pectinases (MERIN et al., 2015) e -glicosidases,
as quais incrementam as caracteristicas dos vinhos (BAFFI et al., 2013).

Nas uvas, fracdo relevante dos compostos aromaticos estdo presentes como precursores
glicosidicos ndo volateis (HERNANDEZ-ORTE et al., 2009), e sua liberagdo durante o
processo de vinificagdo pode ser incrementada pela introducdo de outras cepas, ou de enzimas
purificadas (MAICAS, S., & MATEO, J. J., 2005). As enzimas [-glicosidases produzidas por

cepas ndao Saccharomyces foram relatadas como capazes de impactar o desenvolvimento do
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aroma varietal, contribuindo para a tipicidade do vinho (ROMO-SANCHEZ et al., 2013).
Assim, a caracterizacdo de cepas produtoras dessas enzimas no ecossistema nativo do vinho
configura-se como uma alternativa as formulag6es industriais. Nesse sentido, encontramos nas
uvas analisadas as leveduras Saccharomycopsis fibuligera, Saccharomycopsis vini e
Issatchenkia terricola. Em Saccharomycopsis fibuligera as p-glicosidases apresentaram maior
eficacia do que as produzidas por S. cerevisiae na liberacdo de terpenos aromaticos ligados a
sacarideos (RENSBURG. et al., 2005). Saccharomycopsis vini ja teve sua presenca reportada
em uvas e mosto (KURTZMAN 2011). Em outro estudo, Gamero e colaborades (2016)
aferiram o perfil de producdo de compostos aromaticos de leveduras e caracterizaram S. vini
como mais eficaz do que S. cerevisiae na producdo de dois ésteres etilicos (etil butirato e etil
isovalerato), moléculas associadas as notas frutadas (abacaxi ou mac¢d) (GAMERO et al., 2016).
Recentemente, o efeito das B-glicosidases de Issatchenkia terricola foi aferido para producéo
de vinho Cabernet Sauvignon, com aumento da liberacdo de norisoprendides e fendis,
resultando em um vinho com notas de frutas secas e sem comprometimento de sua coloracéo
(DE OVALLE etal., 2018).

5.1 Andlises da biodiversidade de fungos filamentosos nos solos dos vinhedos

5.1.1 Caracterizacdo morfoldgica de fungos filamentos isolados dos solos de vinhedos
Syrah

A caracterizacdo morfoldgica de fungos filamentosos isolados dos solos foi realizada
apenas nos vinhedos de variedade Syrah, com a finalidade de investigar a diversidade
micoldgica associada as duas diferentes vinicolas (amostra V1. solo da videira Syrah 1 e
amostra V2: solo da videira Syrah 2) abordadas neste trabalho. Um total de 188 fungos
filamentosos isolados das amostras de solo dos vinhedos, 0s quais pertencem aos géneros
Aspergillus, Penicillium, Cladosporium, Emericella e Fusarium, foram encontrados neste
trabalho. A micobiota mais comumente isolada, em ambas as amostras, foram Aspergillus,
Penicillium e Cladosporium, representando 63,83 %, 27,66 % e 5,85 %, respectivamente. A
maior diversidade de géneros encontrados por meio da analise morfologica foi pertencente a
amostra de solo do vinhedo 2 (V2), na qual obteve-se representantes de todos os géneros citados
(71,43 % de Aspergillus, 21 % de Penicillium, 5,04 % de Cladosporium, 1,68 % de Emericella

e 0,84 % de Fusarium). Porém, no vinhedo 1 (V1) ndo houve isolados de Fusarium e
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Emericella, apresentando apenas Aspergillus (50,72 %), Penicillium (39,13 %), Cladosporium
(7,25 %) e isolados do morfotipo sp3 (2,89 %, que ndo representam nenhum dos géneros
identificados) (GRAFICO 3).

Gréfico 3 - Percentual relativo de géneros por amostra de solo.
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Legenda — Porcentagem relativa dos géneros obtidos a partir de caracterizagcdo morfoldgica das amostras
de solos de cultivo de uvas analisadas.
Fonte — Do autor (2018).

