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resumo

Em ecossistemas microbianos complexos, com diferentes espécies e
estirpes, ha interacgdes intra- e interespecificas que influenciam a estrutura
das comunidades. Este é o cenario que se pode encontrar na fermentagao
de mostos de uva, que sdo um nicho ecoldégico complexo onde existem
leveduras, fungos filamentosos e bactérias. De facto, a fermentagido de
mostos vinicos &€ um processo bioquimico complexo, onde a fermentagéo
alcodlica, levada a cabo pelas leveduras, € a reac¢gado mais importante.

Este trabalho teve como objectivo a identificacdo das leveduras selvagens
da regido da Bairrada, e a monitorizagdo das leveduras presentes ao longo
do processo de fermentacdo. Pretendeu-se, ainda, caracterizar as leveduras
associadas as diversas castas, especialmente a casta Baga. Procedeu-se
ao isolamento de leveduras, de mosto inicial, do inicio da fermentagao e do
final de fermentagédo, de mostos de uvas de varias castas, nomeadamente
Maria Gomes, Bical, Tinta Roriz, Touriga Nacional, Baga, e também de
lagares. Posteriormente identificaram-se os isolados com técnicas de PCR
por amplificagdo especifica das regides ITS, por RFLP do gene MET2, e
analise das regides inter-0.

As espécies que predominaram no mosto inicial e inicio de fermentagao
foram H. uvarum, I. terricola e M. pulcherrima. Relativamente ao final da
fermentacao, a grande maioria dos isolados foram identificados como sendo
S. cerevisiae e H. uvarum. Quanto a analise dos perfis de bandas inter-5
foram obtidos 182 perfis diferentes em fermentagbes espontaneas e 150 em
fermentacdes de lagares, sugerindo a existéncia de elevada variabilidade
natural de S. cerevisiae.
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abstract

In complex microbial ecosystems there is intra- and interspecific interactions
which influence the structure of the microbial community. This complexity is found
in wine must fermentations where yeasts, filamentous fungi and bacteria are
present. Indeed, the fermentation of wine musts is a complex biochemical
process where the alcoholic fermentation, carried out by yeasts, is the most
important reaction.

The aims of this study were to identify and characterize the wild wine yeasts of
the Bairrada region, to monitor the yeasts present throughout the fermentation
process in both laboratorial and cellar fermentations, and to characterize the
yeasts associated with the grapes Maria Gomes, Bical, Touriga Nacional, Tinta
Roriz and especially Baga. For this, yeasts were isolated from several
fermentation stages, namely from initial must, from the beginning of fermentation
and from fermentation end points. The isolated yeasts where characterized by
PCR through amplification of the ITS region, by RFLP of the MET2 gene, and by
amplification of inter-0 regions.

The dominant species in the initial must and beginning of fermentation were H.
uvarum, l. terricola e M. pulcherrima, while S.cerevisiae dominated at the end of
fermentation. As for the analysis of the inter-6 profiles, 182 different profiles were
obtained in spontaneous fermentations and 150 in cellar fermentations, thus
indicating significant natural diversity of S. cerevisiae strains.
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Introducao

1. Metodologias moleculares

As metodologias classicas de microbiologia utilizadas na identificacdo de
microrganismos incluem o cultivo em meios selectivos, observacdo ao microscopio, testes
fenotipicos relativos a taxas de fermentacdo e assimilagdo, entre outras. Estas tém
permitido classificar e identificar as varias espécies de leveduras (Querol et al, 2003;
Renouf ef al, 2007), contudo existem limitagdes relacionadas com as condi¢des Optimas de
crescimento para a maioria das espécies, que dificultam o desenvolvimento de meios de
cultivo universais (Millet V. & Lonvand-Funel, 1999; Renouf et al, 2007). Tais limitagdes,
e a morosidade dos testes microbianos classicos, tém promovido o desenvolvimento de
métodos moleculares para identificacdo dos géneros e espécies e genotipagem de estirpes
da mesma espécie (Kolbert P.C. & Persing, D. H., 1999; Querol et al, 2003).

A classificacdo genotipica ¢ baseada em alvos moleculares estaveis e uniformes,
sendo uma ferramenta de exceléncia na identificacao e classificagdo de espécies (Kolbert
P.C. & Persing, D. H., 1999; Querol et al, 2003). Os alvos de estudo mais frequentes sao
os genes ribossomais. (Renouf ez al, 2007), pois existem diversas vantagens associadas a
sua utilizacdo em estudos taxonémicos. O DNA ¢é uma biomolécula de facil isolamento e
alta estabilidade e os genes que codificam o rRNA possuem regides altamente conservadas
e regides variaveis, com taxas de evolugdes ligeiramente diferentes entre si. Regides
nucleotidicas altamente conservadas permitem o desenho de sondas universais enquanto
que as regides variaveis possibilitam desenvolver sondas especificas para determinado
grupo de organismos (Kolbert P.C. & Persing, D. H., 1999).

As leveduras s3o fungos unicelulares e¢ foram classificadas por Barnett e
colaboradores (1990) em 83 géneros e 590 espécies. Contudo, novas espécies t€m sido
descobertas, e a alteracdes nas metodologias da taxonomia de leveduras, tém alterado
ligeiramente estes numeros. A identificagdo baseada em abordagens fenotipicas e
morfoldgicas continua a ser o principal critério de identificacdo, no entanto critérios
moleculares sdo frequentemente usados. Alguns destes métodos baseiam-se na analise de

sequéncias, nomeadamente da regido D1/D2 do 26S do rDNA, na regido 18S e também nas



Dinamica populacional de leveduras na fermentagdo de mostos vinicos

regides 5,8S e ITS (Querol et al, 2003). Estes critérios moleculares também tém
introduzido altera¢des na classificacdo de alguns grupos.

As relagdes filogenéticas entre leveduras tém também sido estudadas por
comparagdo de sequéncias de rDNA. A principal vantagem deste método ¢ o facto dos
ribossomas de todos os organismos serem altamente conservados, essenciais a vida e
partilharem uma origem comum, permitindo comparacao entre espécies (Barros Lopes et
al, 1998). Em diversas leveduras, como por exemplo S. cerevisiae, os genes rDNA
localizam-se numa regido composta por repeticdes em fandem de um fragmento de 9kb
localizados no cromossoma XII. Estes fragmentos possuem duas unidades transcricionais,
a saber um grupo de genes que codificam os rRNA’s 18S, 5.8S e 26S e duas regides
internal transcribed spacers chamadas ITS1 e ITS2. As regides variaveis nao codificantes
ITS e o gene 5.8S codificante e conservado sdo ferramentas valiosas no estudo de relagdes
genealdgicas, pois exibem um nivel de diferengas interespecificas superior ao encontrado
nas regioes 18S e 26S (Esteve-Zarzoso et al, 1998; Montrocher et al, 1998).

Esteve-Zarzoso ¢ colaboradores (1999) aplicaram com sucesso a analise de
restricdo a regido 5.8S-ITS do rDNA, que ¢ altamente conservada ao nivel das espécies. A
regido ITS contém o gene que codifica o 5.8S rRNA ¢ as duas regides vizinhas nao
codificantes e varidveis ITS1 e ITS2. Esta regido apresenta uma elevada variabilidade
interespecifica no tamanho, mas reduzido polimorfismo intraespecifico, o que permite a
sua utilizag@o na identificacdo de espécies (Fernandéz-Espinar et al, 2000; Guillamon et al,
1998; Esteve-Zarzoso et al, 1999; Montrocher ef al, 1998). A amplificagdo da regido ITS
com os primers descritos por White e colaboradores (1990), ITS1 (TCC GTA GGT GAA
CCT GCG G (19pb)); e ITS4 (TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC (20pb)) permite
seleccionar leveduras que tenham apenas uma banda amplificada, pré classificando-as ao

nivel da espécie, de acordo com o tamanho do amplicdo (Granchi ef al, 1999).

ITS4

—_—

185 s m s 285

TITs4

Figura 1 - Regido amplificada pelos primers I'TS1 e ITS4 (Guillamon et al 1998).

