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RESUMO

As uvas sdo susceptiveis a contaminagdo por microrganismos presentes no ambiente de
cultivo e, a presenca desses organismos podem influenciar na qualidade final do produto.
Por isso, é de grande importancia o estudo da microbiota, a fim de caracterizar de forma
mais abrangente os microrganismos associados as vinhas, além de se ter uma visdo das
caracteristicas que eles acabam determinando para o produto final, por meio da sua
interacdo com a videira, com a baga e, consequentemente o vinho. Nesse sentido o
presente trabalho tem como objetivo avaliar a presenca dos fungos filamentosos,
leveduras e bactérias encontrados nas uvas da variedade Syrah, Sauvignon blanc,
Cabernet sauvignon e solo do vinhedo da regido Mogiana do Espirito Santo do Pinhal em
Sédo Paulo além de correlacionar com as caracteristicas fisico-quimicas do solo através de
analise de componentes principais (PCA). As analises foram realizadas pela técnica de
diluicdo seriada até total esgotamento em meio de cultivo DRBC para fungos
filamentosos, YEPG para leveduras e Agar nutriente, MRS e GYC para analise de
bactérias. Os microrganismos isolados foram identificados morfologicamente e pela
técnica de MALDI-TOF. Os resultados obtidos mostram que dentre 0s microrganismos
identificados os que apresentaram a maior populagdo nas uvas foi Cladosporium
cladosporioides complexo (5,3x10%) e (4,0x10%) na variedade Syrah 1 e 2
respectivamente, além de Aureobasidium pullulans (8,5x10%) (2,8x10%). Pseudomonas
oryzihabitans (6,5x10%) e Arthrobacter sulfonivorans (6,5x10%) apresentaram a maior
populagdo na variedade Syrah 1, Micrococcus luteus (2,0x10%) na Syrah 2. Na variedade
Cabernet sauvignon P. brevicompactum (5,5x10%), Staphylococcus warneri (1,4x10°%) e
Sporobolomyces sp (6,0x102), na Sauvignon blanc P. implicatum (3,3x10%), Micrococcus
luteus (1,0x10%), Sporobolomyces sp (1,6x10%). Nas amostras de solo Syrah 1 e 2
apresentaram predominio dos grupos P. brevicompactum (1,0x10*) e Fusarium sp
(1,2x10%) respectivamente, bactérias do Morfotipo 4 (6,5x10%) na Syrah 1 e Enterobacter
cloacae (1,5x10°) na Syrah 2. Cladosporium cladosporioides complexo (7,8x10%) e
(4,8x10%), Arthrobacter sp (5,4x10°% e Lysinibacillus fusiformis (4,4x10%) no solo
Cabernet sauvignon e Sauvignon blanc respectivamente. Foi possivel obter uma
caracterizacdo da diversidade microbiana dentro dos limites da técnica utilizada,
ressaltando a importancia de obter o conhecimento dessa microbiota, pois a partir dela
sera possivel obter dados que indiquem os fatores que favorecem o desenvolvimento das
caracteristicas desejaveis nas uvas e consequentemente na producao dos vinhos da regiao.

Palavras-chave: Uva. Solo. Diversidade. Microrganismos



ABSTRACT

Grapes are susceptible to contamination by microorganisms present in the cultivation
environment and the presence of these organisms can influence the final quality of the
product. Therefore, it is of great importance to study the microbiota, in order to more
comprehensively characterize the microorganisms associated with vines, in addition to
having a view of the characteristics that they end up determining for the final product,
through their interaction with the vine, with the berry and, consequently, the wine. In this
sense, the present work aims to evaluate the presence of filamentous fungi, yeasts and
bacteria found in grapes of the Syrah, Sauvignon blanc, Cabernet sauvignon variety and
vineyard soil in the Mogiana region of Espirito Santo do Pinhal in Sdo Paulo, in addition
to correlating with the physicochemical characteristics of the soil through principal
component analysis (PCA). The analyzes were performed by the serial dilution technique
until total exhaustion in DRBC culture medium for filamentous fungi, YEPG for yeast
and Nutrient Agar, MRS and GYC for analysis of bacteria. The isolated microorganisms
were identified morphologically and by the MALDI-TOF technique. The results obtained
show that among the microorganisms identified, those with the highest population in the
grapes were Cladosporium cladosporioides complex (5.3x10%) and (4.0x103) in the Syrah
1 and 2 variety respectively, in addition to Aureobasidium pullulans (8.5x10?) (2.8x10?).
Pseudomonas oryzihabitans (6.5x10%) and Arthrobacter sulfonivorans (6.5x10%) had the
highest population in the variety Syrah 1, Micrococcus luteus (2.0x10%) in Syrah 2. In the
variety Cabernet sauvignon P. brevicompactum (5.5x10%), Staphylococcus warneri
(1.4x10%) and Sporobolomyces sp (6.0x10?), on Sauvignon blanc P. implicatum (3.3x10%),
Micrococcus luteus (1.0x10%), Sporobolomyces sp (1.6x102). In soil samples Syrah 1 and
2, P. brevicompactum (1.0x10%) and Fusarium sp (1.2x10%), respectively, were
predominant, Morphotype 4 bacteria (6.5x10%) in Syrah 1 and Enterobacter cloacae
(1.5x10%) in Syrah 2. Cladosporium cladosporioides complex (7.8x10%) and (4.8x10%),
Arthrobacter sp (5.4x10°) and Lysinibacillus fusiformis (4.4x10°) in Cabernet sauvignon
and Sauvignon blanc soil respectively. It was possible to obtain a characterization of the
microbial diversity within the limits of the technique used, emphasizing the importance
of obtaining the knowledge of this microbiota, because from it will be possible to obtain
data that indicate the factors that favor the development of desirable characteristics in the
grapes and consequently in the production. of the region's wines.

Keywords: Grape. Ground. Diversity. Microrganisms
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

A variedade Vitis vinifera L. é uma planta de cultivo economicamente importante
cultivada em diferentes partes do mundo com diferentes caracteristicas climaticas. As regies
de clima temperado séo consideradas tradicionais na producao de vinhos, enquanto as de clima
sub-tropical e tropical séo recentes e vém se destacando na producédo de vinhos de qualidade.
No Brasil a regido sudeste iniciou o cultivo de uvas viniferas em 2007 e a produgdo dos
primeiros vinhos em 2010, com a implementacao do sistema de dupla poda (EPAMIG, 2021),
gue permitiu a obtencdo de uvas no inverno. Apesar de recente, a produgdo de vinhos com
qualidade reconhecida e premiados ja vem ocorrendo. Entretanto, estudos sobre a diversidade
de microrganismos nesses vinhedos e como a presenca desses microrganismos podem
influenciar a tipicidade do produto final, ainda séo escassas.

O avango da vitivinicultura no Brasil, esse avango do setor tem despertado o interesse
sobre a diversidade nas uvas de fungos filamentosos, levedura e bactérias, principalmente no
aspecto relacionado a presenca dos microrganismos que podem levar a perdas econémicas
significativas, reduzindo a qualidade do produto final. Alguns fungos filamentosos podem
modificar a composic¢do quimica das uvas, alterando o sabor, odor e cor dos vinhos. (EINLOFT,
2012).

As leveduras apresentam uma densidade populacional que varia entre 10%e 10* UFC.g -
1, em uvas sis (SETATI et al., 2012) e quando danificadas 10° a 108 UFC.g-1 devido a maior
disponibilidade de nutrientes (BARATA et al., 2008; BARATA et al., 2012), j& as bactérias
laticas, ao contrario do que acontece com as leveduras, é fracamente afetada pelo estado de
maturac&o da uva, variando entre as 10 e 10° UFC.g -1, em uvas s&s e danificadas (BAE et al.,
2006; BARATA et al., 2012), possuem papel importante na produgdo de aromas durante a
vinificacéo.

As bactérias acéticas respondem de maneira contraria as laticas, uma vez que sao
fortemente afetadas pelo estado de maturacdo da uva (BARATA et al., 2012). Em uvas s&s e
maduras, é possivel encontrar uma populacdo com cerca de 10 UFC.g. e quando apresentam
injarias chega a atingir aproximadamente 106 UFC.g-1 (BARBE et al., 2001). A presenca destes
microrganismos deve ser controlada uma vez que transformam o alcool em &cido acético,

conferindo sabor de vinagre ao vinho.
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Os microrganismos presentes na uva na fase final de maturagdo desempenham um papel
importante, uma vez que eles atuam de diferentes maneiras durante o processo de vinificacao,
tanto positiva como negativa (BARATA; MALFEITO-FERREIRA; LOUREIRO, 2012).

Nesse sentido, o presente trabalho teve como objetivo avaliar diversidade de
microrganismos presentes nas amostras de uva Syrah 1 e 2 cultivadas em ambientes diferentes,
Cabernet Sauvignon, Sauvignon Blanc e no solo de cultivo, auxiliando no entendimento de
como 0S microrganismos presentes nesse ambiente poderiam influenciar na qualidade dos

vinhos produzidos nessa regiéo.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Vitivinicultura no Brasil

No ano de 2021 o Brasil possuia uma area de plantio de videiras de aproximadamente
74.993 hectares, apresentando um aumento de 0,1% em relacdo ao ano anterior. A regido que
apresenta a maior producdo esta localizada no sul do pais, sendo o Rio Grande do Sul o estado
que responde por cerca da metade da producdo nacional da fruta, representando cerca de
54,63% da producao brasileira (KIST, 2021).

De acordo com o IBGE (2021) em um levantamento sistematico de fevereiro, mostrou
gue houve um incremento expressivo da producéo de 13%, sendo 19% correspondente ao Rio
Grande do Sul, 15% para Pernambuco e 9% na Bahia. A producdo de uvas no Brasil no ano de
2021, foi de 1.602.235 toneladas, com uma produtividade de 21.708 kg/ha, um amento de
10,93% em relacdo ao ano anterior. Os principais estados produtores como Rio Grande do Sul
16%, Pernambuco 13,25% e Bahia 8,16% tiveram um aumento na safra 2021, ja Santa Catarina,
Sao Paulo e Parana apresentaram uma queda 2021 de -8,5% -1,04%, -0,9% respectivamente,
sendo Santa Catarina com o maior indice negativo, esse fato foi em decorréncia de problemas
climaticos (Tabela 1) (KIST, 2021).
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Tabela 1 - Producdo nacional de uvas (toneladas) em 2018, 2019, 2020 e 2021

Estado\Ano 2018 2019 2020 2021
Rio Grande do Sul 823.695 667.018 735.356 875.441
Pernambuco 426.392 456.080 338.837 390.603
Sao Paulo 138.055 149.064 148.919 147.359
Santa Catarina 58.261 58.975 60.388 55.255
Parana 57.039 53.396 57.556 57.000
Bahia 60.524 71.939 45.342 49.373

Fonte: IBGE/PAM 2021 **IBGE/LSPA Fevereiro de 2021.

No ultimo triénio as uvas destinadas ao processamento tiveram uma queda na producao.
As uvas destinadas ao processamento de vinho, suco e derivados em ambito nacional ficou em
torno de 698.045 milhGes de quilos em 2019, representando 48,28% da producdo nacional de
uvas, o resto da producdo que equivale a 51,72% foi destinado ao consumo in natura (Tabela
2).