Aspergillus, Penicillium e Fusarium foram os géneros dominantes isolados também a
partir de amostras de solo de vinhedos italianos situados no Monte Etna (Sicilia oriental)
(OLIVERI et al., 2016). Em solos de vinhedos de diferentes regiGes da Argentina, tais géneros
estiveram presentes, porém os prevalentes, em ordem decrescente, foram: Alternaria,
Aspergillus, Cladosporium, Penicillium, Ulocladium, Fusarium e Trichoderma (BARBERIS et
al., 2014). Componentes comuns da micobiota em ambientes de vinhedos, Aspergillus e
Penicillium sdo considerados fungos saprofiticos, onipresentes, cujos conidios sdo facilmente
distribuidos na atmosfera, principalmente pela movimentagdo do ar ao seu redor (SERRA et
al., 2006). Segundo Hocking et al. (2007) o manejo adequado da irrigacdo sobre a videira
minimiza o desenvolvimento de Aspergillus, através da manutencdo da umidade do solo em

niveis razoavelmente constantes.
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Os fungos do género Penicillium possuem uma gama diversificada de habitats,
incluindo o solo, sendo frequentes em regides temperadas (SERRA et al., 2006). Porém, esses
fungos foram também encontrados no VSMSF, o qual possui clima tropical semiarido e abriga
os vinhedos V1 e V2, analisados neste trabalho. O género Penicillium consistiu no segundo
maior percentual de isolados encontrados nas amostras de solos V1 e V2.

Cladosporium e Fusarium possuem ampla distribuicdo ambiental, podendo ocorrer
normalmente no ar, em superficies de plantas, detritos e solo (SERRA et al., 2006). Ambos
géneros podem prejudicar a satde da videira, com surgimento de podriddo do cacho ocasionada
por Cladosporium (BENSCH et al., 2015), ou causando murcha de videira originada por
Fusarium (GONZALEZ; TELLO, 2011). A distribuicio destes géneros nas duas amostras de
solos analisadas mostra a importancia do monitoramento dos vinhedos, afim de prevenir, por
adocdo de praticas agricolas adequadas, a presenca desses fungos também nas uvas.

O solo geralmente abriga diferentes fontes de carbono, &cidos organicos e carboidratos.
Este ambiente pode manter a temperatura e a umidade mais estaveis que as partes aéreas das
videiras, além de poder bloguear a radiacdo UV (LEVEAU; TECH, 2011). Por esses motivos,
0 solo pode se configurar como um habitat rico para diversas espécies de micro-organismos,
contribuindo para difundir muitas espécies de fungos para outros ambientes, como plantas e
frutos, através da dispersao de seus esporos com a movimentagdo de ar.

Na andlise dos resultados de caracterizacdo morfoldgica dos isolados presentes na
micobiota dos solos de cultivo dos dois vinhedos de Syrah estudados, as espécies Aspergillus
niger, A. niger Agregado, A. carbonarius, Penicillium citrinum e complexo Cladosporium
cladosporiodes foram identificadas em comum nas amostras (GRAFICO 4). Destas espécies A.
niger, A. carbonarius e P. citrinum apresentaram-se com percentuais relativamente elevados
em ambos vinhedos. Tais espécies representam potencial risco a esses ambientes, devido a
capacidade de producdo de micotoxinas em situacdes especificas de temperatura, umidade e

atividade de agua.
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Gréfico 4 - Percentual relativo de espécies por amostra de solo de cultivo de uvas.
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Legenda — Porcentagem relativa das espécies obtidas a partir de caracterizagdo morfologica de solos de
cultivo de uvas analisados. As espécies observadas em percentual < 1 % sdo descritas a
seguir: a Solo V1: A. tubingensis, Aspergillus spl, P. brevecompactum, Penicillium sp16,
Penicillium sp17, Penicillium sp22 e A. niger Agragado (1 %). b Solo VV2: A. calidoustus, A.
flavus, A. sydowii, Aspergillus sp6, Aspergillus sp9, Penicillium sp20 e Fusarium sp (1 %).

Fonte — Do autor (2018).