A classificagdo do género Saccharomyces ao nivel da espécie tem-se revelado
problemdtica e tem sofrido intimeras alteracdes taxonomicas ao longo dos anos.

Presentemente consideram-se trés grupos estabelecidos por Van de Walt (1970),
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nomeadamente o grupo Saccharomyces sensu strictu formado pelas espécies S. cerevisiae,
S. paradoxus, S. bayanus ¢ S. pastorianus. As espécies S. barnettii, S. castellii, S.
dairenensis, S. exiguos, S. kunashirensis, S. martiniae, S. rosinii, S. servazzi, S.
spencerorum, S. transvaalensis e S. unisporus constituem o grupo Saccharomyces sensu
lato. Por fim, a espécie S. kluyveri constitui o terceiro grupo (Fernandéz-Espinar et al,
2000; Rainieri et al, 2003). A distingdo entre espécies sensu strictu de Saccharomyces ¢
muito dificil devido a sua proximidade genética, mas pode ser resolvida usando RFLP do
gene MET?2. (Antunovics et al, 2005).

A amplificacdo do gene MET2 com os primers, descritos em 1996 por Masneuf e
colaboradores, MET2 F (CGA AAA CGC TCC AAG AGC TGG (21pb)) e MET2 R
(GAC CAC GAT ATG CAC CAG GCA (21pb)), e posterior digestdo enzimatica com Pst/
e EcoRI permite distinguir entre as espécies S. cerevisiae, S. paradoxus e S. bayanus. A
endonuclease Pstl corta o gene MET?2 de S. bayanus produzindo dois fragmentos de 365 e
211 pb, EcoRI corta o gene MET2 de S. cerevisiae originando dois fragmentos de 369 e
211pb e nenhuma destas cliva o gene MET2 de S. paradoxus (Demuyter et al, 2004;
Antunovics et al, 2005).

S. cerevisiae possui um genoma relativamente pequeno com elevado numero de
cromossomas, com 12 - 13 Mb de DNA nuclear organizado em 16 cromossomas, pouco
DNA repetitivo e poucos intrdes. O contetido GC do genoma ¢ cerca de 40%, muito mais
compacto que o de outras células eucarioticas (Pretorius 2000). O genoma de S. cerevisiae
pode softrer alteragdes no tamanho dos cromossomas, causadas por recombinacao induzida
pelos elementos Ty ou sequéncias subteloméricas repetidas (Querol et al, 2003). Existem
aproximadamente 35-55 cdpias de pelo menos 5 retrotransposdes Tyl-TyS. Estes sdo
moveis no genoma e sdo capazes de migrar de um local para outro, usando transcriptases
reversas (Pretorius 1. S.; 2000; Jiang, Y. W., 2001). As sequéncias 6 sdo algumas das
regides de DNA repetitivo presentes no genoma de S. cerevisiae, ¢ sdo conhecidas 299
sequéncias (Legras et al, 2003; Schuller et al, 2004; Nishida et al, 2007). Podem encontrar-
se dispersas no genoma denominando-se delta solo ou integrar LTRs de ~350bp que
flanqueiam os retrotransposoes Tyl e Ty2. (Legras et al, 2003; Schuller et al, 2004). A
variagdo no numero e localizagdo ocorre ao nivel intraespecifico, o que as torna
ferramentas importantes na distingdo de estirpes de S. cerevisiae. (Schuller, 2004).

Ness e colaboradores (1993) propuseram o uso de um protocolo rapido de

genotipagem de S. cerevisiae baseado em amplificagdo por PCR de regides inter-6. O

4
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poder de discriminagdo deste método depende do par de primers utilizado, mas a mais
recente optimizagdo (612 - 5-TCAACAATGGAATCCCAAC-3> e 982 - 5’-
GTGGATTTTTATTCCAAC-3’) dos primers propostos por Ness e colaboradores
denominados 61-82, (Legras et al, 2003), permitiu duplicar o nimero de padrdes inter-6
(Schuller et al, 2004) originais. Para além deste método de genotipagem, tém também sido
usados o RFPL de mtDNA, andlise de microssatélites, e analise do cariotipo. A andlise
optimizada das regides inter-60 demonstrou ter poder discriminatorio semelhante, com a
vantagem de ser um método que ndo requer grande investimento em equipamento e ser de

facil execugdo (Schuller et al, 2004).

2. Microflora vinica

Em ecossistemas microbianos complexos, com diferentes espécies e estirpes, ha
interacgdes intra e interespecificas, que influenciam a estrutura da comunidade. Tal cenario
encontra-se na fermentacdo de mostos vinicos onde ha interacgdes entre leveduras, fungos
filamentosos ¢ bactérias. A composicdo do mosto ¢ o processo de fermentacdo sdo os
factores mais importantes para a ecologia microbiana da produ¢do de vinho (Fleet, 2003).
As leveduras vinicas catalizam rapidamente e com elevado grau de eficiéncia o actcar
presente nas uvas, em particular as hexoxes, em etanol, didoxido de carbono e outros
metabolitos (Cappello et al, 2004; Fleet H., Heard, G.M., 1993). Durante a primeira fase da
fermentagdo as leveduras nao-Saccharomyces produzem elevadas concentragdes de
¢ésteres, alcoois de cadeia longa, aldeidos e glicerdis que sdo importantes para as
caracteristicas organolépticas do vinho (Esteve-Zarzoso et al, 1998).

As leveduras responsaveis pela fermentacao alcodlica podem ter trés origens: a
superficie das uvas, a superficie do equipamento e instalagdes vinicolas, e ainda indculos
comerciais (Fleet H., Heard, G.M., 1993). No entanto, considera-se que a origem principal
das leveduras é a casca das uvas, ¢ durante o amadurecimento destas ha altera¢des nas
comunidades microbianas. No inicio de matura¢do das uvas podem encontrar-se
Rhodotorula, Cryptococcus ¢ Candida e ainda o fungo Aerobasidium pullulans. Com o
amadurecimento da uva, os niveis de aclicar aumentam levando ao desenvolvimento das

populagdes microbianas. Em uvas maduras encontram-se as espécies do inicio da
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maturagdo, mas predominam outras, nomeadamente Hanseniaspora e Metschinikowia. Em
uvas danificadas, nas quais existe maior disponibilidade de nutrientes, predominam as
Hanseniaspora, Metschinikowia e Candida, podendo encontrar-se também Saccharomyces
e Zygosaccharomyces. A S. cerevisiae, que ¢ a principal levedura da fermentagdo nao se
encontra com frequéncia nas uvas (10™"% cfu/g) (Fleet, 2003).

As leveduras mais frequentes no mosto inicial das uvas pertencem aos géneros
Kloeckera, Hanseniaspora que constituem 50-70% da populagdo. Podem também ser
encontrados os géneros Candida, Cryptococcus, Rhodotorula, Pichia, Kluyveromyces e
Hansenula (Fleet, 1993).

A superficie do equipamento das adegas e lagares, que entram em contacto com o
sumo de uva e vinho, desenvolve uma flora associada particular, dominada por S.
cerevisiae, mas podem também ser encontradas leveduras dos géneros Candida, Pichia,
Hansenula e Brettanomyces (Fleet H., Heard, G.M., 1993).

As fermentagdes espontaneas iniciam-se com varias espécies de Kloeckera,
Hanseniaspora e Candida e em menor propor¢do com Hansenula e Pichia. O crescimento
destas espécies diminui geralmente ao fim do segundo ou terceiro dia de fermentacdo, e
com o passar do tempo estas acabam por desaparecer. Nesta fase, a fermentagdo ¢
conduzida por espécies de Saccharomyces mais resistentes ao etanol e com maior
capacidade fermentativa (Fleet H., Heard, G.M., 1993; Cappello et al, 2004). A segunda
espécie mais comum nesta fase ¢ S. bayanus que também possui boa capacidade
fermentativa e elevado crescimento a temperaturas mais baixas e a elevadas concentragdes
de agticar (Querol et al, 2003; Antunovics et al, 2007).