Tabela 2 - Producéo de uvas para processamento e para consumo in natura, no Brasil, em
toneladas de 2017/2019

Discrimagéo/Ano 2017 2018 2019
Processamento 818.783 818.287 698.045
Consumo in natura 861.237 773.955 747.660
Total 1.680.020 1.592.242 1.445.705

Fonte: IBGE; Elaboracgdo: Loiva Maria Ribeiro de Mello - Embrapa Uva e Vinho (2019)

Antes de se obter essa alta produtividade, a regido sudeste teve dificuldades iniciais para
0 estabelecimento do plantio das variedades viniferas, principalmente devido a decorréncia do
ciclo normal de brotamento, amadurecimento e colheita das uvas. No hemisfério sul (Figura 1),
a poda ocorre no inverno, durante o repouso da videira (abril - julho) e a colheita ocorre no
verdo (janeiro - marco). No entanto, neste periodo, no Brasil ocorre a estacdo de chuvas, o que
atrapalha o amadurecimento das uvas utilizadas na fabricacdo de vinhos. Devido a essas
circunstancias foi necessario alterar o ciclo da videira, ou seja, a uva foi induzida a mudar suas
etapas de crescimento, amadurecimento e colheita, por meio da realizacdo de duas podas, uma
em agosto e a outra em janeiro. A dupla poda permite a formagdo de ramos produtivos e a
eliminacdo de alguns cachos. Com isso, a planta muda seu ciclo, comec¢ando a brotar em

fevereiro, a florescer em marco e inicia a formacdo dos cachos em abril, sendo a colheita



14

realizada no inverno. Essa mudanca na inversdo do ciclo da videira faz com que os frutos sejam
colhidos no inverno, o que traz beneficios para o fruto.

Na regido sudeste 0s dias sdo secos e quentes e as noites sdo frias, ou seja, observa-se
uma grande amplitude térmica diéria, o que favorece o lento amadurecimento da uva, a fixagéo
de aromas e 0 acumulo de polifendis que sdo essenciais para a estrutura e a longevidade do
vinho. Como no periodo de colheita, ndo ocorrem chuvas, isso faz com que se consiga uma
excelente concentracdo de acucar em decorréncia de um completo amadurecimento fendlico

(MOTA et al., 2010).

Figura 1 - Ciclo da videira no hemisfério sul
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Figura 2 - Ciclo invertido da videira na regido Sudeste
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2.2 Uvas viniferas cultivadas na regido de Sdo Paulo

2.2.1 Syrah

A uva Syrah é uma das variedades mais cultivadas e seus vinhos sdo caracteristicos por
seu aroma e buqué. Sua origem é relatada como sendo de Schiraz, na Pérsia, no entanto, outras
referéncias citam que pode ser nativa de Vila Siracusa, na Sicilia. Independente de sua origem,
a variedade Syrah é cultivada na Franca e sua existéncia é relatada desde a época de Cristo. Seu
cultivo expandiu-se para outros paises, sendo hoje a variedade de uva vinifera mais plantada no
mundo. Chegou ao Rio Grande do Sul em 1921, oriunda de vinhedos da Vila Cordélia, em S&o
Paulo, mas ndo foi adiante por néo ter éxito nos vinhedos daquele estado. Posteriormente,
comegou a ser plantada comercialmente em Santana do Livramento, na Serra Galcha,
entretanto, as condi¢cdes ambientais da regido ndo foram propicias ao seu cultivo.

Nas areas semiaridas do nordeste, em especial na regido do Vale do Submédio Sao
Francisco, tem mostrado 6timos resultados (GUERRA et al., 2009), assim como na regido Sul
de Minas, sendo a variedade que mais bem se adaptou as caracteristicas climéticas da regido, a
regido da fronteira com Sdo Paulo também se adaptou, pois possuem influéncia das
caracteristicas climaticas da regido mineira, por apresentarem altitudes entre 1.000 m e 1.300
m, as noites frescas entre 10 °C e 12 °C e a 6tima insolagdo durante o dia proporcionam uma

amplitude térmica no periodo de colheita que se assemelham as da regido Européia.

Figura 3 - Uva variedade Syrah.
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Fonte: Da autora (2b16)
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2.2.2 Pinot Noir

E uma das uvas mais antigas, com cerca de 20 séculos de existéncia. A origem da Pinot
Noir é a Borgonha, na Franca onde revela caracteristicas muito proprias sendo utilizada na
elaboracio de vinhos renomados. E também difundida na regido de Champagne, onde junto
com a Chardonnay dao origem a famosos espumantes. Ha duas suposi¢des para origem do nome
Pinot, sendo a primeira uma referéncia ao cacho, com formato de pinha e a segunda diz que o
nome vem da cidade de Pignols em Puy-de-DAéme, na Franca. E uma variedade precoce,
apresentando ciclo curto e por essa razdo é amplamente difundida na Europa setentrional
(SILVEIRA, 2015).

A Pinot Noir foi introduzida no Brasil em 1970 na regido do Rio Grande do Sul, sendo
utilizada para a elaboracao de vinhos varietais (Unica uva) e para espumantes, no entanto sua
adaptacéo foi dificil nessa regido, por ser mais susceptivel a contaminagédo pelo fungo Botrytis
cinerea, o causador da podridao cinzenta da uva, 0 que acarreta a perda das caracteristicas,
como reducdo do teor de aclcar do mosto, aumento da acidez volatil tornando-o mais
vulnerdvel a oxidacdo. Essa susceptibilidade ocorre devido a precipitacdo pluviométrica
elevada e o0 aumento da umida relativa do ar, condi¢cGes que sdo normais no Sul do Brasil
(CAMARGO, 2008).

Figura 4 - Uva da variedade Pinot Noir.

Fonte: Adega do vinho (2012)

2.2.3 Merlot

E uma variedade que pode ser considerada originaria do Médoc, na Franca, onde ja era
cultivada desde 1850, em seguida difundiu-se para outras regides da Franca, tornando-se em
seguida uma variedade cosmopolita. E uma cultivar que se adaptou muito bem as condigdes da
regido sul do Brasil, sendo cultivada também em Santa Catarina. A cultivar propicia colheitas

abundantes que podem atingir 20 °Brix, além de ser bastante susceptivel ao fungo


https://www.mistral.com.br/regiao/franca
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Plasmopara viticola responsavel pelo mildio, doenca que infecta folhas, bagas, ramos
herbaceos e influorescéncias, podendo levar a morte tecidual da videira. No entanto a uva
origina vinhos de alta qualidade como varietal além de ser muito usado com outras variedades
(corte/Blend) com outras variedades como Cabernet Sauvignon, Cabernet Franc (CAMARGO,
2008).

Figura 5 - Uva variedade Merlot.

Fonte: Wines.com (2018

2.2.4 Tempranillo

A variedade Tempranillo possui cachos médios de tamanho compacto, com bagos de
coloracdo negra brilhante e de formato cilindrico. A uva se adapta bem a climas frios, sendo
melhor cultivada em solos argilosos ou rochosos. Sendo versatil, a casta Tempranillo pode ser
utilizada na vinificacao sozinha (varietal) ou em conjunto com outras variedades (corte/Blend),
compondo vinhos tintos de 6tima qualidade com Syrah, Garnacha, Cabernet Sauvignon ou
Mazuelo (SILVEIRA, 2015).

A uva Tempranillo é uma variedade tinta, originaria do Norte da Espanha da regido de
La Rioja. Cultivada também na Argentina e na Austrélia e em menor escala em Portugal,
especialmente nas regides do Alantejo e no Vale do Douro. Essa variedade apresenta ciclo
precoce atingindo alto contetido de aclcar e apresenta baixa tolerancia ao calor. E uma planta
produtiva e vigorosa, no entanto é bastante susceptivel a algumas doencas fangicas como o
oidio, causado pelo fungo Uncinula necator, seu desenvolvimento ocorre principalmente em
condicBes semiéridas, onde o clima é seco e com baixa pluviosidade, acarretando paralisacdo
do crescimento da videira e nos frutos rompimento da baga, possibilitando assim a entrada de
outros microrganismos.

No entanto os vinhos elaborados com essa variedade sdo bem equilibrados e aromaticos,
de acidez mediana e cor estavel, podendo ser consumidos jovens ou envelhecidos
(PROFESSIONAL, 2009).


https://www.mistral.com.br/tipo-de-uva/grenache-garnacha
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Figura 6 - Uva variedade Tempranillo.
" ek i)

Fonte: Revista Adea (2014)

2.2.5 Cabernet Sauvignon

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

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

Figura 7 - Uva variedade Cabernet Sauvignon

Fonte: Da autora (2016)
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2.2.6 Chardonay

A uva Chardonay é uma variedade que tem origem, possivelmente, na Borgonha, tendo
sido primeiramente introduzida, em 1930, em S&o Roque - SP e, em 1948, no Rio Grande do
Sul. Somente em 1970 essa variedade foi difundida na Serra Gaucha, em decorréncia de ter
ficado retida nas estacbes experimentais de S&o Roque e Bento Gongalves. E uma variedade
facil de cultivar, além de ser produtivas na maioria dos climas e solo. Dependendo do ano de
colheita, atinge boa graduacdo de aclcar, no entanto, apresenta brotacdo precoce, podendo
causar prejuizos em geadas tardias.

Esta variedade tem renome internacional pelo fato de produzir espumantes famosos
elaborados na regido de Champagne, além de Borgonha que produz vinhos de qualidade unindo
a variedade Chardonay com a Pinot Noir. No Brasil tem destaque com a producéo de vinho fino
varietal e de espumantes (GUERRA et al., 2009).

Figura 8 - Uva variedade Chardonay.
l ‘-.gf“ " " Y 2'7

Fonte: Vinhos Maria Maria (2016a)

2.2.7 Sauvignon Blanc

A Sauvignon Blanc é originaria de Bordeaux, onde se elaboram alguns dos mais
conhecidos vinhos secos e doces, e onde ocorre, em grande parte a jungdo (corte) com a uva
Sémillon. Seu cultivo ocorre principalmente na Franca, Chile e California, mas também pode
ser encontrada na Espanha. E uma variedade que apresenta cacho de tamanho pequeno,
compacto e um pedinculo muito curto e as bagas sdo pequenas, em formato arredondado-
eliptico e uma pele bem espessa. Tem coloragdo amarelo palido, acidez natural e grande leque
aromatico como abacaxi, maracuja, manga, pélvora e grama recém cortada (REVISTA
ADEGA, 2006; VITIVINICULTURA, 2017).

E uma variedade muito sensivel a podriddo cinzenta do cacho causada pelo fungo
Botrytis cinerea, a eutipiose causada por Eutypa lata, além de outras espécies que também estéo
associadas e a podriddo negra pelo fungo Guignardia bidwelli (VITIVINICULTURA, 2017).
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Figura 9 - Uva variedade Sauvignon Blanc.

>

3 MICROBIOTA TERROIR

3.1 Terroir

Terroir é uma palavra de origem francesa que ndo tem traducdo em nenhum outro
idioma e esta relacionada diretamente ao solo e ao microclima particular de uma regiéo, ou seja,
a localizacdo geografica do vinhedo, o qual ira influenciar no surgimento de caracteristicas
peculiares da uva que, consequentemente, determinaréo a qualidade, a tipicidade e a identidade
de um vinho (COELHO-COSTA; CORIOLANO, 2017), além do cultivar e das préaticas
humanas que irdo interagir na regido. Vinhos produzidos em uma regido, apresentardo
caracteristicas unicas, ndo podendo ser reproduzidas em outras regides, mesmo utilizando as
mesmas técnicas de vinificagdo (ANESI et al., 2005).

Uma justificativa da ndo reprodutibilidade das caracteristicas pode estar relacionada
com a microbiota comensal que coexiste com a videira, uma vez que o papel desses
microrganismos era amplamente ignorado (GILBERT et al., 2014) e hoje com as técnicas
moleculares é possivel conhecer profundamente essa diversidade e tentar entender como ocorre
essa interagdo microrganismo/planta.

Obter o conhecimento da diversidade microbiana e unir com as observacbes que 0s
viticultores vem fazendo desde os primdrdios da cultura, vem elucidando a melhor maneira de
melhorar o terroir do vinho, a qualidade do solo e consequentemente a produtividade das uvas
(GILBERT et al., 2014).

Diante de toda diversidade de microrganismos, alguns sdo encontrados apenas nas uvas,
no entanto outros tém a capacidade de sobreviver no vinho. O estagio de maturacdo da uva e a
viabilidade de nutrientes vao determinar a propor¢ao dos microrganismos, além das condi¢coes

climéaticas como temperatura, exposicao aos raios ultravioleta (UV), chuvas e ventos, e 0s
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vetores encontrados também influenciam na microbiota da uva (BAE; FLEET; HEARD, 2004;
CHIOTTA et al., 2009; BARATA; MALFEITO-FERREIRA; LOUREIRO, 2012).