Das especies relatadas nos solos de cultivo dos vinhedos do presente estudo, muitas
pertencem ao género Aspergillus da Secdo Nigri, evidenciando que o aumento da frequéncia
dessas espécies em regides de climas mais quentes pode estar associado a capacidade de
sobrevivéncia prolongada destas espécies no solo, bem como a capacidade de adaptacéo a altas
temperaturas e baixa atividade de dgua (BATTILANI et al., 2006; LEONG; HOCKING; PITT,
2004). Estes mesmos resultados de grande incidéncia de espécies da Secdo Nigri nos solos de
cultivo correlacionam-se aos mesmos resultados apresentados nas amostras de uvas relatados

neste trabalho.

Segundo Kazi et al. (2003), A. carbonarius possui um nivel de temperatura de
sobrevivéncia maxima em solo de 25 °C e 0 aumento do teor de umidade nesse nicho diminui
sua sobrevivéncia. Os autores ainda relatam que apos a irrigacdo dos vinhedos a incidéncia de
A. carbonarius diminuiu, ao passo que a incidéncia retornou aos niveis anteriores quando o solo
foi seco. De acordo com essa informacao, a regido do VSMSF possui condigdes que permitem
0 crescimento dessa espécie, registrando temperaturas médias de 26 °C e promovendo irrigacdo
apropriada em seus vinhedos, justificando os resultados registrados no trabalho.
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Em seu trabalho, Oliveri et al. (2016) exibe resultados semelhantes aos encontrados
nesta analise para A. niger. Sua investigacdo acerca do papel da micobiota do solo e do ar na
contaminacdo das uvas de vinhedos italianos revelou que a presenca de uvas na fase inicial da
maturacdo influenciava positivamente a populacao de A. niger, tanto no solo quanto no ar. Isso
ocorre, provavelmente, devido a movimentacdo de ar que deposita esporos contidos no solo
sobre as uvas (KAZI et al., 2003). Outros estudos realizados em vinhedos da Australia também
evidenciaram que a principal fonte de in6culo de A. niger é o solo, vivendo em sua camada
superior como saproéfitas (LEONG et al., 2006; LEONG; HOCKING; SCOTT, 2007).

A maior concentracdo de A. niger e P. citrinum foi narrada também em solos de
vinhedos do VSMSF por Freire (2016), estando presentes em todas as amostras pesquisadas,
assim como consta nos resultados deste trabalho que reforca a informacdo que tais espécies
participam da micobiota terroir dos vinhedos do VSMSF. A. aculeatus também foram
encontrados em todas as amostras de solos de cultivo do VSMSF pelo mesmo autor, porém,
nesta pesquisa, apenas na amostra de solo V2 a espécie foi identificada em quantidade

expressiva.

Uma grande diferenca foi encontrada no nimero de espécies pertencentes a Secao Flavi
entre as regides de vinhedos de Syrah. Todos os isolados foram exclusivamente encontrados no
solo de cultivo V2 (13,44 %), e as espécies A. flavus, A. parasiticus e A. tamarii foram
identificadas dentro dessa secdo. Interessantemente, a amostra de solo V2 apresentou maior
diversidade e maior quantidade de isolados do género Aspergillus do que V1, a qual o género

Penicillium foi mais incidente, porém com espécies identificadas apenas a nivel de género.

Todos os isolados fungicos encontrados na Secdo Circumdati estavam nas amostras de
solo de cultivo dos vinhedos, principalmente em V2 (8,40 % do total de isolados da amostra),
entretanto, estes ndo foram identificados a niveis de espécie, sendo agrupados dentro da Secao
Circumdati em quatro morfotipos diferentes, de acordo com suas caracteristicas macro e
microscopicas. O baixo percentual encontrado para espécies desta se¢do assemelha-se aos
resultados de Oliveri et al. (2016) para Aspergillus da Se¢do Circumdati que identificou alguns
isolados apenas. Nos resultados de isolamento fungico para os frutos, essa se¢do ndo foi

significativa.