A qualidade do vinho depende em parte da flora microbiana que se desenvolve
durante a fermentagdo. Assim, ¢ de grande importancia conhecer a flora fermentativa
autdctone e as suas caracteristicas representativas de cada regido enoldgica. As leveduras
indigenas estdo presentes na superficie das uvas e a fermentacdo depende de diversos
factores fisicos, quimicos e bioticos. (Valero et al, 2005; Capello et al, 2004; Querol et al,
1992), pelo que a caracterizagdo da microflora indigena deve ter tais factores em
consideracao.

A utilizagdo de estirpes comerciais na fermentacdo de mostos vinicos tornou-se
uma pratica comum, pois assegura maior estabilidade nas fermentagdes e previne
fermentagdes “amuadas”, ou mesmo o desenvolvimento de leveduras contaminantes que

deterioram o vinho (Schuller et al, 2004; Torija et al, 2003). Sdo usadas como fermentos
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comerciais estirpes de S. cerevisiae e S. bayanus, sendo que S. bayanus é usada
preferencialmente em mostos brancos doces a baixas temperaturas e também em
fermentagdes “amuadas”. (Antunovics et al, 2005). A maioria das estirpes comerciais foi
seleccionada a partir de estirpes selvagens com caracteristicas enologicas favoraveis,
nomeadamente a tolerancia ao etanol, o desempenho fermentativo e a producdo de
metabolitos desejaveis (Valero et al, 2005). No entanto, o uso de fermentos comerciais
substitui microflora indigena e altera as caracteristicas tipicas da fermentacdo espontanea
(Capello et al, 2004). Tal deve-se a diferencas na produgdo de metabolitos secundarios de
relevancia organolética que varia entre as espécies e entre as estirpes da mesma espécie
(Fleet, 2003). Apesar disto, a inoculacdo de mostos com leveduras seleccionadas por
minimizar o spoilage do vinho, que ocorre pela producdo de sulfitos de hidrogénio e outros
compostos sulfurosos volateis, acido acético, diversos ésteres e fenois volateis. As espécies
que podem ter comportamento de spoilage sio Candida ¢ Pichia, podendo formar uma
pelicula superficial em vinhos expostos ao ar, ¢ ainda Zygosaccharomyces, Dekkera,

Saccharomyces e Saccharomycodes (Fleet, 2003).

3. Objectivos:

O conhecimento da microflora e da evolugdo desta ao longo do processo
fermentativo permite seleccionar estirpes indigenas e potencia a produgdo de vinhos
diversificados. Neste estudo, pretendeu-se criar uma coleccdo de leveduras vinicas
indigenas da regido vitivinicola da Bairrada e conhecer a dindmica populacional
microbiana do processo fermentativo. Para tal, desenvolveu-se uma abordagem molecular
para identificacdo das leveduras presentes nas diversas fases de fermentagdo de mostos da
Bairrada. Deste modo, foram isoladas das vinhas e lagares leveduras selvagens associadas
as castas Maria Gomes, Bical, Tinta Roriz, Touriga Nacional e Baga. Procedeu-se a sua
identificacdo em diversas fases do processo de fermentagdo, nomeadamente em mosto
inicial, inicio de fermentac¢do e final de fermentagdo. Para as amostras de mosto inicial,
inicio e final de fermentagdo caracterizou-se a microflora por amplificagdo da regido ITS
do genoma das leveduras (Granchi et al, 1999) e posterior identificacdo dos isolados com

sondas especificas. As espécies ndo-Saccharomyces, S. cerevisiae, S. bayanus e S.

7
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paradoxus foram caracterizadas por amplificagdo e andlise de RFLP do gene MET2
(Demuyter et al, 2004; Antunovics et al, 2005). Posteriormente as estirpes de S. cerevisiae

foram genotipadas e agrupadas com base em perfis inter-6 (Ness et al, 1993; Legras et al,
2003).
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Materiais e Métodos

1. Leveduras Vinicas

1.1. -Colheita de amostras

As uvas usadas nas fermentacdes espontaneas efectuadas em laboratorio foram
colhidas durante 0 més de Setembro na regido vitivinicola da Bairrada. Colheram-se uvas
de cinco castas, nomeadamente da Baga, Touriga Nacional, Tinta Roriz, Maria Gomes ¢
Bical. Seleccionaram-se uvas em vinhas monocasta € em vinhas mistas cuja localizagdo
estd indicada no mapa da figura 2. As amostras foram colhidas assepticamente, para sacos
esterilizados, 6 amostras com cerca de 4kg de cada casta nas vinhas isoladas e também nas
vinhas mistas. Seleccionaram-se uvas em adiantado estado de amadurecimento
(ligeiramente danificadas). As colheitas foram realizadas em dois anos consecutivos 2006 e
2007. Todos os resultados apresentados relativos a 2006 foram obtidos por colegas do

laboratério e foram usados para que fosse possivel realizar um estudo mais alargado.
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Figura 2 - Localiza¢io das vinhas onde se efectuaram colheitas de amostras de uvas em Setembro de
2007. C- Vinha mista, TR- Tinta Roriz, Bi- Bical, B- Baga, M- Maria Gomes, T-Touriga Nacional. As
vinhas assinaladas a laranja foram amostradas apenas em 2007.
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1.2.1. Fermentacoes Laboratoriais.

Para as fermentagdes espontaneas assépticas, conduzidas no laboratoério, as
amostras foram esmagadas manualmente dentro de sacos de plastico estéreis. Apds a
obten¢do do mosto recolheram-se 6 réplicas de 500ml para erlenmeyers estéreis. Das seis
réplicas iniciais de 500ml, transferiram-se assepticamente 100ml de cada uma, para outro
erlenmeyer para formar uma amostra complexa. Pretende-se com a mostra complexa obter
uma amostra mais representativa.

Recolheram-se amostras de mosto no momento do esmagamento das uvas ou seja
do mosto inicial, no inicio de fermentacdo, quando o mosto apresentou formagdo de
espuma, libertacdo de bolhas de didxido de carbono (CO;) e perda de 2g/L, e no final de
fermentag¢do, quando o mosto apresentou uma perda de peso de 70g/L. O processo de
fermentagdo no laboratério foi monitorizado pela pesagem diaria dos mostos, quando estes
apresentaram uma perda de 70g/L considerou-se que as fermentagdes tinham chegado ao
fim. As fermentac¢des foram conduzidas a temperatura ambiente do laboratdrio, que oscilou
entre os 15°C e 20°C.

Dos mostos inicial e inicio de fermentagdo, retiraram-se da amostra complexa
200l de mosto que foi posteriormente diluido de 10" a 10™. Estas amostras foram
semeadas em meio Yeast Extract Peptone Dextrose YEPD (extracto de levedura 1% w/v,
peptona 1% w/v, glucose 2% w/v, agar 2% w/v) com bifenil (150mg/L) para prevenir o
crescimento de fungos filamentosos, em paralelo semearam-se as amostras em meio WL
(MERCK) com bifenil (150mg/L). Apo6s incubagdo a 30°C durante 48h foram isoladas
aleatoriamente 30 colonias de placas de agar com 30 a 300 UFC’s, que foram semeadas
novamente em meio YEPD e incubadas a 30°C durante 48h. Posteriormente foram
criopreservadas em YEPD liquido com glicerol a 40% v/v a -80°C. As amostras do final de
fermentagdo tiveram um tratamento semelhante, contudo as réplicas também foram

semeadas a partir de dilui¢des de 10 e 10~
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1.2.2. Fermentagoes em Lagares

As amostras de mosto foram obtidas directamente do lagar no inicio e final da
fermentacdo. Usaram-se tubos falcon esterilizados e fizeram-se amostragens de 6 lagares
diferentes (figura 3). Esta experiéncia foi repetida em trés anos consecutivos 2005, 2006 e
2007. Todos os resultados apresentados relativos a 2005 e 2006 foram obtidos por colegas
do laboratério e foram usados para que fosse possivel realizar um estudo mais alargado.