O solo € um dos fatores mais importantes do terroir, pois participa da composicao
mineral da videira, é uma das principais fontes e macro e micronutrientes. Esta composi¢do
reflete 0 ambiente onde as videiras s&o cultivadas e, como resultado, os produtos da videira,
como sumo, uvas e vinho, serdo influenciados por essa composi¢do. O pH e o teor de célcio
presentes no solo sdo as caracteristicas que mais afetam a composicdo das videiras e podem ter
efeitos significativos no processo de disponibilidade e absorcao de minerais pela planta (LIKAR
et al., 2015).

Aléem de fornecer fontes nutricionais, o solo é o reservatorio mais abundante de
microrganismos e com isso esta associado a microbiota da uva e de outros tecidos vegetais, ou
seja, nas etapas iniciais da fermentacéo, as bactérias, fungos presentes na baga tem um papel
significativo em influenciar o sabor, a cor e a qualidade do produto final (GILBERT; LELIE;
ZARRAONAINDIA, 2014).

A microbiota tem relevada importancia, uma vez que afetam ndo apenas a composi¢ao
quimica do vinho, mas tem um grande impacto na salde da uva e seu sabor durante o processo
fermentativo (GILBERT, LELIE; ZARRAONAINDIA, 2014).

Estudos vem confirmando que a diversidade microbiana, esta relacionada a diferentes
fatores como Bokulich et al. (2014) ao analisar mostos de uva Chardonnay, Zinfandel e
Cabernet Sauvignon, evidenciou que a comunidade microbiana da superficie da uva era
diferente entre regibes e havia uma diferenca maior dessa comunidade quando relacionada a
variedade da uva e o clima local.

Manter a microbiota espontanea é essencial para obter o sabor e aroma tipicos dos
vinhos derivados de diferentes variedades de uvas (PRETORIUS, 2000). Por esse motivo, 0
estudo da biodiversidade de cepas indigenas tem uma grande importancia para a caracterizacdo
e selecdo de cepas com fendétipos peculiares (CAPECE et al., 2010; GRIECO et al., 2011;
TRISTEZZA et al., 2014).

Segundo Capozzi et al. (2015) a biodiversidade natural de bagas de uva, o ambiente do
vinhedo, tem uma correlacdo especifica com cada terroir, mostrando uma composicao Unica e
que representa uma grande alternativa para a producdo de vinho. Relatando que
microrganismos autéctones se adaptam melhor ao “ambiente quimico” do mosto de uvas
proveniente de uma determinada regido viticola e sdo capazes de conferir caracteristicas

regionais distintas aos vinhos.
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3.1.1 Diversidade de microrganismos na uva

A uva é empregada na alimentacdo humana de varias maneiras, podendo ser consumida
como uva in natura, uva passa ou ser utilizada na fabricagdo de vinhos destilados, sucos e
diversos doces. De acordo com sua aplicacdo, serd determinado o tipo de uva e em quais
condic@es sera colhida, ou seja, quando consumida in natura, deve ser colhida quando o teor
maximo de aclcar estiver em torno de 20 g/100 g de fruto e a acidez atingir no minimo 0,41
9/100 g, ja a uva destinada a fabricacdo de vinhos sera colhida em funcéo da regido produtora,
do tipo de vinho a ser elaborado e das condic¢des naturais da safra (MATSUOKA, 2006), de
maneira geral as uvas viniferas sdo colhidas com no maximo 20 °Brix de agucar e a acidez no
mosto variando de 5-10 g/L (GUERRA, 2003). Nas uvas destinadas a vinificacdo além das
condigdes descritas, 0s microrganismos presentes irdo participar diretamente da formacao das
caracteristicas do produto final.

No momento da vinificagdo, os microrganismos presentes na uva desempenham papel
importante, ja que podem influenciar na producdo e no tempo de armazenamento do vinho, ou
seja, a diversidade microbiana esta diretamente ligada ao estado de maturacdo da uva e 0s
nutrientes disponiveis (BOKULICH et al., 2014). As uvas apresentam uma diversidade
microbioldgica natural, como fungos filamentosos, leveduras e bactérias, e apenas alguns destes
microrganismos podem influenciar de forma positiva ou negativa a producdo de vinho
(BARATA; MALFEITO-FERREIRA; LOUREIRO, 2012).

Durante o processo de vinificacdo, 0s microrganismos provenientes das uvas vao atuar
de diferentes maneiras, sendo as populagdes de bactérias laticas as espécies mais relevantes
isoladas do processo de vinificagdo como: Lactobacillus plantarum, Lb. casei, Lb. hilgardii,
Lb. brevis, Lb. confusus, Leuconostoc mesenteroides, Pediococcus damnosus e Oenococcus.
oeni (RIBEREAU-GAYON et al, 2006). Outros estudos ja relataram a ocorréncia de Weissella
paramesenteroides (BAE et al., 2006), Weissella uvarum (NISIOTOU et al., 2014), além de
outras espéecies desse género. As espécies L. mesenteroides subespécies mesenteroides,
cremoris, lactis e pseudomesenteroides sdo responsaveis diretos da producdo do aroma
aplicadas em fermentacdes (KOT et al., 2014).

De acordo com estudos as cepas de O. oeni ndo causam nenhum efeito deteriorativo
sobre o sabor e 0 aroma, além de reduzirem o potencial de deterioracdo por outras bactérias
(SOLIERI et al., 2010).

Além das bactérias 0 mosto de uva contém varias espécies leveduras, principalmente

aquelas pertencentes ao género Saccharomyces,
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Pichia, Candida, Hanseniaspora, Metschnikowiae, Kluyveromyces (ROMANO et al., 2003),
podendo outras grupos como
Torulaspora, Saccharomycodes, Dekkera, Zygosaccharomyces e Schizosaccharomyces,
também serem observadas (FLEET, 2003; FLEET, 2008; ROMANO et al., 2003), no decorrer
da fermentacdo essas leveduras sdo logo substituidas pela S. cerevisiae.

No consércio microbioldgico das uvas ha microrganismos patogénicos que causam
deterioracdo, prejudicando a producao de suco e vinho, como os fungos filamentosos Botrytis
cinerea, Penicillium sp. e Aspergillus sp., sdo conhecidos por sua capacidade de deteriorar as
uvas antes da colheita. A presenga da micotoxina ocratoxina A, encontrada em vinhos indica
contaminacdo principalmente por Aspergillus carbonarius e Aspergillus niger, durante o
cultivo ambos pertencentes a secdo Nigri. A presenca dessa toxina é um risco para a saude do
homem ja& que possui potencial carcinogénico (BARATA; MALFEITO-FERREIRA,
LOUREIRO, 2012).

Além desses microrganismos, outros isolados também sdo encontrados em uvas:
Alternaria alternata, Aspergillus niger, Cladosporium herbarum, Penicillium expansum,
Lasiodiplodia theobromae, Rhizopus stolonifer (CAMARGO et al., 2011) Botrystis spp;
Penicillium spp.; Rhizopus spp. (COELHO; HOFFMANN; HIROOKA, 2003) Plasmopara
viticola (LEITE et al., 2011) Botrytis cinera, Aspergilluis niger, Cladosporium cladosporoides,

Alternaria alternata, Mucor racemosus, Penicillium expansum (ESTAY, 2006).

3.1.2 Diversidade de microrganismos no solo

O grupo mais amplamente estudado de microrganismos associados as plantas vive ao
redor das raizes ou dentro das proprias raizes. Nas plantas existem uma co-associacdo de
bactérias e fungos que tem papéis importantes na formacéao da qualidade do solo e na promocéao
da produtividade e saude da propria planta. Muitos microrganismos que colonizam ativamente
esses tecidos tém multiplas atividades metabdlicas que sustentam a salde das plantas, seja
promovendo o crescimento ou suprimindo os patdgenos causadores de doencas (GILBERT;
LELIE; ZARRAONAINDIA, 2014).

O solo constitui um dos principais habitats para o desenvolvimento de microrganismos
envolvidos na decomposi¢cdo da matéria organica, na ciclagem de nutrientes (ANDERSON;
CAIRNEY, 2004). Por ser considerado um reservatorio natural, essa diversidade do solo é
influenciada por condigdes climaticas, pelos microrganismos existente no ambiente e por suas

caracteristicas naturais. Em estudo realizado por Oliveri et al. (2017) em amostras de solo do


https://www-sciencedirect.ez26.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0944501315300185?via%3Dihub#bib0580
https://www-sciencedirect.ez26.periodicos.capes.gov.br/topics/immunology-and-microbiology/zygosaccharomyces
https://www-sciencedirect.ez26.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0944501315300185?via%3Dihub#bib0255
https://www-sciencedirect.ez26.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0944501315300185?via%3Dihub#bib0265
https://www-sciencedirect.ez26.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0944501315300185?via%3Dihub#bib0580
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sul da Italia identificaram a presenca dos géneros Aspergillus, Penicillium, Fusarium,
Alternaria e Rhyzopus. Sendo a maior contaminacdo por Penicillium e Aspergillus,
representados pelas espécies P. chrysogenum, P. expansum, P. olsonii e P. verrucosum além
dos A. carbonarius, A. niger agregado respectivamente.

As leveduras podem ser encontradas em concentragfes que variam de 10 a 10® UFC/g
de solo em area com plantas frutiferas, sendo encontradas, em maior quantidade, leveduras
pertencentes aos géneros Cryptococcus, Rhodotorula e Sporobolomyces, em relacdo aos
géneros Candida, Debaryomyces, Pichia, Hanseniaspora, Metschnikowia e Torulaspora.
Dentre o0s géneros mencionados é possivel encontrar, no solo, algumas leveduras responsaveis
pela alteracdo do vinho, como Debaryomyces hansenii, Hanseniaspora uvarum e Pichia
guilliermondii (BOTHA, 2006; YURKOV; KEMLER; BEGEROW, 2012), pois sdo capazes
de produzir metabolitos, como o acido acético, que confere um cheiro a vinagre, principalmente
em vinhos brancos com um largo periodo de armazenamento, e em vinhos tintos com um longo
periodo de maceracéo pré fermentativa (PLATA et al., 2003; MALFEITO-FERREIRA, 2014).

As bactérias, constituem o0 grupo mais numeroso, sendo 0 mais importante dentre 0s
componentes microbianos do solo. As bactérias aceticas e as lacticas apresentam interesse
enoldgico, no entanto as acéticas sdo mais encontradas no solo e mesmo assim de forma bem
escassa. Deste modo, em solos em contato com a rizosfera, as principais bactérias lacticas
encontradas pertencem aos géneros Enterococcus, Pediococcus, Lactobacillus, Lactococcus,
Weissella e Leuconostoc, podendo ser encontradas espécies pertencentes ao consércio
microbiano do vinho, como Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis e Leuconostoc
mesenteroides (CHEN et al., 2005; FHOULA et al., 2013).

4 COMPOSICAO QUIMICA DA UVA

Os compostos fendlicos estdo diretamente ligados a adaptacdo das plantas,
principalmente associados as condigdes climaticas, que sdo determinantes para a coloracéo,
aroma e sabor da uva, além de afetar a cor, a estrutura, caracteristicas sensoriais, gustativas e a
adstringéncia dos vinhos (TEIXEIRA et al., 2013).

A videira (Vitis spp) se destaca em funcao do alto teor de compostos fendlicos presentes
nos tecidos dos frutos, folhas e sementes, assim como pela variabilidade de estruturas quimicas
encontradas. A variedade tinta tem como caracteristica apresentar teores elevados de compostos
fenolicos nos tecidos da pelicula dos frutos e sementes, em comparacdo com as demais
variedades brancas e rosadas (MARASCHIN, et al., 2002)
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A uva apresenta diversos constituintes que participam da caracterizacdo do produto
final, atuando diretamente no processo de vinificacdo sendo representados por acgUcares, acidos
organicos, compostos nitrogenados (aminoacidos livres e proteinas), compostos fenolicos
(flavondides e ndo flavonoides), sais inorganicos, compostos aromaticos, horménios
(KELLER, 2012; KUHN et al., 2013).