A maioria das espécies relatadas nos solos de cultivo dos vinhedos também foram
observadas nas respectivas amostras de uvas dos mesmos, estando de acordo com a hipotese de

que o solo seria um indculo inicial para as uvas (LEONG et al., 2006).
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A diversidade de micro-organismos capazes de se estabelecer no solo e colonizar as
uvas, caso encontre condigdes que favorecam o seu desenvolvimento, determinara tanto a satde
dos frutos quanto a variabilidade de micro-organismos que serdo introduzidos na vinicola,
afetando os processos de fermentacdo e maturacdo do vinho, por exemplo (BARATA,;
MALFEITO-FERREIRA; LOUREIRO, 2012). Isso demonstra que a adog¢do de medidas
preventivas que evitem o fornecimento das condi¢cbes minimas necessarias a colonizagdo das
uvas pelos esporos fangicos presentes no solo sdo fundamentais para a manutencao da sanidade

do vinhedo.

5.1.2 Analise de componentes principais do solo

A Tabela 3 apresenta a composicao fisico-quimica do solo de cultivo das vinicolas V1 e
V2.



Tabela 3 — Composicéo fisico-quimica dos solos de cultivo dos vinhedos V1 e V2.
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Macronutrientes

Micronutrientes

mg/dm3 cmol/dm3 mg/dm3 dag/kg

Solo pH Na P K Mg Ca Al Fe Mn Cu B S M.O.*
Textura

V1 o 7.2 - 701 136,18 1,9 9,42 0 1401 73,16 162 0,18 1,34 1,59
média
Textura

V2 i 7.2 - 596,28 491,02 5,11 787 0,14 0,94 2456 9286 994 066 3566 4,01
média

* Matéria organica

Fonte - Dados fornecidos pelo Laboratorio de Analise de Fertilidade do Solo da UFLA (2017).
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Figura 11 - Andlise de componente principal (PCA) da diversidade de fungos filamentosos e a

composigdo fisico-quimica dos solos de cultivo de dois vinhedos de uvas Syrah (V1 e V2).
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Legenda - a) Diversidade de fungos filamentosos. Aspergillus niger Agregado (1), A. japonicus (4), A.
niger (5), A. carbonarius (6), A. aculeatus (17), Penicillium citrinum (24) e Penicillium sp18
(33) b) Composicdo fisico-quimica. Vinicola 1 (1), vinicola 2 (2), célcio (Ca), potassio (K)
e fosforo (P).

Fonte — Do autor (2018).
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A Figura 11a mostra a incidéncia de espécies fungicas nas amostras de solos V1e V2 e
a possivel presenca expressiva de alguma dessas espécies sobre uma das amostras de solos de
cultivo dos vinhedos (V1 e V2) analisados. A relacdo de ocorréncia maior ou menor de alguma
espécie sobre os solos V1 e V2 é explicada, principalmente, por uma componente principal
(PC1), a qual explica 87,99 % da variancia total, para as amostras de solo. As associagdes
observadas entre as espécies encontradas e as amostras V1 e V2, mostram a maior incidéncia
das espécies Aspergillus japonicus (4), A. carbonarius (6) e Penicillium sp18 (33) em V1 e
Aspergillus niger Agregado (1), A. niger (5), A. aculeatus (17), Penicillium citrinum (24) em
V2. As demais espécies flngicas associadas proximas ao eixo 0, apresentaram comportamento
semelhante e ndo foram correlacionadas em maior grau com alguma amostra de solo de cultivo.

A composicdo fisico-quimica dos solos das vinicola 1 e 2 é apresentada na Figura 11b,
na qual é possivel observar que o nutriente calcio (Ca) é mais associado a vinicola 1 (1) e a
presenca dos minerais potassio (K) e fosforo (P) estdo mais relacionados com a amostra da
vinicola 2 (2). Os demais componentes do solo analisados ndo demonstram fortes associagdes
com V1ou V2.

Houve maiores associac@es entre aamostra V2 e as espécies Aspergillus niger Agregado
(1), A. niger (5), A. aculeatus (17) e Penicillium citrinum (24). Esse fato pode estar relacionado
a elevada presenca dos minerais fésforo (P) e potéssio (K) encontrados no solo de cultivo da
vinicola 2, os quais podem exercer influéncia sobre as espécies associadas a amostra. Na
amostra V1 a presenca de Aspergillus japonicus (4), A. carbonarius (6) e Penicillium sp18 (33)
foi maior e a incidéncia dessas espécies pode estar relacionada com o mineral célcio, presente
em maior quantidade no solo de cultivo da vinicola 1.