As amostras do inicio da fermenta¢do, nas diluigdes de 10" a 10, foram
distribuidas em meio YEPD com bifenil para evitar o crescimento de fungos filamentosos,
ja& as amostras do final de fermentagdo foram semeadas em YEPD. Apos incubagdo
isolaram-se 30 colonias no inicio ¢ 30 coldnias no final da fermentagdo de cada mosto. As
colonias de leveduras foram isoladas aleatoriamente, espalhadas em YEPD e apos

incubacdo criopreservadas em YEPD liquido com glicerol a 40% v/v a -80°C.
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Figura 3 - Localizacao dos 6 lagares onde foram colhidas amostras de mosto em Setembro de 2007.
Lagar 1 a Lagar 6.
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2. Métodos Moleculares de Identificacao de Leveduras Vinicas

2.1. Extraccao de DNA genomico

A extrac¢do de DNA genémico foi realizada de acordo com o protocolo descrito
por Lopez e colaboradores (2001) com algumas alteragdes. Culturas de 1 ml em YEPD
foram recolhidas por centrifugacdo e posteriormente lavadas duas vezes em agua ultra
pura. Em seguida, as células precipitadas foram ressuspendidas em 100 pl de tampao de
lise (1 M sorbitol, 0,1M EDTA-Na,, pH a 7,5). As células foram lisadas com 5 pl liticase
(5U/ul, Sigma) durante 45min a 37°C. Foi utilizado também dodecil sulfato de sédio
(SDS) a 10% w/v para a emulsdo dos lipidos, que potenciou a lise celular a 65°C durante 5
minutos O DNA foi precipitado com acetato de potassio SM e um volume de isopropanol.
A solugao foi misturada e deixou-se repousar 5 minutos a temperatura ambiente. Recolheu-
se 0 DNA por centrifuga¢do e foi posteriormente lavado com etanol a 70% e deixado secar
ao ar. Posteriormente ressuspendido e conservado em tampao TE a -20°C. O DNA foi
quantificado num Nanodrop ND-1000, que permitiu também avaliar a sua qualidade. As
amostras foram posteriormente diluidas para obter solugdes a 100 ng DNA/ul que foram

usadas em reacc¢oes de PCR.

2.2. Regidao ITS do rDNA de leveduras vinicas

As reaccdes de amplificacdo da regido ITS foram realizadas usando os primers
ITS1 e ITS 4 descritos por White e colaboradores (1990). Fizeram-se reac¢des de 25 uL,
com a seguinte composi¢do: 1x PCR Buffer incomplete BIORON, 2mM de MgCl,, 0,2mM
de dANTP’s, 0,4uM de cada primer, 1U de Taq Polimerase Bioron e 100ng do respectivo

DNA. O ciclo de PCR utilizado encontra-se esquematizado na tabela 1.

Tabela 1 - Ciclo de amplificacio das regides ITS

Temperatura (°C) Tempo (min)  Ciclos

95 5 1
94 0,4 35
53 0,4

72 1

72 5 1
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Os produtos de PCR foram analisados num Labchip. Os tamanhos dos amplicdes

foram comparados com os obtidos por Granchi e colaboradores (tabela 2) o que permitiu

agrupar e diferenciar os isolados deste estudo. As amostras foram posteriormente testadas

com primers especificos para as espécies mais provaveis de acordo com o tamanho do

amplicdo (tabela 2). Os primers utilizados foram desenvolvidos no nosso laboratério no

ambito de outros projectos, e foram obtidos usando o software BioEdit, utilizando

sequéncias fasta disponiveis no GenBank do NCBI (ver tabela 3).

Tabela 2 - Espécie e tamanho do amplicio esperado usando os primers ITS1 e ITS4 (adaptado de

Granchi et al, 1999).

Tamanho do

Tamanho do

Espécie Amplicao(pb) Espécie Amplicao(pb)
Schizosaccharomyces pombe 970 Candida famata 656
Saccharomyces bayanus 850 Pichia anomala 615
Saccharomyces cerevisiae 850 Cryptococcus albidus 613
Saccharomyces paradoxus 850 Pichia guilliermondii 605

Zygosaccharomyces

Saccharomyces pastorianus 850 florentinus 585
Torulaspora delbrueckii 803 Rhodotorula minuta 582
Zygosaccharomyces bailii 785 Dekkera anomala 514
Hanseniaspora guilliermondii 760 Issatchenkia orientalis 494
Saccharomycodes ludwigii 758 Pichia membranifaciens 475
Hanseniaspora uvarum 745 Candida valida 475
Kloeckera apiculata 745 Candida stellata 468
Hanseniaspora valbyensis 740 Dekkera bruxellensis 459
Zygosaccharomyces rouxii 735 Pichia fermentans 449
Kluyveromyces thermotolerans 682 Issatchenkia terricola 416
Debaryomyces hansenii 656 Metschnikowia pulcherrima 380
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Tabela 3 — Regides do genoma das leveduras usadas na sua identificacio.

Espécie Regido alvo

Candida cantarelli
Candida stellata
Candida vanderwalltii
Candida vini
Issatchenkia orientalis
Issatchenkia terricola

18S
Kluyveromyces thermotolerans
Kluyveromyces marxianus
Pichia anémala
Schizosaccharomyces pombe

Rhodotorula glutinis

Rhodotorula mucilaginosa

Dekkera anomala
Dekkera bruxellensis
Dekkera hanseni
Pichia guilliermondi
Pichia membranifaciens
Pichia mexicana
Saccharomyces ludwigii 26S
Torulaspora delbrueckii
L. elongisporus
Zygosaccharomyces rouxii
Zygosaccharomyces bisporus
Hanseniaspora uvarum

Metschnikowia pulcherrima

Saccharomyces bayanus
Saccharomyces cerevisiae IGS

Saccharomyces paradoxus

Saccharomyces pastorianus

A reaccdo de PCR com primers especificos realizou-se num volume final de 25uL
com a seguinte composi¢ao: 1xTampao Fermentas, 1,7mM de MgCl,, 0,ImM de dNTP’s,
0,1uM de cada primer, 1U Taq Polimerase Fermentas e 100ng do respectivo DNA. O ciclo

de PCR utilizado encontra-se esquematizado na tabela 4.
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Tabela 4 - Ciclo de PCR com primers especificos.

Temperatura (°C)  Tempo (min)  Ciclos
95 5 1
94 0,4 35
52 0,4
72 1
72 5 1

2.3. Diferenciagdo entre espécies do género Saccharomyces - MET2-RFLP

O PCR/RFLP do gene MET?2 pode ser usado para diferenciagdo das espécies de
Saccharomyces senso strictu conforme documentado por Masneuf e colaboradores (1999),
esta técnica demonstrou produzir resultados de acordo com os produzidos por analises
genéticas classicas. O gene MET?2 foi amplificado com os primers MET2 F e MET2 R
descritos por Masneuf e colaboradores (1996). A amplificacdo do gene MET? foi realizada
num volume de 50pL com a seguinte composi¢do: 1x PCR Buffer incomplete BIORON,
1,7mM de MgCl,, 0,2mM de dNTP’s, 0,2 uM de cada primer, 1U de Taq Polimerase
Bioron e 100ng do respectivo DNA.

Tabela 5 — Ciclo de PCR MET2

Temperatura (°C) Tempo (min) Ciclo
94 3 1
94 1 35
60 0,4
72 0,4
72 5 1

O DNA amplificado foi digerido com as enzimas Pst/ e EcoRI de acordo com as
instrugdes do fornecedor (New England Biolabs) durante 3horas a 37°C. A enzima foi

inactivada a 80°C durante 20min e os produtos de PCR foram analisados num LabChip.
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2.4. Regido Inter-dde S. cerevisiae

As estirpes de S. cerevisiae isoladas no final de fermentagdo, tanto das
fermentagdes em laboratorio como dos lagares, foram genotipadas e agrupadas com base
no perfil de amplificagdo das regides inter-d. A reaccdo de (50uL) tinha a seguinte
composicdo: 1x PCR Buffer complete BIORON (com 2,5 mM de MgCl,), 0,5 mM de
MgCl,, 0,4mM de dNTP’s, 1,7 uM de cada primer 612-52, 0,8U de Taq Polimerase Bioron
e 100ng do respectivo DNA. Os produtos de PCR foram analisados num LabChip.

Tabela 6 - Ciclo de PCR da regiio Inter-6 .