A composicdo quimica da uva esta distribuida em trés fases (Figura 10), a primeira fase
tem-se uma diferenciacdo dos tecidos e estruturas da baga e acimulo intenso de reservas, onde
é marcada pelo acumulo de compostos volateis e de minerais, além da formacdo de alguns
compostos aromaticos (KUHN et al., 2013; GONZALES-BARREIRO et al., 2015), nessa fase
atuam as auxinas, citocininas e giberelinas, o acido jasmonico e as poliaminas, que apresentam
atividade inibitdria sobre a maturacdo (FORTES et al., 2015).

Na segunda fase ocorrem alteragfes pouco expressiva quanto a estrutura mas grandes
alteracBGes na composicdo quimica das bagas como frutos com sabor doce, uma textura macia e
aromatica além de adquirir uma coloracdo intensa na variedade tinta, nesse momento as niveis
de etileno, acido abscisico e brassinosteroides estdo regulados e de outro lado de uma forma
mais intensa os eventos que resultam na degradacdo dos acidos organicos, no acumulo de
acucares, no amolecimento das bagas, no metabolismo de compostos fendlicos e de aromas, e
nas demais transformacdes bioquimicas (CONDE et al., 2007; FORTES et al., 2015).

Na terceira fase inicia-se o periodo de maturacgdo, onde ocorre 0 acimulo de compostos
quimicos, como carboidratos simples, concentracdo reduzida de acidos organicos
(principalmente acido malico), formacdo de antocianinas que conferem a pigmentacdo das
bagas, e a biossintese dos compostos aromaticos como terpenos, norisoprenoides além de
muitos precursores de aromas (ROBINSON et al., 2014; GONZALES-BARREIRO et al.,
2015).



Figura 10 - AlteracGes nos compostos quimicos durante o desenvolvimento das bagas.
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Fonte: BORGHEZAN, 2017
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RESUMO

E de grande importancia o estudo da microbiota, a fim de caracterizar de forma mais abrangente
0s microrganismos associados as vinhas, além de se ter uma visdo do comportamento que esses
microrganismos acabam transferindo para o produto final, por meio da sua interacdo com a
videira, com a baga e, consequentemente, o produto final, o vinho. Dessa maneira, este estudo
contribuira para o melhor conhecimento do terroir da vinicola ou, até mesmo, encontrar uma
levedura do proprio vinhedo que proporcionardo caracteristicas Unicas no vinho produzido.
Nesse sentido, o presente estudo foi realizado com o objetivo de avaliar a diversidade de fungos
filamentosos, bactérias e leveduras isolados de uva vinifera, correlacionar as caracteristicas
fisico-quimicas do solo com fungos filamentosos, bactérias e leveduras isolados do solo. O
vinhedo esta localizado na regido Mogiana de S&o Paulo. Para isso foram coletadas 12 amostras
de uva vinifera sendo 3 Syrah 1, 3 Syrah 2, 3 Cabernet sauvignon, 3 Sauvignon blanc e 12
amostras compostas de solo, sendo 3 amostras respectivamente para cada variedade de uva na
safra de 2018. Para avaliar a diversidade de microrganismos foi realizada a técnica de diluicéo
seriada, sendo para fungo filamentoso e levedura meio DRBC e DG18, bactérias totais meio
Agar nutriente, bactérias acéticas meio GYEC e Bactérias laticas meio MRS. Os resultados
obtidos mostraram que nas amostras de uva e solo houve predominancia dos géneros
Cladosporium,e Fusarium com as espécies C. clasdosporioides complexo e Fusarium sp. As
bactérias predominaram com Arhrobacter, seguido de Pseudomonas, Micrococcus e Bacillus
respectivamente, como A. sulfonivorans, P. oryzihabitans, M. luteus e Bacillus sp. J& nas
leveduras houve a maior presenga Aureobasidium pullulans e Morfotipo 1. As bactérias laticas
e acéticas apresentaram comportamento similar com uma populagéo <10UFC/g.

Palavras-chave: Microbioma. Terroir. Uva. Solo.
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1 INTRODUCAO

A videira abriga microbiota complexa e diversa, como bactérias, fungos filamentosos e
leveduras (BARATA et al., 2012; STEFANINI; CAVALIERI, 2018), que modulam
substancialmente a saude, o crescimento e a produtividade da cultura da videira (GILBERT et
al., 2014; MULLER et al., 2016) além da qualidade do vinho e nas propriedades organolépticas.

Diversos fatores tanto intrinsecos como extrinsecos estdo ligados com a ocorréncia e 0
crescimento de microrganismos nos frutos, incluindo as condic6es climéticas, as variedades da
uva, ataque de passaros e insetos e a a¢do de agrotéxicos (PITT; HOCKING, 1997).

Os sabores e aromas sutis no vinho sdo criados por inUmeros microrganismos,
especialmente leveduras e bactérias (SWIEGERS; BARTOWSKY; HENSCHKE;
PRETORIUS, 2005). Paenibacillus sp, Sporobolomyces roseus e Aureobasidium pullulans,
produzem o0s compostos aromaticos tipicos de vinho tinto, acido 2-metilbutanoico, 3-metil-1-
butanol e octanoato de etila (VERGINER; LEITNER; BERG, 2010). As bactérias do acido
lactico sdo responsaveis pelo inicio da fermentagdo malolatica (FML) na producéo de vinho, o
gue ndo apenas reduz a acidez, mas também confere complexidade de sabor (CAPOZZI et al.,
2010; MEZZASALMA et al., 2017). Em contraste, as bactérias do &cido acético sdo
consideradas organismos deteriorantes devido a producdo de acetaldeido e &cido acético
(VALERA et al., 2011).

A presenca dos fungos filamentosos pode modificar a composicao quimica das uvas,
alterando o sabor, odor e cor dos vinhos. Os principais fungos responsaveis pela deterioracao
das uvas na época de colheita pertencem aos géneros Botrytis, Alternaria, Aspergillus,
Penicillium e Cladosporium (EINLOFT, 2012).

Neste sentido o presente estudo tem como objetivo avaliar a diversidade de fungos
filamentosos, leveduras e bactérias presente nas amostras de uva da variedade Syrah 1 e Syrah
2, Cabernet Sauvignon e Sauvignon blanc e solo de vinhedos localizados na regido serrana de

Sdo Paulo, a fim de auxiliar na caracterizagdo do terroir da regiéo.


https://www-sciencedirect.ez26.periodicos.capes.gov.br/topics/food-science/organoleptic-property
https://www-sciencedirect.ez26.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0963996921003161#b0235
https://www-sciencedirect.ez26.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0963996921003161#b0235
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo do estudo foi caracterizar a microbiota terroir das uvas e solo das variedades
Syrah, Sauvignon Blanc, Cabernet Sauvignon, além da composicdo fisico-quimica do solo de
cultivo de um vinhedo localizado na regido Mogiana de Sado Paulo e entender como 0s

microrganismos poderiam influenciar na qualidade dos vinhos.

2.2 Objetivo especifico

1. Avaliar a diversidade de fungos filamentosos, leveduras bactérias totais, bactérias
lacticas e acéticas em uvas (Syrah, Sauvignon Blanc, Cabernet Sauvignon) e solo de
cultivo por técnicas dependentes de cultivo.

2. Comparar a diversidade de fungos filamentosos, bactérias e leveduras entre as
variedades de uva Syrah, Sauvignon Blanc e Cabernet Sauvignon da regido Mogiana
de S&o Paulo.

3. Indicar potencial influéncia dos microrganismos na qualidade do vinho.

4. Contribuir com a determinacdo do terroir da regido Vinicola na regido Mogiana de

Sdo Paulo.

5. Avaliar o potencial toxigénico dos microrganismos isolados.
3 MATERIAL E METODOS
3.1 Amostragem
3.1.1 Coleta das uvas
Foram coletadas amostras de uva da variedade Syrah cultivadas em ambientes diferentes
nomeadas como Syrah 1 e Syrah 2, além da Cabernet Sauvignon e Sauvignon Blanc e de solo
foram coletadas em uma vinicola no municipio de Espirito Santo do Pinhal, localizadas na

regido Mogiana de Sao Paulo no periodo de julho de 2018. Na tabela 1 apresentam-se as

coordenadas geogréficas dos pontos de coleta das amostras de uva.
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Tabela 3 - Coordenadas geograficas dos pontos de coleta das amostras de uva.

Coordenadas geograficas

Variedade Local Ponto - - -
Latitude Longitude Altitude
1 22°11'7.08" N 46°42'22.068" W 1121
Espirito Santo JO——— o1 »
Syrah 1 do Pinhal - SP 2 22°11'7.08" N 46°42'20.592" W 1121
3 22°11'7.224" N 46°42'19.368" W 1118
1 22°11'5.46" N 46°42'18.252" W 1108
Espirito Santo 011" " ogo "
Syrah 2 do Pinhal - SP 2 22°11'4.416" N 46°42'18.396" W 1106
3 22°11'3.12" N 46°42'18.684" W 1123
. 1 22°10'42.42" N 46°42'14.436" W 1160
Cabernet — Espirito Santo ™70 515 996" N 46°42'14.148" W 1170
Sauvignon  do Pinhal - SP
3 22°10'43.644" N 46°42'14.184" W 1171
Sauvignon . 1 22°10'48.432" N 46°44'3.228" W 899
Blanc Espirito Santo =5 5701048 72" N 46°44'3.768" W 897
do Pinhal - SP
3 22°10'48.936" N 46°44'4.2" W 896

Fonte: Da autora (2018).

Foram coletadas, aproximadamente, 900 g de amostras de uvas tintas das safras de

junho/julho da variedade Syrah 1, Syrah 2, Cabernet Sauvignon e Sauvignon Blanc no estagio

final de maturacdo (época da colheita), no ano de 2018. Para isso, foi tracado um transecto

diagonal ao longo do vinhedo, coletando-se trés cachos de uvas em cada ponto, em trés videiras

equidistantes (P1, P2 e P3), desprezando-se as extremidades (Figura 11). As amostras coletadas

foram armazenadas em sacos estéreis e transportadas em caixas térmicas para o Laboratério de

Micotoxinas e Micologia, no Departamento de Ciéncia dos Alimentos da Universidade Federal

de Lavras, onde foram analisadas.

Figura 11 - Transecto diagonal tragado ao longo do vinhedo para coleta das amostras de

uvas e solo.

P1

P2

P3

Fonte: Freire (2016)
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3.1.2 Coleta do Solo

As amostras de solo foram coletadas nos mesmos pontos em que foram coletadas as
uvas (P1, P2 e P3) (Figura 12). Foram retiradas quatro subamostras (pl, p2, p3, p4) na
profundidade de 10 cm, em um raio de 20 cm no entorno da planta. As subamostras foram
homogeneizadas em sacos plasticos estéreis, formando uma amostra composta de cada ponto.
As amostras foram armazenadas em caixas térmicas. Em seguida, foram transportadas para o
Laboratorio de Micotoxinas e Micologia, no Departamento de Ciéncia dos Alimentos da

Universidade Federal de Lavras, onde foram analisadas.

Figura 12 - Amostragem do solo em cada ponto de coleta.