A microbiota associada ao solo tem sido conhecida como determinante, ndo apenas para
as propriedades quimicas e nutricionais dos solos, mas também para influenciar as boas
condicdes fitossanitarias e produtividade da videira. Além disso, trabalhos recentes descrevem
0 microbioma do solo como reservatério da microbiota associada a videira e contribuem para
as propriedades sensoriais dos vinhos (BELDA et al., 2017). Portanto, saber mais sobre as
condi¢des microbioldgicas e nutritivas do vinhedo permite ao viticultor pensar na reducéo de

tratamentos quimicos e executa-los apenas quando sdo necessarios.
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5.1.3 Metagendmica de solos de vinhedos

Os solos dos vinhedos (V1 e VV2) foram analisados através da amplificacdo da regido
ITS1 do RNAr. Foram encontradas 703 UTOs, quantidade expressivamente maior do que nos
frutos. Essa maior riqueza de espécies encontradas no solo ja foi relatada em outros vinhedos
(ZARRAONAINDIA et al., 2015). Desse total, 250 UTOs estéo presentes em ambos vinhedos,
121 somente no V1 e 332 somente no V2 (FIGURA 12a). A curva de rarefacdo evidencia o
maior numero de espécies observadas na amostra V2 do que na V1. Além disso, pode-se
observar que as curvas se encerram ainda com inclinacgéo positiva (FIGURA 12b), indicando
gue um sequenciamento de maior nimero de pares de bases poderia revelar ainda mais UTOs.

Figura 12 — Caracterizacdo molecular da comunidade fungica das amostras de solos.
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N° de sequéncias por amostra

Legenda - a) Diagrama de Venn das amostras de solo de cultivo de dois vinhedos de Syrah. b) Curva de
rarefacdo das amostras de solo de cultivo de dois vinhedos de Syrah.
Fonte — Do autor (2018).
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A classificacdo taxondmica das UTOs encontradas revelou predominio do filo
Ascomycota em ambos vinhedos (FIGURA 13a,b). Isso vai de encontro ao reportado em outros
trabalhos onde foi analisada a diversidade fungica em vinhedos (DAVID et al., 2014; TAYLOR
etal., 2014). A classe Dothideomycetes também se mostrou predominante em ambas amostras,
seguida por Sordariomycetes e Eurotiomycetes, panorama semelhante ao encontrado em outro
estudo que avaliou a micodiversidade em vinhedos portugueses (PINTO et al., 2015).
Curiosamente, ambos vinhedos também apresentaram majoritariamente as ordens Pleosporales
e Dothideales em proporcdes similares. Esses resultados estdo alinhados com o que foi relatado
por Hofstetter e colaboradores (2012), os quais encontraram predominancia da ordem
Pleosporales em videiras jovens e adultas. Também foi observada correlacéo entre a presenca
de Dothideales e a idade da videira (HOFSTETTER et al., 2012). Na ordem Eurotiales os
géneros mais presentes foram Aspergillus e Penicillium, fungos os quais ja foram reportados
em outros trabalhos de metagendmica de vinhedos (BOKULICH et al., 2014; PINTO et al.,
2015).

Na amostra V1, a principal UTO encontrada foi classificada como Alternaria alternata
(FIGURA 13a), um fungo tipicamente encontrado em vinhedos (GHNAYA-CHAKROUN et
al., 2014). Ao passo que em V2 a principal UTO encontrada foi Phaeosphaeria pontiformis
(FIGURA 13b).
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Figura 13— UTOs classificadas a nivel de espécie em amostras de solo de cultivo dos
vinhedos Syrah (V1e V2).
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Legenda — Arvore filogenética com as espécies encontradas em amostras de solo dos dois vinhedos. a)
Amostra V1. b) Amostra V2.
Fonte — Do autor (2018).
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6.1 Capacidade toxigénica de espécies potencialmente produtoras de ocratoxina A,

aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 e citrinina

As espécies dos géneros Aspergillus e Penicillium, isoladas das uvas viniferas e do solo
de cultivo destas uvas, foram testadas quanto a producéo de OTA, citrinina e aflatoxinas B1,

B2, G1 e G2. Os resultados estdo apresentados na Tabela 4.