Temperatura (°C)  Tempo (min)  Ciclo

95 2 1

95 0,5 35
423 1

72 1

72 10 1
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Resultados
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Resultados

1.Identificacao de leveduras
O estudo das leveduras presentes no mosto inicial, inicio e final de fermentagdo foi

realizado através da amplificagdo da regido ITS. Os tamanhos dos amplicdes foram usados
para identificar as espécies. Desta forma a analise desta regido permitiu agrupar os isolados
de acordo com o tamanho do amplicdo resultante (figura 4). Assim foi possivel realizar

uma identificagdo preliminar das amostras.
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Figura 4 - Produtos de amplificacdo de DNA por PCR da regifo ITS, separados num Labchip. As
diferencas no tamanho dos amplicdes sugerem a presenga de varias espécies nas amostras analisadas.

Granchi e colaboradores (1999) e Pramateftaki e colaboradores (2000) aplicaram
com sucesso PCR-RFLP de rDNA ITS a identificacdo de leveduras vinicas. O método
usado neste trabalho foi adaptado de Granchi ef al (1999). Foi feita amplificacdo da regido
ITS e posterior reaccao de amplificacdo com primers especificos para determinada espécie
de acordo com o tamanho do amplicdo. Foram utilizados primers desenvolvidos no
laboratério no ambito de outros projectos. O PCR-RFLP da regido ITS demonstrou ser
uma técnica eficaz na identificacdo e monitorizacdo de comunidades de leveduras vinicas.

No entanto, a utilizacdo de primers especificos para as diferentes espécies ¢ uma
20
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abordagem que permite obter resultados de forma mais rapida e objectiva. O que confere a

esta ferramenta elevado potencial de analise, pelo que se utilizou neste estudo (figura 5).
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A: Hanseniaspora uvarum

B: Issatchenkia terricola

h C: S. cerevisiae

100bp C+

Figura 5 - Produtos de amplificacio de DNA por PCR com primers especificos, separados em gel de
agarose a 2%. A — amostras amplificadas com primer especifico de H. uvarum. B - Amostras amplificadas
com primer I. terricola. C- Amostras amplificadas com primer S. cerevisiae. Os marcadores de peso
molecular usados foram o GeneRuler 100bp DNA Lader Plus (#SM053) e GeneRuler 50 bp DNA Lader
(#SM033) da Fermentas.

Apoés a identificacdo preliminar das espécies com primers especificos foram
seleccionadas amostras correspondentes a todas as espécies identificadas e foi feita
sequenciacdo da regido 26S para validacdo de resultados. Os resultados da sequenciagdo,
no formato fasta, foram analisados através de blast na base de dados GenBank do NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). A utilizagdo dos primers especificos permitiu identificar
as seguintes espécies: S. cerevisiae, H. uvarum, L. terricola, 1. orientalis, D. bruxellensis,
D. hanseni, M.pulcherrima, e S. ludwigii, mas a sequenciagdo permitiu fazer algumas
correcgdes. A identificacdo das espécies S. cerevisiae, H. uvarum, I. terricola e I. orientalis
foi suportada pelos resultados de sequenciagao.

As amostras identificadas como D. hanseni, BTR2C 20 (1) e BT3C 33 (2) (figura
6), foram identificadas por sequenciacdo como Zygoascus meyreae/hellenicus e C.
railenensis respectivamente. O que significa que este par de primers terd que ser

optimizado para eliminar a hibridag¢ao nao especifica.
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Figura 6 - Produtos de amplificacio de DNA por PCR com primers especificos, separados em gel de
agarose a 2%. 1 - Amostra BTR2C 20 amplificada com primers especifico de D. hanseni. 2 - BT3C 33
amplificada com primer D. hanseni. O marcador de peso molecular usado foi o GeneRuler 100bp DNA
Lader Plus (#SM053) da Fermentas.

A amostra BB3C 57 (1) foi identificada como S. ludwigii, no entanto os resultados
de sequenciacdo identificaram-na como sendo H. uvarum. Assim outras trés amostras
identificadas inicialmente como S. ludwigii, BB3C 54 (2) e BBilC 44 (3), foram também
testadas com o par de primers de H. uvarum. Foi possivel observar diferencas na
amplificagdo com os dois pares de primers acima referidos (figura 7), sendo que o primer

H. uvarum produz bandas com melhor definigao.

A B C

H - - — -
- -
100bp 21 sobp c+ 3

Figura 7 - Produtos de amplificacio de DNA por PCR com primers especificos, separados em gel de
agarose a 2%. A - BB3C 57 (1) amplificada com primers especificos para S. ludwigii. B ¢ C- Amostras
BB3C 57 (1), BB3C 54 (2) e BBilC 44 (3), amplificadas com primers especificos para H. uvarum. E
possivel verificar que houve amplificagdo com os dois pares de primers, no entanto os resultados da
amplificagdo com primers especificos de H. uvarum apresentaram melhor definigdo no gel de agarose. Os
marcadores de peso molecular usados foram o GeneRuler 100bp DNA Lader Plus (#SM053) e GeneRuler 50
bp DNA Lader (#SM033) da Fermentas.

A amostra BT2C 01 foi identificada como D. bruxellensis através da utilizagao de
primers especificos, no entanto sequenciagdo do rDNA mostrou que se tratava de 1.
terricola. A amplificacdo com o primeiro par de primers para D. bruxellensis forneceu
bons resultados, o que sugere que este par de primers precisa de ser ajustado, uma vez que
amplificou e produziu bandas com boa defini¢do com DNA de outra espécie (figura 8), no

caso 1. terricola.
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A B
E - ﬁ W - —— — -
- 50bp 1

100bp 1
Figura 8 - Produtos de amplificacio de DNA por PCR com primers especificos, separados em gel de
agarose a 2%. A - BT2C 01 amplificada com primers especificos para D. bruxellensis. B - Amostra
BT2C 01 amplificada com primers especificos para I terricola. E possivel verificar que a amostra foi

amplificada com sucesso pelos dois tipos de primers. Os marcadores de peso molecular usados foram o
GeneRuler 100bp DNA Lader Plus (#SM053) e GeneRuler 50 bp DNA Lader (#SM033) da Fermentas.

No que diz respeito as amostras identificadas como M. pulcherrima, algumas
apresentaram uma banda no gel muito mais ténue que as restantes, BB2C 05, BB2C 06,
BB2C 13, BB2C 14, BB2C 16, BB2C 17, BB2C 19 ¢ BB2C 20 (1-8) (figura 9). As
amostras 1, 5 e 7 foram sequenciadas e identificadas como /. terricola. As restantes foram

posteriormente amplificadas com o par de primers I. terricola e analisadas em gel de

agarose.
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Figura 9 - Produtos de amplificacio de DNA por PCR com primers especificos, separados em gel de
agarose a 2%. A - Amostras BB2C 05 (1), BB2C 06 (2), BB2C 13 (3), BB2C 14 (4), BB2C 16 (5),
BB2C 17 (6), BB2C 19 (7) e BB2C 20 (9) amplificadas com primers especificos M. pulcherrima. E
possivel verificar que as amplificagdes com o segundo par de primers apresentaram maior qualidade,
qualidade visivel no gel B. Os marcadores de peso molecular usados foram o GeneRuler 100bp DNA Lader
Plus (#SM053) e GeneRuler 50 bp DNA Lader (#SM033) da Fermentas.

Para algumas amostras nao foi possivel descriminar os isolados ao nivel de espécie.
Para os isolados BT2C 23, BB2C 04, BT1C 13 e BT2C 25 nio foi possivel identifica-los
através do grupo de primers especificos existente no laboratorio, pelo que foi feita
amplificacdo e sequenciacdo da regido 26S. Os resultados de sequenciacdo sO permitiram

identificar BT2C 23 como Candida spp, e BB2C 04, BT1C 13 e BT2C 25 como
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Metschnikovia spp. Ainda assim, estas amostras foram testadas com os primers existentes
para estes géneros. Na figura 10 os pogos 1, 2, 3, e 4 correspondem ao isolado BT2C 23
amplificado com primers de C. cantarelli, C. vini, C. stellata e C. vanderwaltii
respectivamente. Houve amplificacdo da amostra do poco 4, pelo que este isolado devera
ser uma espécie proxima de C. vanderwaltii (figural0). Relativamente aos outros isolados
foram testados com o par de primers de M. pulcherrima (pogos 5, 6 ¢ 7 - ver figura 10).
BT2C 25 e BT1IC 13 amplificaram com sucesso pelo que devem ser espécies muito

proximas de M. pulcherrima, a amostra BB2C 04 nao amplificou.