1 2

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

3.2 Isolamento dos microrganismos nas amostras de uva e solo

Para o isolamento de fungos das amostras de uvas foi utilizada a técnica de diluicdo
seriada com espalhamento em superficie nos meios de cultura Agar Dicloran Rosa de Bengala
Cloranfenicol (DRBC) (10,0 g de glicose; 5,0 g de peptona bacterioldgica; 1,0 g de KH2POy;
0,5 g de MgS0.4.7H20; 0,5 mL de solugdo 5% de rosa de bengala; 1,0 mL de dicloran; 1.000
mL de &gua destilada; 15,0 g de agar; 1 mg de cloranfenicol) e YEPG (Extrato de Levedura
1%; Peptona Bacteriologica 2%; Glicose 2%, Agarl,5%). Para a obtencdo da primeira diluicdo,
foram utilizados 25 g de bagas de uvas, obtidas aleatoriamente, adicionadas a 225 mL de agua
peptonada a 0,1%. As bagas foram, entdo, maceradas e mantidas sob agitacdo em Stomacher
(METROTERM), 490 batidas por 2 minutos posteriormente foi realizada as dilui¢bes
subsequentes. Aliquotas de 0,1 mL das dilui¢bes (1:10, 1:100 e 1:1000) foram espalhadas na
superficie dos meios de cultura DRBC e YEPG, até total esgotamento (spreed plate). As placas
de DRBC foram incubadas em BOD a 25 °C e as placas de YEPG em BOD a 28 °C, por5a7

dias para anélise de fungos. O procedimento foi igualmente repetido para solo.
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Apos o periodo de incubagdo foi realizada a contagem de colbnias (UFC/g) e a
caracterizacdo por morfotipos. Posteriormente foi empregada a técnica de raiz quadrada para
determinar o nimero de isolados de cada morfotipo. Em seguida, os isolados foram transferidos
para 0 meio de purificacdo agar extrato de malte (MA) e incubados em BOD 25 °C, por 7 dias.
Apb6s o periodo de incubagdo, as colbnias puras foram transferidas para os meios de
identificacdo, de acordo com cada género. As colonias puras de leveduras foram caracterizadas
guanto a sua morfologia, reproducéo e preservados para posterior identificacdo pela técnica de
Maldi-Tof.

Para o isolamento de fungo do solo realizou 0 mesmo procedimento descrito, pesando
25 g de amostra.

Para o isolamento de bactérias procedeu-se a diluicdo como descrito acima e foram
utilizados os meios Agar Nutriente (ACUMEDIA) (Peptona 5 g, Extrato de carne 3 g, Cloreto
de sodio 8 g, Agar 15 g), MRS (KASVI) e GYC (Extrato de Levedura 10 g; Carbonato de
Calcio 20 g, Etanol 20 mL; Agar 20 g) onde foi analisado bactérias totais, bactérias lacticas e
bactérias acéticas respectivamente. As placas de MRS foram incubadas em BOD 30 °C por 5
dias e Agar nutriente e GYC em BOD 28 °C por 5 dias. Ap6s o periodo de incubacio foi
realizada a contagem de col6nias (UFC/g) e a caracterizagdo por morfotipos. Em seguida, os
isolados dos meios Agar nutriente e GYC foram transferidos para o meio de purificagdo YEPG
e incubados em BOD 28 °C por 48 hs e os isolados do MRS foram transferidos para novas
placas de MRS e incubados a 30 °C por 48 hs

ApoOs o periodo de incubacdo, foi realizada coloracdo de gram para avaliacdo da
morfologia celular. Em seguida os isolados foram identificados pela técnica de Maldi-Tof.

As amostras de uva foram analisadas no Laboratério de Micotoxinas e Micologia, no

Departamento de Ciéncia dos Alimentos da Universidade Federal de Lavras.

3.3 Identificacdo fenotipica dos fungos filamentosos

Os meios de identificacdo utilizados foram especificos para cada género de fungos
filamentosos encontrado, sendo utilizado, para as espécies pertencentes ao género Aspergillus,
0 Manual de Klich (2002); para o género Penicillium, o Manual de Pitt (2000) e para os demais
géneros, 0 Manual de Samson et al. (2000). Os isolados pertencentes ao género Aspergillus e
Penicillium foram incubados em meios de cultura Agar Czapek Levedura (CYA) (SYNTH)
(K2HPO4: 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, MgSO4.7H.0: 5,0 g,
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FeS0..7H20: 0,1 g, ZnS0O4.7H,0: 0,1 g, CuSO4.5H20: 0,05 g, agua 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. Apds sete dias de incubacao
foram observadas as caracteristicas macroscopicas e microscépicas dos fungos filamentosos.
Os demais géneros foram inoculados em MEA (ACUMEDIA) (extrato de malte: 20,0
g, peptona: 1,0 g, glucose: 30,0 g, agar: 20 g, agua destilada: 1 L), a 25 °C. Apos sete dias de
incubacdo, foram observadas as caracteristicas macroscopicas e microscopicas dos fungos

filamentosos.

3.4 ldentificacdo de leveduras e bactérias por espectrometria de massa (Maldi-Tof)

Para a analise do Maldi-Tof, as leveduras foram cultivadas no meio YEPG durante 28
°C/24 hs. Pequenas porcdes da biomassa microbiana foi transferida da placa de Petri para
microtubos, aos quais foram adicionados aproximadamente 7 pL de solucdo de &cido férmico
25% em agua (v/v). As amostras foram homogeneizadas em vértex por 1 minuto e levadas
para o sonicador durante 5 minutos. Imediatamente, 0,7 uL. de cada suspensdo celular foi
transferida para a placa do MALDI onde foi adicionado 1 pL de solug¢do matricial (acido a-
ciano-4-hidroxicindmico [HCCA] (PEDROZO, 2017).

As bactérias foram cultivadas no meio Agar Nutriente durante 24 h a 37 °C, uma
porcao da massa foi transferida para microtubos e adicionado aproximadamente 7 puL de uma
solucédo organica (33% etanol; 33% acetonitrila; 33% agua com 10% de acido trifluoracético
- TFA), em seguida serdo homogeneizadas em vortex por 1 minuto. Posteriormente 0,7 puL de
cada suspenséo celular foi transferida para a placa do MALDI onde foi adicionado 1 uL de
solucdo matricial (acido a-ciano-4-hidroxicinamico [HCCA] (PEDROZO, 2017).

A aquisicdo do espectro foi realizada em um espectrdmetro de massa Microflex
(Bruker Daltonics). Cada espectro final foi gerado pela soma de 240 impulsos de laser
acumulados por perfil. A lista de picos resultante foi exportada para o pacote de software
MALDI Biotyper 3.0 (versdo 3.0; Bruker Daltonics GmbH), que ¢ uma base de dados
comercial da Bruker Daltonics (Bremen, Alemanha). No banco de dados essa lista de picos
de amostra individuais resultante foi comparada com os espectros de referéncia.

Os isolados identificados foram depositados na Colec¢ao de Cultura de Microrganismos
do Departamento de Ciéncia dos Alimentos (CCDCA) da Universidade Federal de Lavras.
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3.5 ldentificagdo molecular

As leveduras foram cultivadas no laboratério de Micologia e Micotoxinas de Alimentos
do Departamento de Ciéncia dos Alimentos da Universidade Federal de Lavras, em meio YEPG
e enviadas ao Laboratério GoGenetic para sequenciamento, o qual foram utilizados os primers
ITS1e ITS4.

O alinhamento multiplo das sequéncias de nucleotideos foi feito no GUIDANCE
SERVER, com o algoritmo MAFFT, e os parametros padrdes do programa. Em seguida, o
alinhamento multiplo de nucleotideos foi corrigido manualmente no programa MEGA 6.06
(TAMURA et al., 2013).

Todas as analises filogenéticas foram realizadas no programa MEGA 6.06 utilizando-
se 0 método da maxima verossimilhanca. A confiabilidade da topologia das arvores obtidas foi
avaliada usando o método de bootstrap, com 1000 reamostragens, e o método heuristico

Nearest-Neighbor-Interchange foi usado na busca pela arvore filogenética mais verossimil.

3.6 Preservacéo de fungos filamentosos, leveduras e bactérias

Os isolados de fungos filamentosos identificados foram preservados em duplicata em
duas temperaturas, -18 °C e -80 °C. Para isso, discos de papel filtro estéreis foram espalhados
na coldnia pura dos isolados e, em seguida, colocados em eppendorfs estéreis. Os discos de
papel filtro de, aproximadamente, 5 mm foram cortados e transferidos para microtubos,
autoclavados a 121 °C, sob 1 atm, por 15 minutos.

Os isolados de leveduras e bactérias foram cultivados em eppendorfs contendo 500 pL
de caldo YEPG e incubados em BOD a 28 °C por 48 hs para leveduras e 37 °C por 48 hs para
bactérias, em seguida foi adicionado 500 puL de uma solucéo de glicerol 40% e posteriormente
armazenados em temperatura igualmente padronizada para fungos filamentosos.

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

Departamento de Ciéncia dos Alimentos (CCDCA) da Universidade Federal de Lavras.
3.7 Avaliagéo do potencial toxigénico dos fungos filamentosos
Todos os isolados potencialmente toxigénicos foram testados pela técnica de

Cromatorafia e Camada Delgada pelo método Plug Agar, conforme descrito por Filtenborg e

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

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

citrinina apresentardo intensa fluorescéncia verde-amarelo em torno da col6nia.

3.8 Analise fisico-quimica do solo

A analise fisico-quimica do solo foi realizada no Laboratorio de Anélises de Fertilidade
do Solo, no Departamento de Ciéncia do Solo da Universidade Federal de Lavras, sendo
realizadas as analises de granulometria, pH, fertilidade, matéria organica, enxofre, boro, zinco,
cobre, manganés, ferro, s6dio e potassio, segundo metodologia proposta pela Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMPRAPA, 1999).

3.9 Anélise estatistica
Para avaliar a influéncia das caracteristicas fisico quimicas do solo na incidéncia de

fungos filamentosos, leveduras e bactérias foi realizado uma analise de Componente Principal
- PCA.
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4 RESULTADOS

4.1 Diversidade de Fungos filamentosos, leveduras e bactérias em uvas

Na amostra de uva variedade Syrah 1 foram identificados um total de 90 fungos
filamentosos 0 que representa uma populagdo média de 5,3x10° UFC/g, sendo eles:
Cladosporium cladosporioides complexo (5,3x10%), Aspergillus japonicus (1,0x10%), Hifa
estéril (1,0X10%), Penicillium sp (1,0x10%), P. paxilli (1,0x10%), A. ochraceus (2,0x10°%), P.
variabile (1,0x10%), P. glabrum (1,0x10%), Alternaria sp (1,0x10%), A. niger (2,0x10%. Na
amostra Syrah 2 foram identificados 80 isolados, com uma populagdo média de 4,56x10° UFC/g
tendo como representantes Cladosporium cladosporioides complexo (4,0x10%), Aspergillus
japonicus (2,0x10%), Morfotipo 2 (1,0x10%), P. variabile (1,0x10%), A. niger (1,0x10%), A. flavus
(1,0x10%), A. sp (1,0x10%), A. niger agregado (2,0x10%), P. citrinum (2,0x10%) (Gréafico 1).

Na variedade Carbernet sauvignon foram identificados 56 isolados que representam
uma populagio média de 2,0x10% UFC/g sendo eles Cladosporium cladosporioides complexo
(1,2x10%), Hifa estéril (1,0X10?), Morfotipo 3 (1,0x10%), Morfotipo 4 (1,0x10%), P. paxilli
(1,2x10%), P. glabrun (1,2x10%), Alternaria sp (1,0x102), A. niger (1,0x10?), A. sp 2 (3,0x10?),
A. carbonarius (3,0x10%), P. solitum (1,0x10%), P. secdo citrina (1,0x10%), P. brevicompactum
(5,5x10%), na amostra Sauvignon blanc foram identificados 23 isolados com uma populagio
média de 3,4x10° UFC/g tendo como representantes Cladosporium cladosporioides complexo
(4,3x10?), Hifa estéril (1,0x10?), A niger (1,8x10%), A. sp3 (3,0x10?), P. sec&o citrina (1,0x10%),
P. aurantiogriseum (1,0x10%), Talaromyces sp (3,0x10%), P. implicatum (3,3x10%) (Gréfico 1).