Tabela 4 - Espécies fungicas isoladas de uva vinifera e solo de cultivo potencialmente toxigénicas.

Syrah 1 Syrah 2 Tempranillo Touriga N.
Espécie/Micotoxina
uva solo uva solo uva uva
A. flavus (Afla - B1, B2) 10(10) 0(0) 11(11) 1(1) 61(61) 3(3)
A. parasiticus (Afla-B1, B2, G1,
0(0) 0(0) 0(0) 2(2) 0(0) 0(0)
G2)
P. citrinum (citrinina) 0(0) 9(9) 8(8) 20(20) 9(9) 0(0)
P. sp secdo Citrina (citrinina) 2(0) 3(0) 0(0) 0(0) 0(0) 9(0)
A. carbonarius (OTA) 7(7) 11(11) 3(3) 6(6) 6(6) 12(12)
A. niger (OTA) 4(0) 14(0) 53(0) 23(1) 47(2) 41(0)
A. niger Agregado (OTA) 3(0) 1(0) 20(0) 15(0) 16(0) 19(0)
A. sp 7 se¢do Circumdati (OTA) 0(0) 0(0) 0(0) 6(6) 0(0) 0(0)
A. sp 8 secdo Circumdati (OTA) 0(0) 0(0) 0(0) 2(2) 0(0) 0(0)

Numero total de isolados (nimero de isolados toxigénicos)

Fonte — Dados obtidos pela autora (2018).
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Dos 231 fungos avaliados pertencentes as espécies da Secdo Nigri isolados das uvas,
apenas 12,99 % apresentaram producdo de OTA, enquanto que dos 70 fungos isolados dos solos
de cultivo das amostras de Syrah 1 e Syrah 2, 25,71 % foram produtores de OTA. A presenca
de especies da Secdo Nigri tem grande importancia, uma vez que sdo os principais produtores
de ocratoxina A e sua presenca nas uvas, junto com as condi¢cdes ambientais ideais, possibilita
que esses fungos produzam a toxina, colocando em risco a satde do consumidor final (VARGA,;
KOZAKIEWICZ, 2006).

Todos os Aspergillus carbonarius presentes tanto nas amostras de uvas quanto nas
amostras de solos de cultivo foram produtores de OTA. Apesar dos isolados de Aspergillus
niger serem os mais frequentes entre as espécies da mesma secao, tais fungos exibiram 1,38 %
e 2,70 % de produtores de ocratoxina A respectivamente, na variedade de uva Tempranillo e
no solo de cultivo V2 avaliados. Nenhum dos 74 isolados de A. niger Agregado foi produtor de
OTA, resultado que se assemelha ao descrito em solos de vinhedos Argentinos, onde nenhum
membro da mesma espécie foi produtor (BARBERIS et al., 2014). Quanto as demais espécies
pertencentes & Se¢do Nigri isoladas neste trabalho, A. japonicus, A. aculeatus, A. tubingensis,

ndo exibiram capacidade para a producéo desta micotoxina.

Embora a colonizacdo das uvas e do solo seja predominantemente por A. niger em
relacdo aos A. carbonarius, estes Ultimos demandam maior atencdo por apresentarem maior
capacidade de producdo de OTA na maioria dos casos de colonizacao, principalmente quando
as condicdes para a producdo da micotoxina estejam favoraveis, ou seja, temperaturas mais
amenas (15 °C) e atividade de agua de 0,99 (PASSAMANI et al., 2014).