Figura 10 — Produtos de amplificacio de DNA por PCR com primers especificos, separados em gel de
agarose a 2 %. Amostra BT2C 23 amplificada com primers C. cantarelli (1), C. vini (2), C. stellata (3) e C.
vanderwaltii (4), € possivel observar uma banda muito ténue correspondente a amplificagdo com primers
para C. vanderwaltii. Amostras BB2C 04, BT1C 13 e BT2C 25 amplificadas com primer especifico para
M. pulcherrima (5-7), foi possivel verificar amplificacdo para as primeiras duas. O marcador de peso
molecular usado foi o0 GeneRuler 100bp Lader Plus (#SMO053) da Fermentas.

A identifica¢do de alguns isolados ndo foi possivel, usando os primers especificos,
pelo que foi efectuada sequenciagdo da regido 26S. Deste modo foi possivel efectuar a
identificacdo das espécies C. glabrata, C. californica, C. railenensis, H. osmophila, Z.
bailii e P. membranaefaciens.

Verificou-se no decorrer do estudo que alguns dos primers disponiveis tem de ser
optimizados para eliminar hibridag¢do inespecifica. No entanto, a utilizacdo de primers
especificos para cada espécie revelou-se uma abordagem positiva, na medida em que
reduziu o tempo de andlise por amostra, ¢ permitiu conjugar os resultados com os do

estudo da regido ITS. Tal garantiu identifica¢des rapidas e precisas.
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S. cerevisiae

De acordo com Antunovics e colaboradores (2005) a analise de RFLP do gene
MET? permite distinguir as espécies S. cerevisiae, S. paradoxus e S. bayanus. A
endonuclease Pst/ cliva o gene MET2 de S. bayanus, EcoRI conta o gene MET2 de S.
cerevisiae ¢ nenhuma destas corta o gene MET2 de S. paradoxus. A figura 11 mostra
resultados da digestdo com EcoRI. Este método foi aplicado a todas as amostras do final de
fermentagdo, uma vez que se esperava uma elevada percentagem de Saccharomyces. As

amostras negativas neste método sdo nao-Saccharomyces e foram estudadas através da

andlise da regido ITS.
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Figura 11 - Exemplo de perfil de bandas de DNA amplificadode uma regiio do gene MET2 apoés
digestdo com a enzima de restricio EcoRI. As amostras que apresentaram duas bandas foram identificados
como S. cerevisiae. A amostra que neste caso tem apenas uma banda pertence ao grupo sensu strictu mas nao

¢ S. cerevisiae uma vez que o produto da amplificacdo do gene MET2 nao ¢ clivado pela enzima de restricao
EcoRI
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2. Fermentac¢ao Laboratorial

2.1. Vinhas Monocasta

Nas vinhas monocasta todas as réplicas de Touriga Nacional atingiram o final de
fermentagdo, no caso da Baga todas as réplicas atingiram o final de fermentagdo, nas
réplicas da Baga uma delas ndo completou o processo. Quatro das sete réplicas de Maria

Gomes e Bical e trés das sete réplicas de Tinta Roriz atingiram o final de fermentagao.
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Figura 12 - Perda de peso dos mostos ao longo da fermentacio, referentes as castas de vinhas
monocasta. Algumas réplicas terminaram o processo fermentativo ao passo que outras ndo foram capazes de
o fazer. As réplicas ndo tiveram um tempo de fermentagdo uniforme, tendo variado entre 10 até
aproximadamente 50 dias.
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2.2. Vinha Mista

Na vinha mista, Touriga Nacional atingiu o final de fermentagdo com seis de sete
réplicas, e na vinha-3 fermentaram quatro de sete réplicas. Também fermentaram quatro de
sete réplicas de Tinta Roriz e Baga da vinha-1. Da vinha-3 de Baga apenas duas réplicas
fermentaram. E por fim, de Maria Gomes e Bical apenas uma réplica terminou o processo

de fermentacao.
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Figura 13 - Perda de peso dos mostos ao longo da fermentacio, referentes as castas da vinha mista.
Algumas réplicas terminaram o processo fermentativo ao passo que outras nao foram capazes de o fazer. O
tempo de fermentacdo entre as réplicas ndo foi uniforme, tendo este variado entre 10 ¢ 50 dias.

2.3. Andalise Geral

Todas as réplicas da casta Tinta Roriz das vinhas monocasta fermentaram. A
excepgdo de Touriga Nacional, da vinha isolada obtiveram-se maior nimero de réplicas
que fermentaram. De um modo geral, os mostos das castas tintas fermentaram com mais
frequéncia do que os mostos das castas brancas. E a fermentagdo decorreu, de um modo

geral, mais rapidamente nas vinhas monocasta que na vinha mista.
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| 80 - B Sem
9 fermentagéo
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Figura 14 - Resumo das réplicas que concluiram a fermentacio. Existiu uma diferenca entre as vinhas
monocasta ¢ a vinha mista; nas primeiras verificou-se que maior nimero de réplicas fermentou. Nas castas
brancas, menor nimero de réplicas terminou a fermentac¢do

A incapacidade de completar a fermentacdo dos mostos, ou fermentagdo lenta dos
mesmos, (mais de 10 dias), resulta numa diminui¢do do consumo de agucar por S.
cerevisiae, ¢ consequentemente numa menor producao de etanol. Esta diminuicdo do
consumo de agucar pode ser multifactorial, desde desequilibrios nutricionais, pH extremo,
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fraca tolerancia ao alcool e inibidores naturais, ¢ ainda a presenca de factores killer, que

sdo toxinas produzidas por leveduras como Hansenula e Kluyveromyces (Fleet, 2003).
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3. Variacao interespecifica de acordo com a casta e com 0 momento da
fermentacio.

3.1. Fermentagoes espontineas

3.1.1. Vinhas Monocasta

As estirpes isoladas das vinhas monocasta, para todas as amostras de mosto inicial,
foram identificadas como H. uvarum (73%), 1. terricola (18%), M. pulcherrima (5%),
foram também identificados dois isolados de Candida spp, dois isolados como
Metschnikowia spp e um de Zygoascus meyerae/hellenicus. Em inicio de fermentagao
foram identificados H. uvarum (93%), 1. terricola (6%), M. pulcherrima (1%). No final de
fermentagdo identificaram-se em 84% dos casos S. cerevisiae, 10% C. glabrata e 6% das
amostras nao foram identificadas (figura 15).

H. uvarum esteve presente no mosto inicial de todas as castas correspondendo a
100% em Bical e em Touriga Nacional, 86% em Maria Gomes, 92% em Tinta Roriz e 81%
em Baga. A predominancia desta levedura aumentou no inicio de fermentagdo atingindo
100% em Bical e Touriga Nacional, 93% e 92% em Maria Gomes e Tinta Roriz
respectivamente, e por fim 81% em Baga. Contudo, no final de fermentagdo nao foi
identificada em nenhuma das castas. A presenca desta espécie de acordo com o momento
de fermentagdo, estd de acordo com os resultados esperados pois ¢ uma das espécies
frequentes nas fases iniciais da fermentacdo (Baleiras Couto et al, 2005; Fleet, 2003).

L. terricola esteve presente no mosto inicial de 43% de Baga, 29% de Touriga
Nacional, 14% de Maria Gomes ¢ 4% de Tinta Roriz. No inicio de fermentacao manteve-se
com 19 % em Baga, 7% em Maria Gomes ¢ 4% em Tinta Roriz, contudo, no final de
fermentag¢do ndo foi identificada em nenhuma das castas. A identificacdo desta levedura
esta de acordo com o esperado, visto que ¢ uma das espécies frequentes nas fases iniciais
da fermentacao (Baleiras Couto et al, 2005; Fleet, 2003).