Dentre os fungos filamentosos identificados os que apresentaram a maior populagéo nas
uvas foi Cladosporium cladosporioides complexo (5,3x10°) e (4,0x10%) na variedade Syrah 1
e Syrah 2 respectivamente, P. brevicompactum (5,5x10%) na Cabernet sauvignon e P.

implicatum (3,3x10%) na Sauvignon blanc.
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Gréfico 1 - Diversidade de fungo filamentosos nas amostras de uva das variedades Syrah 1
e Syrah 2, Cabernet sauvignon e Sauvigon blanc.
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Fonte: Da autora (2021).

Na amostra de uva variedade Syrah 1 foram identificadas 36 leveduras apresentando
uma populacio média de 4,5x102 UFC/g, sendo elas Aureobasidium pullulans (8,5x10%) e
Morfotipo 1 (1,0x10?), na Syrah 2 foram identificadas 31 leveduras com uma populacéo de
2,8x10% sendo representado apenas por Aureobasidium pullulans. Na variedade Cabernet
sauvignon foram identificadas 38 leveduras apresentando uma populagido média de (8,5x102)
sendo elas Aureobasidium pulullans (2,6x10%), Sporobolomyces sp (6,0x10?), Cryptococcus sp
(7,0x10%) e na variedade Sauvignon blanc foram identificadas 13 leveduras com uma populagio
(1,3x10?) sendo Sporobolomyces sp (1,6x102), Hanseniaspora uvarum (1,0x10%) (Gréfico 2).
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Grafico 2 — Diversidade de leveduras nas amostras de uva das variedades Syrah 1 e Syrah 2,
Cabernet sauvignon e Sauvigon blanc.
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Fonte: Da autora (2021).

Os resultados da identificacdo das leveduras através do MALDI-TOF estdo
apresentados na Figura 13, onde esse agrupamento foi feito pela comparacéao do perfil proteico
de cada isolado com o banco de dados, sendo que apenas 1 grupo ndo foi identificado o qual
foi caracterizado como Morfotipo 1. Dentre os isolados identificados Aureobasidium pullulans
(8,5x10%) apresentaram a maior populacdo na variedade Syrah 1, Aureobasidium pullulans
(2,8x10%) na Syrah 2, Sporobolomyces sp (6,0x10%) na Cabernet sauvignon e Sporobolomyces
sp (1,6x102), na Sauvignon blanc.
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Figura 13 — Dendograma dos isolados de levedura presentes nas amostras de uva.
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Fonte: Da autora (2021).

A identificacdo das leveduras foi confirmada através da identificacdo molecular de
representantes enviados para sequenciamento, o qual foram selecionados previamente com o
auxilio do agrupamento do perfil proteico realizado pelo MALDI-TOF. A partir do alinhamento

das sequéncias do gene foi criada uma arvore filogenética para obter a identificacdo (Figura

14).
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Figura 14 - Arvore filogenética de maxima verossimilhanca inferida a partir do alinnamento
das sequéncias do gene ITS para os fungos (em negrito) isolados de meio DRBC e
YEPG. O melhor modelo para a substituicdo de nucleotideos selecionado pelo
MEGA 6.06 foi o0 Tamura 3-parameter (T92+G+l). T - sequéncia tipo; OG — grupo
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74 I: 2

51 13
81 3
52 —
53 NR 155770.1 Sporidiobolus pararoseus CBS 4917
% ssl: NR 137666.1 Sporobolomyces patagonicus CBS 9657
NR 136959.1 Sporobolomyces ruberrimus CBS 7500 7
93 4

NR 073294.1 Rhodotorula glutinis CBS 20
— NR073277.1 Rhodotorula araucariae CBS 6031 7

97

41

92
NR 073282.1 Rhodotorula kratochvilovae CBS 7436 T

NR 130696.1 Papiliotrema flavescens CBS 942 7
AB035046.1 Cryptococcus flavescens CBS 942

99

99 NR 149348.1 Meyerozyma caribbica CBS 9966 "

12
9
— 0N

56

92

NR 159598.1 Aureobasidium melanogenum CBS 105.22 7
NR 144909.1 Aureobasidium pullulans CBS 584.75 7

NR 147362.1 Aureobasidium namibiae CBS 147.97 7

NR 156246.1 Aureobasidium leucospermi CBS 130593 T

58

88

_|: NR 152984.1 Meyerozyma carpophila CBS 5256 7

NR 077078.1 Yarrowia galli CBS 9722 °¢

Fonte: Da autora (2021).

Na amostra de uva variedade Syrah 1 foram identificadas um total de 36 bactérias o que
representa uma populagdo média de 6,5x10* UFC/g, sendo Bacillus sp (1,3x10%), Morfotipo 1
(2,0x10%), Micrococcus luteus (1,0x10%), Morfotipo 2 (2,0x10%), Morfotipo 3 (1,0x10%),
Acinetobacter johnsonii (2,3x10%), Morfotipo 4 (2,0x10%), Morfotipo 5 (3,0x10%), Morfotipo 6
(1,0x10%), Pseudomonas oryzihabitans (6,5x10%), Arthrobacter sulfonivorans (6,5x10%), na
variedade Syrah 2 foram identificados 35 isolados, com uma populagdo média de 1,5x10*
UFC/g tendo como representantes Morfotipo 1 (2,0x10%), Micrococcus luteus (2,0x10%),
Morfotipo 2 (1,0x10%), Morfotipo 3 (1,0x10%), Morfotipo 4 (1,0x10%), Morfotipo 5 (1,0x10%),
Morfotipo 6 (1,0x10%), Arthrobacter sulfonivorans (1,0x10%), Staphylococcus warneri
(2,0x10%), Staphylococcus epidermidis (8,6x102), Morfotipo 7 (3,0x10%), Kocuria kristinae
(1,0x10%), Pantoea agglomerans (3,0x10%) (Gréfico 3).
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Na variedade Carbernet sauvignon foram identificados 32 isolados que representam
uma populacdo média de 2,3x10°UFC/g sendo Staphylococcus warneri (1,4x10%),
Staphylococcus epidermidis (6,6x10?), Streptomyces badicus (3,0x10?), na amostra Sauvignon
blanc foram identificados 26 isolados com uma populagéo média de 1,6x10° UFC/g tendo como
representantes Micrococcus luteus (1,0x10%), Pseudomonas oryzihabitans (3,6x10%),
Staphylococcus epidermidis (1,7x10?%), Kocuria kristinae (1,0x10%), Pantoea agglomerans
(1,0x10?) (Gréfico 3).

Gréfico 3 - Diversidade de bactérias totais nas amostras de uva variedade Syrah 1 e Syrah 2,
Cabernet sauvignon e Sauvigon blanc.
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Fonte: Da autora (2021).

Os resultados da identificacdo das bactérias atraves do MALDI-TOF estdo apresentados
na Figura 15, onde esse agrupamento foi feito pela comparacdo do perfil proteico de cada
isolado com o banco de dados sendo que 7 grupos ndo foram identificados o qual foram
caracterizados como Morfotipo 1, Morfotipo 2, Morfotipo 3, Morfotipo 4, Morfotipo 5,
Morfotipo 6 e Morfotipo 7. Dentre os isolados identificados Pseudomonas oryzihabitans
(6,5x10%) e Arthrobacter sulfonivorans (6,5x10%) apresentaram a maior populagdo na variedade
Syrah 1, Micrococcus luteus (2,0x10%) na Syrah 2, Staphylococcus warneri (1,4x10%) na

Cabernet sauvignon e Micrococcus luteus (1,0x10%) na Sauvignon blanc.
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Figura 15 — Dendograma dos isolados de bactérias totais presentes nas amostras de uva.
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Fonte: Da autora (2021).

Foi avaliado a presenca de bactérias acéticas e laticas nas amostras de uva, sendo que as
bactérias laticas apresentaram uma populacdo <10UFC/g em todas as variedades de uva e as

bactérias acéticas tiveram uma resposta semelhante onde na variedade Syrah 1 ndo houve
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crescimento, na Syrah 2 teve a presenca de Citrobacter feunfii (10 UFC/g est), Enterobacter

cloacae (20UFC/g), na Cabernet sauvignon e Sauvignon blanc (<10UFC/g).

4.2 Diversidade de Fungos filamentosos, leveduras e bactérias do solo

Na amostra de solo da variedade Syrah 1 foram identificados um total de 125 fungos
filamentosos o que representa uma populacdo média de 1,0x10* UFC/g, sendo eles: Fusarium
sp (3,0x10%), Hifa estéril (8,6X10%), Penicillium sp (4,0x10%), Morfotipo 4 (1,0x10%),
Morfotipo 5 (1,0x10%), Thricoderma sp (1,0x10%), Cladosporium cladosporioides complexo
(2,2x10%), P. secdo citrina (1,3x10%), P. implicatum (2,3x10°), P. brevicompactum (1,0x10%), A.
niger (1,0x10%), Acremonium sp (1,0x10%), na amostra Syrah 2 foram identificados 88 isolados,
com uma populagio média de 5,2x10%UFC/g tendo como representantes Cladosporium
cladosporioides complexo (5,6x10?), Fusarium sp (1,2x10%), Hifa estéril (1,0x10%), A. niger
(2,5x10%), P. sp (4,0x10%), Morfotipo 3 (3,0x10%), Rhyzopus sp (3,0x10?), Thricoderma sp
(2,3x10%), A. carbonarius (2,2x10%), Alternaria sp (1,0x10?%), A. sp (2,0x10?), A. ochraceus
(1,0x10% (Gréfico 4).

Na variedade Cabernet sauvignon foram identificados 119 isolados que representam
uma populacdo média de 4,6x103UFC/g sendo eles Fusarium sp (2,2x10%), Fusarium sp2
(1,3x10%), Hifa estéril (1,8x10%, A. niger (9,9x10%), P. sp3 (1,0x10%), P. sp2 (6,2x10%),
Talaromyces sp (2,7x10%), P. simplicissimum (2,8x10%), P. paxilli (1,0x10%), Morfotipo 3
(7,5x10%), Morfotipo 4 (2,0x10%), Morfotipo 5 (4,0x10%), Morfotipo 6 (1,2x10%), Rhyzopus sp
(3,6x10%), P. varibile (1,0x10%), Thrycoderma sp (2,4x10%), Cladosporium cladosporioides
complexo (7,8x10%), Eurotium sp (1,0x10%), A. japonicus (2,4x10%), A. carbonarius (1,2x10?),
na amostra Sauvignon blanc foram identificados 94 isolados com uma populacdo média de
1,3x10* UFC/g tendo como representantes Fuasrium sp (1,5x10%), Hifa estéril (8,3x10%), P.
paxilli (1,0x10%), Morfotipo 2 (3,5x10%), Morfotipo 3 (4,2x10%), Morfotipo 3 (4,2x10?),
Morfotipo 5 (8,3x10%), Morfotipo 6 (7,0x10%), P. variabile (1,0x10%), Thrycoderma sp
(1,8x10%), Cladosporium cladosporioides complexo (4,8x10%), P. restrictum (4,0x10%),
Alternaria sp (2,0x10%), P. purpurogenum (1,0x102), P. pinophilum (1,0x10%) (Gréfico 4).

Dentre os fungos filamentosos identificados nas amostras de solo que apresentaram a
maior populagio nas uvas foi P. brevicompactum (1,0x10%) na variedade Syrah 1, Fusarium sp
(1,2x10% na Syrah 2, Cladosporium cladosporioides complexo (7,8x10%) e (4,8x10%) na

Cabernet sauvignon e Sauvignon blanc respectivamente.
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Gréfico 4 - Diversidade de fungos filamentosos nas amostras de solo das variedades Syrah 1 e
Syrah 2, Cabernet sauvignon e Sauvigon blanc.
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Fonte: Da autora (2021).