Fungos produtores de OTA foram identificados em diversos vinhedos de paises
tradicionalmente produtores de vinho como Espanha (BELLI et al., 2006), Argentina
(PONSONE et al., 2007), Franca (DACHOUPAKAN et al., 2009) e Italia (LUCCHETTA et
al., 2010). Neste altimo, Lucchetta e colaboradores (2010) avaliaram uvas cultivadas nas
regides norte, central e sul da Italia, identificando A. carbonarius principalmente nas uvas
produzidas na regido sul, enquanto que nas regides central e norte do pais o A. niger foi
predominante. As uvas provenientes da regido sul apresentaram maiores contaminacfes e
concentragdes por OTA, diferentemente das demais regides, em que 0s niveis de OTA
encontrados foram baixos. Os autores correlacionam a incidéncia dessas espécies a fatores

climéticos, os quais influenciam, consequentemente, a producdo da micotoxina nas uvas.
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Perrone et al. (2006) reforcam os resultados encontrados por Lucchetta et al. (2010), afirmando
que a OTA é produzida em maiores quantidades por A. carbonarius do que por A. niger, assim

como consta nos resultados obtidos no presente trabalho.

Em nenhuma amostra de uva houve isolamento de fungos pertencentes a Sec¢édo
Circumdati. Apenas na amostra de solo V2, foi observada a incidéncia de duas espécies ndo
identificadas, porém pertencentes a esta secéo, foram relatadas e produziram OTA em 100 %
dos seus isolados. De acordo com Bau e colaboradores (2005a), as espécies da Secéo
Circumdati, produtoras de OTA, ndo sdo relevantes devido a sua baixa ocorréncia em uvas, fato

este que reforca os resultados encontrados.

A citrinina foi produzida somente por Penicillium citrinum isolados das amostras de
solo V1 e V2 e das uvas Syrah 2 e Tempranillo. Os demais fungos da Sec¢do citrina ndo

produziram a toxina e estiveram presentes em baixo percentual nas amostras.

A colonizacdo das amostras por espécies aflatoxigénicas foi muito observada,
principalmente na amostra Tempranillo que apresentou varios isolados de A. flavus, todos
produtores de aflatoxina B1 e B2. A producdo dessas toxinas também foi notada nos demais A.
flavus presentes em todas as outras amostras. Apenas 2 Aspergillus parasiticus produtores de
aflatoxina B1, B2, G1 e G2 foram isolados de uma amostra de solo (V2), o que representa a

baixa representatividade desta espécie micotoxigénica nas amostras.

7 CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo, a diversidade de fungos presentes em uvas viniferas e solos de cultivo de
dois vinhedos do VSMSF foram estudados por técnicas classicas de caracterizacdo morfoldgica
taxonbmica e por sequenciamento de segunda geracdo, o que permitiu a identificacdo de
géneros e muitas espécies dominantes nas amostras de uvas e solos analisados. Este trabalho é
0 primeiro estudo a aplicar essa tecnologia molecular na pesquisa de vinicolas da regido do
VSMSF, no Nordeste brasileiro, com o objetivo de avaliar a micobiota dos vinhedos analisados.
Tal investigacdo acerca da diversidade de fungos de vinicolas dessa regido é util para
caracterizacdo do terroir desses vinhedos, contribuindo assim para elucidar os fatores

bioldgicos, naturais do Vale, podendo, consequentemente, diferencia-lo das demais regifes



85

vitivinicultoras do pais. Dessa forma, poder-se-a colaborar com a estruturacdo da designacgéo

de Denominacéo de Origem para os vinhedos do VSMSF.

Os resultados encontrados neste trabalho mostraram que a maioria das espécies relatadas
nas amostras de uvas também foram observadas nas respectivas amostras de solos de cultivos
dos vinhedos das mesmas, além disso houve elevada incidéncia de Aspergillus pertencentes a
Secdo Nigri em todas as amostras, corroborando com resultados de estudos realizados em
regides com clima semelhante. A espécie A. carbonarius representou a principal fonte de OTA
nas uvas e solos de cultivo do VSMSF, confirmando estudos anteriores que afirmam ser este o
principal fungo responsavel pela contaminacdo de uvas por OTA no VSMSF. Porém, estes
resultados ndo séo conclusivos para confirmarem a presenca de OTA nas uvas e nos vinhos
produzidos a partir destas, embora sirvam de auxilio no monitoramento de potenciais riscos

para o vinhedo e contribuir na prevencdo e controle desses fungos toxigénicos.