M. pulcherrima esteve presente no mosto inicial de apenas duas castas Touriga
Nacional e Baga com 21% e 4% respectivamente; em inicio de fermentagao surgiu apenas
numa casta onde ndo tinha sido detectada previamente, surgiu com 4% em Tinta Roriz. No

final de fermentacao nao foi identificada em nenhuma das castas.
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C. glabrata correspondeu a 52% dos isolados de final de fermentacdo da casta
Bical.

S. cerevisiae representou 100% dos isolados no final de fermentagdo nas castas
Maria Gomes, Tinta Roriz e Touriga Nacional. Nas restantes castas esta espécie também
foi identificada, sendo que 91% dos isolados de Baga, e 28% de Bical foram identificados
como pertencentes a esta espécie.

Candida spp, Zygoascus meyerae/hellenicus e Metschnikowia spp surgiram apenas
no mosto inicial de Touriga Nacional, Tinta Roriz e Baga respectivamente, com presenca
igual ou inferior a 1%. Z. meyreae ¢ uma espécie que estd descrita na literatura como
fazendo parte da microflora do inicio de fermentacao (Baleiras Couto et al, 2005)

H. uvarum foi a unica espécie que foi identificada em todas as castas no mosto
inicial e inicio de fermentagdo, seguida por /. ferricola que s6 ndo foi isolada a partir de
Bical e inicio de fermentagdo de Touriga Nacional. No final de fermentagao, S. cerevisiae
também esteve presente em todas as castas, tendo sido a unica espécie identificada neste
fase. Excepto na casta Bical, onde coexistia com outra espécie, C. glabrata, tendo esta sido
dominante. As castas tintas (Tinta Roriz, Touriga Nacional, Baga) apresentaram maior
diversidade microbiana do que as castas brancas (Maria Gomes, Bical)

A medida que o processo de fermentagio progrediu houve diminuigio da
diversidade microbiana e um dominio claro de S. cerevisiae. Em conclusio, de acordo com
o esperado, as espécies ndao-Saccharomyces demonstraram ser predominantes no mosto e

no inicio de fermentacao e S. cerevisiae foi dominante no final de fermentagao.
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Figura 15 - Espécies identificadas nas vinhas monocasta nas castas Maria Gomes, Bical, Tinta Roriz,
Touriga Nacional e Baga, no Mosto inicial e Inicio e Final de Fermentacido. M.I.-Mosto inicial, L.F.-
Inicio de Fermentacdo, FF — Final de Fermentagdo. Foram encontradas as espécies H. uvarum, I. terricola,
M. pulcherrima, Candida spp, Metschnikowia spp, Zygoascus meyerae/hellenicus, S. cerevisiae e C.

glabrata. Verificou-se uma diminui¢do na diversidade ao longo das fases da fermentagao.
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3.1.2. Vinha Mista

Na vinha mista a globalidade das amostras de mosto inicial foram identificadas
como H. uvarum (58%), I terricola (19%) e M. pulcherrima (13%), foram ainda
identificadas trés amostras como Metschnikowia spp. Em inicio de fermentacdo foram
identificadas H. uvarum (89%), 1. terricola (6%), 1. orientalis (4%), dois isolados de C.
railenensis, ¢ um de C. californica. No final de fermenta¢do 37% dos isolados foram
identificados como S. cerevisiae, 5% como P. membranifaciens e 4% como Z. bailii.
Foram ainda identificados trés isolados como H. osmophila, dois como Saccharomyces spp
e dois de C. californica (ver figura 16). Para 39% das amostras ndo foi possivel identificar
as espécies com os primers especificos disponiveis e por limitagdes de tempo os dados de
sequenciagdo ndo foram incluidos pois serdo realizados numa fase posterior.

H. uvarum esteve presente no mosto inicial de todas as castas correspondendo a
72% em Touriga Nacional, 66% em Baga, 57% em Bical, 52% em Maria Gomes e 50%
em Tinta Roriz. Esta espécie continuou a ser predominante no inicio da fermentagao,
atingindo 100% em Maria Gomes, 97% em Bical, 93% em Tinta Roriz, 87% em Baga ¢
79% em Touriga Nacional. No final de fermentacdo identificou-se apenas uma estirpe de
H. uvarum em mosto de Touriga Nacional, o que estd de acordo com o descrito na
literatura nas fases iniciais da fermentagdo (Baleiras Couto et al, 2005; Fleet, 2003).

M. pulcherrima esteve presente em todas as castas excepto Baga, contribuindo com
48%, 13%, 9% e 4% dos isolados de mosto inicial de Maria Gomes, Bical, Tinta Roriz ¢
Touriga Nacional respectivamente, conforme documentado (Baleiras Couto et al, 2005;
Fleet, 2003). No inicio e final de fermentacdo, esta espécie, ndo foi identificada em
nenhuma das castas.

L terricola esteve presente no mosto inicial de Baga, Bical, Touriga Nacional e
Tinta Roriz, correspondendo a 34%, 30%, 19% e 14% respectivamente. A sua presenca
diminuiu no inicio de fermentagdo, estando ausente em Bical, ¢ mantendo-se com 13%,
14% e 4% respectivamente. No final de fermentacdo, esta espécie ndo foi identificada em
nenhuma das castas. A identificacdo desta levedura esta de acordo com o esperado, visto
que ¢ uma das espécies frequentes nas fases iniciais da fermentagdo (Baleiras Couto ef al,
2005; Fleet, 2003).

1 orientalis esteve presente apenas no inicio de fermentagao de Bical e Tinta Roriz,

correspondendo a 3% e 4% dos isolados. C. railenensis, C. stellata e Metschnikowia spp
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surgiram apenas em isolados de mosto inicial, com presenca igual ou inferior a 5%. C.
californica esteve presente no inicio de fermentacdo de Touriga Nacional e no final de
fermentagdo de Baga.

S. cerevisiae s6 foi identificada em duas castas e representou 95% e 91% dos
isolados no final de fermentagdo nas castas Tinta Roriz e Touriga Nacional,
respectivamente. No final de fermentagdo foram identificadas outras espécies que nao
surgiram nos outros momentos de amostragem, nomeadamente Z. bailii e H. osmophila em
Bical, e também de P. membranifaciens em Baga.

H. uvarum foi a unica espécie que esteve presente em todas as castas no mosto
inicial e inicio de fermentacdo, a seguida por /. terricola que s6 nao foi isolada de Maria
Gomes, ¢ inicio de fermentacao de Bical.

A casta Touriga Nacional apresentou maior diversidade microbiana no mosto
inicial e inicio de fermentagdo, seguida de Tinta Roriz. Nos mostos de casta Bical foram
identificadas H. uvarum, M. pulcherrima ¢ I. terricola, no mosto inicial e H. uvarum e I.
orientalis no inicio de fermentacdo. Em Maria Gomes foram detectadas H. uvarum, M.
pulcherrima e I. orientalis no mosto inicial e apenas H. uvarum no inicio de fermentacao e
por fim em Baga identificaram-se H. uvarum e I. terricola nos dois momentos de
amostragem. Na vinha mista houve diminui¢ao da diversidade microbiana na transi¢ao do
mosto inicial para o inicio de fermentacdo, por outro lado, verificou-se uma grande
variagdo nas espécies presentes ao longo das varias fases de fermentacdo. As espécies
encontradas no inicio da fermentagdo nao estiveram presentes no final de fermentacao.
Nesta fase foram identificadas S. cerevisiae, Saccharomyces spp., H. osmophila, P.

membranifaciens, C. glabrata, C. californica e Z. bailii.
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Figura 16 - Espécies identificadas na vinha mista nas castas Maria Gomes, Bical, Tinta Roriz, Touriga
Nacional e Baga, no Mosto inicial e Inicio e Final de Fermentacdo. M.I.-Mosto inicial, I.F.- Inicio de
Fermentagdo, FF — Final de Fermentacdo. Foram encontradas as espécies H. uvarum, 1. orientalis, M.
pulcherrima, I. terricola, Metschnikowia spp, C. railenensis, C. californica, S. cerevisiae, Saccharomyces
spp, Z. bailii, P. membranifaciens e H. osmophila. Verificou-se uma diminui¢do na diversidade ao longo das
fases da fermentacdo.
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3.1.3. Casta Baga

A casta Baga ¢ um cultivar de Vitis
vinifera caracteristico da regido vitivinicola
da Bairrada (Instituto da Vinha e do Vinho -

http://www.ivv.min-agricultura.pt/vinhos/

index .html). A baga ¢ uma uva pequena de

pelicula grossa, que amadurece tarde e tem
Figura 17 - Folha e cacho de uvas da casta Baga. acidez elevada. Pode nio amadurecer
completamente e apodrecer com as primeiras chuvas de Setembro. Representa cerca de
90% de todos os vinhos da regido (Domine A., 2006). Por estas razdes, foram feitas
amostragens em duplicado de Baga na vinha mista e duas amostragens em vinha
monocasta.