Na amostra de solo da variedade Syrah 1 e Syrah 2 ndo houve crescimento de leveduras.
Na variedade Cabernet sauvignon foram identificadas 26 leveduras apresentando uma
populacdo média de (2,3x10%) sendo elas Burkholderia cenocepacia (1,0x10%), Burkholderia
cenocepacia (1,0x10%), Morfotipo 1 (5,2x10% e na variedade Sauvignon blanc foram
identificadas 4 leveduras com uma populagdo (2,3x10%) sendo Sporobolomyces sp (1,6x102),

Hanseniaspora uvarum (1,0x10?) (Gréafico 5).
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Grafico 5 — Diversidade de leveduras nas amostras de solo das variedades Syrah 1 e Syrah 2,
Cabernet sauvignon e Sauvigon blanc.
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Fonte: Da autora (2021).

Os resultados da identificacdo das leveduras isoladas do solo através da técnica de
MALDI-TOF estdo apresentados na Figura 16, onde esse agrupamento foi feito pela
comparacao do perfil proteico de cada isolado com o banco de dados, sendo que 2 grupos nao
foram identificados o qual foi caracterizado como Morfotipo 1 e Morfotipo 2. Dentre 0s
isolados identificados apenas a variedade Cabernet sauvignon e Sauvignon blanc apresentaram
crescimento sendo seus representantes com maior populacio Morfotipo 1 (5,2x10%) e

Burkholderia cenocepacia (2,3x10?) respectivamente.
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Figura 16 - Dendograma dos isolados de leveduras das amostras de solo.
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Fonte: Da autora (2021).

Na amostra de solo variedade Syrah 1 foram identificadas um total de 63 bactérias o que
representa uma populagio média de 3,1x10° UFC/g, sendo Morfotipo 1 (6,3x10%), Morfotipo
2 (2,0x10%), Morfotipo 3 (5,0x10%), Bacillus sp (5,0x10%), Morfotipo 4 (6,5x10%), Arthrobacter
sulfonivorans (3,0x10%), Staphylococcus epidermidis (1,5x10%), Enterobacter cloacae
(3,0x10%), na variedade Syrah 2 foram identificados 79 isolados, com uma populagio média de
1,3x10° UFC/g tendo como representantes uma Unica espécie classificada como Enterobacter
cloacae (Grafico 6).

Na variedade Carbernet sauvignon foram identificados 52 isolados que representam
uma populagdo média de 1,6x10® UFC/g sendo Morfotipo 1 (1,0x10%, Micrococcus luteus
(4,0x10%, Morfotipo 2 (3,6x10%), Bacillus pumillus (1,0x10°), Bacillus cereus (3,7x10%,
Arthrobacter aurescens (7,9x10%), Bacillus weihenstephanensis (7,9x10%), Arthrobacter
oxidans (7,9x10%), Morfotipo 3 (4,7x10°), Arthrobacter sp (5,4x10°), Bacillus megaterium
(6,7x10%), Bacillus sp (8,9x10%), na amostra Sauvignon blanc foram identificados 43 isolados

com uma populagdo média de 8,9x10° UFC/g tendo como representantes Bacillus cereus
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(1,3x10°), Bacillus megaterium (1,1x10°), Bacillus sp (9,0x10%), Arthrobacter histidinolovoran
(3,0x10%, Lysinibacillus boronitolerans (3,7x10%), Bacillus altitudinis (6,0x10%),

Lysinibacillus fusiformis (4,4x10°) (Grafico 6).

Gréfico 6 - Diversidade de bactérias totais nas amostras de solo das variedades Syrah 1 e Syrah

2, Cabernet sauvignon e Sauvigon blanc.
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Fonte: Da autora (2021).

Os resultados da identificacdo das bactérias através do MALDI-TOF estdo apresentados

na Figura 17, onde esse agrupamento foi feito pela comparacdo do perfil proteico de cada

isolado com o banco de dados sendo que 4 grupos ndo foram identificados o qual foram

caracterizados como Morfotipo 1, Morfotipo 2, Morfotipo 3, Morfotipo 4.

Dentre os isolados

identificados Morfotipo 4 (6,5x10%) apresentaram a maior populacdo na variedade Syrah 1,

Enterobacter cloacae (1,5x10°) na Syrah 2, Arthrobacter sp (5,4x10°) na Cabernet sauvignon

e Lysinibacillus fusiformis (4,4x10°) na Sauvignon blanc.
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Figura 17 - Dendograma dos isolados de bactérias totais nas amostras de solo.
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Foi avaliado a presenca de bactérias acéticas e laticas nas amostras de solo das
variedades de uva, sendo que as bactérias laticas apresentaram uma populacdo <10UFC/g em
todas as variedades de uva e as bactérias acéticas tiveram uma resposta semelhante com uma

populacdo <10UFC/g de solo em todas as amostras.

4.3 Anédlise de componentes principais (PCA) das uvas Syrah 1, Syrah 2, Cabernet
sauvignon e Sauvignon blanc

A Anélise de Componentes Principais (PCA) teve como objetivo ter um panorama geral
dos isolados de fungos filamentosos, leveduras e bactérias e da distribuicdo desse isolados nas
variedades de uva Syrahl, Syrah2, Cabernet sauvignon e Sauvignon blanc, além da influéncia
dos componentes fisico-quimicos do solo das videiras na contaminacdo por esses
microrganismos.

A Figura 18A descreve a ocorréncia de fungos filamentosos isolados das uvas das 4
variedades e se houve uma ocorréncia expressiva de algum grupo de fungo que fosse especifico
para uma variedade. Pode-se observar que a Syrah 1 teve uma maior predominancia de A.
ochraceus (10), seguido de Hifa estéril (3) P. spinulosum (4), P.paxilli (9), P. glabrum (12),
Alternaria sp (13) a Syrah 2 uma maior expressédo o complexo Aspergillus japonicus (2), A.
niger agregado (19), e P. citrinum (20), seguido do Morfotipo 2 (6), A. flavus (15), A. sp (16),
a Cabernet sauvignon obteve maior ocorréncia do P. brevicompactum (24), Morfotipo 3 (7),
Morfotipo 4 (8) e Sauvignon blanc obteve maior ocorréncia Talaromyces sp (26) e P.
implicatum (27). Os demais isolados apresentaram comportamento semelhante ndo tendo
diferenca significativa.

Na Figura 18B descreve a expressividade das leveduras encontradas nas variedades de
uva sendo a Syrah 1 com Aureobasidium pullulans (1), seguido do Morfotipo 1 (2), ja a Syrah
2 néo apresentou diferenga significativa com os demais isolados, a Cabernet sauvignon teve
uma melhor expressividade Cryptococcus sp (5), seguido de Sporobolomyces sp (3) e a
Sauvignon blanc com a Hanseniaspora uvarum (6).

Em relacéo a figura 18C descreve a ocorréncia de bactéria nas variedades de uva sendo
a Syrah 1 teve a Pseudomonas oryzihabitans (10), Arthrobacter sulfonivorans (11), seguido de
Morfotipo 2 (4), Morfotipo 5 (8) e Morfotipo (4), a Syrah 2 teve Morfotipo 1 (2) seguido de
Micrococcus luteus (3) Staphylococcus warneri (12), Staphylococcus epidermidis (13), na
Cabernet sauvignon foi Streptomyces badius (14), ja na Sauvignon blanc ndo teve diferenca

entre as demais uvas.
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Figura 18 - Analise de Componente Principal da diversidade de fungos filamentosos,
leveduras e bactérias isolados das uvas Syrah 1, Syrah 2, Cabernet
sauvignon e Sauvignon blanc da regido mogiana de S&o Paulo.
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A Figura 19A descreve a ocorréncia de fungos filamentosos isolados do solo das 4
variedades de uva e se houve uma ocorréncia expressiva de algum grupo de fungo que fosse
especifico de cada tipo de solo. Pode-se observar que o solo da Syrah 1 teve uma maior
predominancia de Hifa estéril (3) P. sp (4), Fusarium sp (1), da Syrah 2 uma maior expressao
0 A. ochraceus (33) e A. carbonarius (22), da Cabernet sauvignon obteve maior ocorréncia do
Cladosporium cladosporioides complexo (19), Morfotipo 5 (14), Thricoderma sp (18), P.
variabile (17) e do solo da Sauvignon blanc obteve maior expressividade P. restrictum (23) e
Alternaria sp (24). Os demais isolados apresentaram comportamento semelhante ndo tendo
diferenca significativa.

Na Figura 19B descreve a expressividade das leveduras encontradas nas amostras de

solo, sendo o solo da uva Syrah 1 e Syrah 2 apresentando comportamento semelhante, j& o solo



57

da variedade Cabernet sauvignon teve uma maior relacdo do Morfotipo 1 (1) e Rhodotorula
kratochvilovae (3), e a Sauvignon blanc com a Burkholderia cenocepacia (6).

Em relacdo a figura 19C descreve a ocorréncia de bactéria nas amostras de solo sendo
assim o solo da Syrah 1 teve o Morfotipo 1 (1), Staphylococcus epidermidis (21), a Syrah 2 ndo
apresentou correlacdo significativa. O solo da variedade Cabernet sauvignon foi Morfotipo 2
(3) e Morfotipo 3 (9) e mantendo a correla¢do no solo da Sauvignon blanc apresentando uma
maior incidéncia de Bacillus cereus (5) e Bacillus megaterium (12).

Os componentes fisico quimicos (Figura 19D) que apresentaram uma maior
expressividade no solo da variedade Syrah 1 foram Potassio “K” e Magnésio “Mg” com
concentracOes elevadas ja no solo da Syrah 2 o Enxofre “S” e Ferro “Fe” apresentaram niveis
mais baixos que as demais variedades. No solo da variedade Cabernet sauvignon teve o Zinco
“Zn”, Fosforo “P” e Cobre “Cu” em niveis mais altos, o que nao foi observado nos outros tipos
de solo. O solo da variedade Sauvignon blanc apresentou o Manganés “Mn” com maior
expressividade, uma vez que sua concentracdo foi o dobro quando comparado com as demais
amostras de solo.

A presenca de Hifa estéril (3), P. sp (4), Fusarium sp (1) em grande incidéncia na Syrah
1, pode ser justificado pela maior concentracao de Potassio e Magnesio, onde apresenta maiores
niveis quando comparado com os outros solos. As leveduras apresentaram comportamento
semelhante, ndo ocorrendo expressividade significativa. As bactérias tiveram como
representante o Morfotipo 1 (1) com uma alta incidéncia e Staphylococcus epidermidis (21) ndo
sendo encontrado nos demais solos.

A presenga de Enxofre e Ferro em concentragdes menores no solo da Syrah 2 em
conjunto pode ter sido um fator preponderante para o aparecimento da incidéncia elevada de A.
ochraceus (33) e A. carbonarius (22) o que nao é observado nos demais tipos de solo. As
bactérias e leveduras apresentaram comportamento semelhante ndo tendo representante com
expressividade significativa.

A maior ocorréncia de Cladosporium cladosporioides complexo (19), Morfotipo 5 (14),
Thricoderma sp (18), P. variabile (17) no solo da Cabernet sauvignon pode estar relacionada
com as maiores concentragdes de Zinco “Zn”, Fosforo “P” e Cobre “Cu”, sendo que essa maior
expressividade ndo é observada nos demais tipos de solo. Esse comportamento persiste com a
presenca de bactérias do Morfotipo 2 (3) e Morfotipo 3 (9). As leveduras Morfotipo 1 (1) e
Rhodotorula kratochvilovae (3) foram unicamente presentes nessa variedade, com
expressividade significativa, mostrando que sua presenca pode estar ligada as concentragdes de
Zn, Pe Cu.
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A presenca de niveis elevados de Manganés na variedade Sauvignon blanc pode ser um
fator que favoreceu a incidéncia de P. restrictum (23) e Alternaria sp (24), uma vez que nao foi
relatado nos outros tipos de solo. As bactérias Bacillus cereus (5) e Bacillus megaterium (12)
ocorreram com maior incidéncia, no entanto sua presenca pode ter controlado a presenca da

levedura Burkholderia cenocepacia (6) estando presente em menor incidéncia.