Tanto o método tradicional quanto o independente de cultivo podem auxiliar na
identificacdo da micobiota das amostras. Através dos dois métodos foi possivel observar alguns
resultados semelhantes, principalmente no que diz respeito as amostras de uvas viniferas, em
gue maiores porcentagens de fungos do género Aspergillus, principalmente da Secdo Nigri,
foram relatados nas amostras em ambas abordagens. Adicionalmente, as amostras de solo de
cultivo do vinhedo V2 apresentou maior diversidade em relagéo a amostra V1, fato confirmado
pela analise molecular. Entretanto, houve também resultados distintos entre as analises, uma
vez que a técnica de metagenémica apontou maior semelhanca entre as variedades das uvas
analisadas, enquanto a caracterizacdo morfoldgica mostrou mais similaridade entre as uvas

oriundas do mesmo vinhedo.

As técnicas de identificacdo de micro-organismos abordadas neste estudo possibilitaram
uma melhor compreensédo acerca dos micro-organismos que compdem a comunidade fangica
de vinhedos pertencentes a duas vinicolas localizadas no VSMSF, segunda maior regido
produtora de vinhos finos no pais. Tais informacdes elucidaram ainda mais a questdo de como
essa diversidade de micro-organismos pode interferir nas uvas e também no produto final.
Portanto, a continuidade de estudos com o monitoramento da comunidade microbiana dessas
areas € importante para que se possa descobrir novas espécies, ou mesmo certificar que os
mesmos micro-organismos estao se desenvolvendo nesses vinhedos, contribuindo, dessa forma,

no esclarecimento sobre a identidade dos vinhedos, bem como o papel que a comunidade
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microbiana expressa nos vinhos da regido e, assim, possibilitar tracar técnicas e planejamentos
agricolas almejando sempre o bom resultado das colheitas e produtos elaborados com alta
qualidade.

Vale ressaltar, dentre todas consideragdes, que este estudo se configura como pioneiro
em avaliar a microbiota terroir de vinhedos tropicais da regido do VSMSF por meio de técnicas
dependentes e independentes de cultivo de micro-organismos, aumento o0 conhecimento da

diversidade fungica e servindo de base para estudos posteriores nessa area.

8 CONCLUSOES

Algumas espécies foram identificadas somente por caracterizacdo morfoldgica nas uvas
viniferas, tais como Aspergillus japonicus, A. aculeatus, A. flavus, Penicillium rugulosum, P.
westlingii, e nos solos de cultivo A. japonicus, A. aculeatus, A. tamarii e Emericella nidulans.
Pelo método molecular de metagendmica foi possivel identificar os fungos Aspergillus
ochraceopetaliformis, Penicillium sclerotiorum, Curvularia luneta, Curvularia eragrostidis,

Curvularia brachyspora, Ulocladium consortiale, Erysiphe necator.

Através dos resultados de andlise estatistica de PCA observamos uma grande diferenca
na quantidade de fosforo e potassio nos solos avaliados, sendo relacionados em maiores
quantidades ao solo do vinhedo 2. Possivelmente estes nutrientes sdo fatores relevantes na
maior ocorréncia das espécies Aspergillus niger Agregado, A. niger, A. aculeatus, Penicillium
citrinum no solo de cultivo do vinhedo 2. A maior presenca de célcio no solo de cultivo da
vinicola 1 também pode ter influenciado na incidéncia das espécies Aspergillus japonicus, A.
carbonarius e Penicillium sp18, que apresentaram maior associa¢do com a amostra de solo do
vinhedo 1.

Entre os dois vinhedos de uvas Syrah estudados percebemos maior diversidade de
espécies encontradas no vinhedo 2 em compara¢do com o vinhedo 1 e o predominio do filo
Ascomycota e a classe Dothideomycetes em ambos os vinhedos. Além disso o0s vinhedos
apresentaram majoritariamente as ordens Pleosporales e Dothideales em proporcgdes similares.
As analogias presentes nos vinhedos mostram a grande semelhanca entre ambos, tal fato pode
estar relacionado as caracteristicas climaticas bem proximas dos vinhedos pertencentes a

municipios que comp&em a regido do VSMSF.
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