Figura 19 - Analise de Componente Principal da diversidade de fungos filamentosos,
leveduras e bactérias isolados do solo e sua correlagdo com as caracteristicas
fisico-quimicas do solo das variedades de uva Syrah 1, Syrah 2, Cabernet
sauvignon e Sauvignon blanc da regido mogiana de Sao Paulo.
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Tabela 4 - Composicao fisico quimica do solo da Syrah 1, Syrah 2, Cabernet sauvignon e Sauvignon blanc.
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Macronutrientes

Micronutrientes

mg/dc? cmol/dm? mg/dm?
Solo pH Na P K Mg Ca Al H+AI Zn Fe Mn Cu B S M.O.*
Syrah Medi
1 edia 5,9 - 16361 541,22 181 578 010 1,70 1550 4330 3730 298 022 21,70 1,15
Sygah Média 6,1 . 27587 38649 1,09 539 010 240 1990 3610 4320 398 020 120 1,35
Cabernet A uiloso 6,5 - 37693 25352 1,06 586 010 200 2450 4570 2220 7,91 038 3940 1,35
sauvignon
Sag}’;ﬂgon Média 61 - 150,33 27573 094 416 010 170 1490 3600 87,30 6,03 018 5460 1,02
*Matéria organica
Fonte: Dados fornecidos pelo Laboratdrio de Andlise de Fertilidade do Solo da UFLA (2020).
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4.4 Avaliacéo do potencial toxigénico para producado de Ocratoxina A, Aflatoxina

B1, B2, Gl e G2 e Citrinina

As espécies que foram identificadas e enquadradas como potencialmente

toxigénicas foram testadas quanto a producédo de Ocratoxina A, aflatoxinas B1, B2, G1 e

G2 pelo método de plug agar, pertencentes a esse grupo estdo os Aspergillus e a avaliacdo

da producéo de citrinina pelo método Coconut Agar, o qual pertencem a esse grupo 0s

Penicillium.

Tabela 5 - Espécies potencialmente toxigénicas isoladas de uva vinifera e solo de vinhedo.

Syrah Syrah Cabernet Sauvignon

Fungos filamentosos - 2 sauvignon blanc

Uva Solo Uva Solo Uva Solo Uva Solo
Aspergillus niger 2 1 4 21 5 15 2 -
Aspergillus flavus - - 1 - - - - -
Aspergillus niger - - 1 - - - - -
agregado
Penicillium sp se¢céo - 32 - - 2 - 2 -
citrina
Aspergillus ochraceus 2 - - 1 - - -
Penicillium citrinum - - 1 - - - - -
Aspergillus carbonarius - - - 16 2 1 - -
Total por amostra 4 33 7 38 9 16 4 -

Fonte: Da autora (2021).

Dentre os 74 isolados do género Aspergillus nenhum isolado de Aspergillus niger,

A. niger agregado, A. ochraceus foi produtor de OTA. Todos os isolados de A.

carbonarius foram produtores de OTA. O A. flavus isolado de uva da variedade Syrah 2

foi produtor de Aflatoxina B1 e B2. Os isolados pertencentes ao género Penicillium,

sendo eles P. citrinum e P. sp secdo citrina, nenhum foi produtor de citrinina.
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5 DISCUSSAO

A filosfera da videira (Vitis vinifera) abriga diversos microrganismos, incluindo
leveduras, fungos filamentosos e bactérias que modulam substancialmente a satde da
videira, o crescimento e a producdo de uva e vinho (BARATA et al., 2012 ; GILBERT et
al., 2014). Os microrganismos associados a videira e transferidos para 0 mosto tém uma
influéncia profunda na composicéo, sabor e qualidade do vinho (BARATA et al., 2012).
Leveduras fermentativas (principalmente Saccharomyces cerevisiae) e bactérias do acido
lactico (LAB, predominantemente Oenococcus oeni) no mosto modulam o sabor e o
aroma do vinho (SWIEGERS et al., 2005). O género Oenococcus raramente foi isolado
de uvas no vinhedo (GARIJO et al., 2009)

Os microrganismos sdo distribuidos principalmente por forcas fisicas, como o ar
e 0 vento (ZHU et al., 2017). A incorporagdo em nuvens e precipitacdo em ecossistemas
préximos aumenta sua dispersdo em longas distancias (HAMILTON; LENTON, 1998),
essas condi¢Oes podem justificar a presenca de diferentes grupos de microrganismos em
ambientes tdo proximos, fazendo com que o mosto de uvas preparado para iniciar o
processo de fermentacdo tenha caracteristicas Unicas, podendo variar de uma safra para
outra.

O género Cladosporium spp foi 0 que apresentou a maior incidéncia e é
considerado um dos fungos responsaveis pela podridao do cacho, sendo encontrado com
frequéncia em uvas viniferas (Vitis vinifera L.), a presenca do grupo de Aspergillus (A.
japonicus, A. ochraceus, A. niger, A. flavus, A. carbonarius) e Penicillium como (P.
spinulosum, P. glabrum, P. brevicompactum, P. aurantiogriseum, sdo grupos de fungos
comumente encontrado nas bagas e que sdo potencialmente danosos levando a podriddo
acida, comprometendo a qualidade do vinho (GIOVANNINI; MANFROI, 2013). Além
da Alternaria sp, algumas espécies pertencentes a esse grupo prejudica o amadurecimento
dos frutos pela desfolha precoce (GARRIDO; GAVA, 2014). Wang et al., (2015) também
relatou algumas espécies consideradas patdgenos vegetais comuns, como Alternaria
alternate, Aspergillus niger, B. dothidea, Cladosporium cladosporioides e Cytospora
sacculus, os gquais foram encontradas em baixas porcentagens.

Dentre as espécies citadas anteriormente 3 delas séo consideradas potencialmente
toxigénicas, sendo os isolados que apresentaram a maior incidéncia foram A. niger e P.

sp secdo citrina, no entanto nenhum foi considerado produtor. A. carbonarius também
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apresentou sua incidéncia aumentada, sendo que todos os isolados foram considerados
produtores. Essa diferenca de fungos produtores de toxina é explicada por Batillani et al.
(2003) onde a taxa de A. niger produtor de toxina varia de 5 a 30% mesmo em substratos
que favorecem o crescimento desses fungos como uva e cereais, 0 contrario é relatado
para A. carbonarius onde 90% dos fungos sao produtores de toxina.

A presenca Aureobasidium pullulans, foi a que apresentou a maior incidéncia
assim como outras espécies pertencentes ao género Aspergillus corroborando com estudo
realizado por Wang et al. (2015). No mosto das uvas do presente trabalho foi encontrado
uma pequena quantidade de Hanseniaspora uvarum, tal comportamento é explicado por
apresentar menor incidéncia no mosto inicial e durante a fermentac&o ocorra um aumento
desses grupos, uma Vvez que a riqueza de espécies diminuiu e leveduras
como Hanseniaspora uvarum, Starmerella bacillaris e Saccharomyces
cerevisiae ocuparam sucessivamente as amostras de mosto

Bokulich et al. (2014), David et al. (2014) e Taylor et al. (2014) também
evidenciaram a baixa ou auséncia de Saccharomyces como Hanseniaspora,
Issatchenkia ou Pichia no mosto.

Em estudo realizado por Barata et al. (2012) os fungos mais comuns
Aureobasidium pullulans sdo conhecidos por terem um efeito antagdnico no
desenvolvimento de fungos como Botrytis cinerea, causando podriddo cinzenta,
e Aspergillus spp, produzindo ocratoxina. O que faz ressaltar sua importancia uma vez
que foi encontrado em maior incidéncia nesse estudo.

Apesar da predominancia de algumas espécies de fungos, a comunidade presente
nas amostras era diversificada, caracterizadas por géneros como Cladosporium,
Aspergillus, Penicillium, Alternaria, Fusarium, Ureobasidium, Sporobolomyces,
Cryptococcus, Burkholderia, Rhodotorula derivados de ecossistemas de vinhedos. Essa
comunidade pode estar mais relacionada a origem geografica (localizacdo do vinhedo),
microclima e propriedades do solo (disponibilidade de nutrientes), do que a variedade da
videira, estando de acordo com estudos da microbiota associada & videira
(MEZZASALMA et al., 2018; WANG et al., 2015; BOKULICH et al., 2014).

A fermentacdo acética ndo é desejavel durante o processo de fermentacdo das
uvas, esse processo consiste em transformar o alcool em acido acético por determinadas
bactérias, conferindo o gosto caracteristico de vinagre. Houve uma baixa incidéncia na

propor¢cdo de <10UFC/g de uva, comportamento semelhante foi observado com a
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presenca das bactérias laticas, mostrando a mesma semelhanca em estudo realizado por
(PORTILHO et al., 2016).

Os isolados do género Enterobacter e Bacillus estavam presentes em abundancia
nas uvas e no solo, além de Acinetobacter, o que corrobora com Barata et al. (2012) que
sdo frequentemente isolados de uvas, mas geralmente sdo considerados indcuos
contaminantes, pois ndo tem a capacidade de crescer durante o processo de fermentagédo
do vinho. A presenca de Pseudomonas e Bacillus sp podem atuar como agentes de
supressdo para doencas biologicas, estimulando o crescimento e a salde das
plantas (COMPANT et al., 2011; WEST et al., 2010).

No solo, os fungos sdo encontrados em grandes quantidades, variando de 10* a
108 por grama, participando ativamente dos processos de biodeterioragio e biodegradacéo
decompondo a matéria-organica por meio da degradacdo de dejetos e restos mortais e
animais e tecidos de plantas, transformando-os em substancias capazes de enriquecer o
solo. Além disso, atuam também na decomposicdo de xenobiéticos, fazem o controle
bioldgico, estabelecem relacBes simbidticas e promovem a agregacdo do solo e a
mineralizacdo de nutrientes (CARDOSO et al., 2016).

Os microrganismos do solo podem mediar caracteristicas da planta, como
tamanho da folha, sensibilidade a geada, massa da semente, bem como a arquitetura,
tamanho e distribuicdo das raizes e sua absorcao de nutrientes, tendo assim uma influéncia
significativa no desempenho da planta (FRIESEN et al., 2011). Além de servir como
como uma fonte-chave de bactérias associadas a videira com fatores edaficos que
influenciam o microbioma da videira nativa, sendo a comunidade microbiana de solos da
mesma regido viticola bastante heterogénea (ZARRAONAINDIA et al., 2015).

As caracteristicas fisicas do solo, particularmente o carbono orgénico do solo,
mostraram afetar a composi¢do da comunidade fangica em escalas subvinhas em um
unico vinhedo no sudoeste da China e destacam a importancia das variacbes em pequena
escala nas condi¢Ges ambientais na composi¢cdo da comunidade microbiana (LIANG et
al., 2019).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O complexo Cladosporium cladosporioides e 0s géneros Penicillium e
Aspergillus foram os principais componentes da microbiota da uva e do solo da regido
estudada, sendo os microrganismos de maior predominancia neste estudo, assim como as
bactérias do género Bacillus, Arthrobacter e Morfotipo 3 e Pseudomonas e as leveduras
pertencentes ao género Aureobasidium, Cryptococcus, Sporobolomyces, Morfotipo 1,
Burkholderia, Rhodotorula.

A analise fisico-quimica do solo mostrou que a incidéncia em maior concentragdo
de alguns nutrientes pode favorecer um grupo de espécies. Zinco “Zn”, Fosforo “P” e
Cobre “Cu”, foram indicadores da alta incidéncia de Cladosporium cladosporioides
complexo, assim como a baixa concentragdo favoreceu incidéncia de A. ochraceus e A.
carbonarius. Mesmo comportamento evidenciado pelos géneros Cryptococcus,
Sporobolomyces, Streptomyces.

Das espécies potencialmente produtoras de ocratoxina A isoladas das uvas e do
solo, a maioria ndo foi produtor de OTA, o0 que diminui o risco da presenca desta
micotoxina nos vinhos produzidos na regido. Com excegéo do A. carbonarius encontrado
em maior incidéncia no solo da Syrah 2, no entanto ndo foi encontrado com a mesma

incidéncia na uva.
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