H. uvarum e I terricola estiveram presentes em todos os locais de colheita no
mosto inicial e inicio de fermentacdo (figura 18). H. uvarum foi a espécie mais
representativa ¢ dominante da fase de inicio de fermentagdo. A vinha isolada 2 foi a
excepcao, pois tinha no mosto inicial as duas espécies referidas anteriormente e ainda M.
pulcherrima e Metschnikowia spp. No final de fermentacdo S. cerevisiae esteve presente
em BB4C e BB2C, sendo dominante.

De um modo geral a vinha mista apresentou maior diversidade microbiana,
e foi possivel identificar S. cerevisiae no final de fermentacdo. Nas vinhas monocasta,
BBI1C ndo atingiu o final de fermentacdo. BB3C atingiu o final de fermentagdo mas a
espécie identificada ndo foi S. cerevisiae, mas sim C. californica e com maior
predominancia P. membranifaciens, no entanto para grande parte dos isolados ndo foi
possivel identifica-los com os primers especificos de espécies disponiveis. E por limitagdes
de tempo os dados de sequencia¢do nao foram incluidos pois serdo realizados numa fase

posterior.

36



Dinamica populacional de leveduras na fermentagdo de mostos vinicos

o H uvarum

O M pulcherima

O | terricola

B Metschnikovia spp
O S. cervisiae

B Saccharomyces spp
0O C californica

B P. menbranifaciens
@ Qutras

Casta Baga
100
o0
38
.g_ao—
8
§40
3
€20 -
<g }
g ol
M‘IF‘FF M‘IF‘FF M‘IF‘FF
BB1C BB3C BB2C

M‘IF‘FF
BBAC

Vinha e Momento de Amostragem

Figura 18 - Espécies encontradas nas varias vinhas de Baga. Os resultados sdo relativos aos trés
momentos de amostragem, Mosto inicial e Inicio e Final de Fermentacdo. M.I.-Mosto inicial, I.F.- Inicio de
Fermentagdo, FF — Final de Fermentagdo. BBIC ¢ BB3C vinha mista, BB2C ¢ BB4C vinhas monocasta.
Foram encontradas as espécies H. uvarum, M. pulcherrima, 1. terricola, Metschnikowia spp, S. cerevisiae,

Saccharomyces spp, C. californica e P. membranifaciens.
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3.1.4. 2006 vs 2007 — Estudo durante dois anos

Em 2006 foi realizado um estudo idéntico ao descrito nesta disserta¢do. Os locais
de amostragem e as castas estudadas foram os mesmos, pelo que foi possivel comparar os

resultados dos dois estudos. Esta comparagado ¢ descrita abaixo.

3.1.4.1. Vinhas Monocasta 2006

Nos mostos das vinhas monocasta Maria Gomes, Tinta Roriz e Baga encontrou-se
H. uvarum no mosto inicial com representatividades de 10%, 20% e 20% dos isolados
obtidos por casta, respectivamente. Esta espécie tornou-se predominante no inicio de
fermentagdo e encontrou-se em todas as castas, constituindo 90% dos isolados obtidos em
Maria Gomes, 60% em Bical, 80% em Tinta Roriz, 60% em Touriga Nacional e 50% em
Baga (ver figura 19).

M. pulcherrima também revelou elevada frequéncia nas varias castas excepto em
Bical, encontrando-se tanto no mosto inicial como no inicio de fermentagdo. Em Maria
gomes esta levedura representou 40% das leveduras isoladas no mosto inicial e 10% no
inicio da fermentagdo, em Tinta Roriz constituiu 30% no mosto inicial € 20% no inicio de
fermentagdo. Na Baga representou 50% no mosto inicial e 40% no inicio de fermentagdo e
em Touriga Nacional foi a tinica espécie que aumentou de frequéncia de M. pulcherrima
contrariando a tendéncia demonstrada pelas restantes castas, constituindo esta levedura
12,5% dos isolados do mosto inicial e 40% das leveduras do inicio de fermentagao.

Relativamente as outras espécies, com menor representatividade, Maria Gomes
apresentou 20% de 1. terricola e 30% de Pichia no mosto inicial. Em Bical a diversidade
no mosto inicial foi constituida em 40% por R. glutinis ¢ 60% por fungos filamentosos,
tendo 40% de Candida no inicio de fermentagdo. Quanto a Tinta Roriz o mosto inicial
apresenta 10% de L. terricola, 30% de Pichia e 10% de Candida. Relativamente a Touriga
Nacional a sua diversidade no mosto inicial foi constituida por 12,5% de K.
thermotolerans, 12,5% de K. waltii, 50% de R. glutinis ¢ 12,5% de T. delbrueckii.
Finalmente, 30% dos isolados de mosto inicial de Baga pertenceram a Pichia, mas apenas

10% no inicio de fermentagao.
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O inicio de fermentagdo apresentou menor diversidade que o mosto inicial ¢ H.
uvarum foi a espécie dominante no inicio de fermentacdo, seguida por M. pulcherrima que
também esteve presente em todas as casta, excepto Bical. Esta também foi a tnica casta
que ndo atingiu o final de fermentagao, tendo sido identificada S. cerevisiae em 100% dos
isolados. Em termos da dindmica populacional, observou-se uma diminui¢do da
diversidade microbiana ao longo da fermentacdo ¢ um aumento de S. cerevisiae com a

evolucao da fermentacgao.
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Figura 19 - Espécies encontradas nas vinhas monocasta, no Mosto inicial e Inicio e Final de
Fermentacido. M.I.-Mosto inicial, I.F.- Inicio de Fermentagdo, F.F:- Final de fermenta¢do. Foram
encontradas as espécies S. cerevisiae, K. thermotolerans, K. waltii, T. delbrueckii, Pichia spp I. terricola,
P. fermentans, M. pulcherrima, H. uvarum, Candida spp e R. glutinis. Dados referentes a 2006.
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3.1.4.2. Vinha Mista 2006
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Figura 20 - Espécies encontradas na vinha mista no Mosto inicial e Inicio e Final de Fermentacio.
M.I.-Mosto inicial, I.F.- Inicio de Fermenta¢do, F.F.- Final de Fermentacdo. Dados referentes a 2006.

De mostos Maria Gomes foram isoladas apenas estirpes de M. pulcherrima no
inicio da fermentagdo. Relativamente a Bical, 100% das leveduras identificadas no mosto
inicial eram M. pulcherrima, e 100% das leveduras do inicio da fermentacdo pertenceram a
espécie H. uvarum. A casta Tinta Roriz ndo mostrou alteragdes na predominancia de
espécies entre 0 mosto inicial e o inicio da fermentagdo, sendo 100% das leveduras M.
pulcherrima. Mostos iniciais de Touriga Nacional continham 50% H. uvarum e 50% M.
pulcherrima. Mostos de Baga tinham no inicio da fermentagdo 50% de H. uvarum, 20% de
M. pulcherrima, 20% de Candida e 10% que ndo foi possivel identificar (ver figura 20).

S. cerevisiae também foi isolada na casta Baga onde correspondeu a 100% dos
isolados de inicio e final de fermentacdo, Foi também identificada nos finais de

fermentagdo em mostos de Touriga Nacional e Bical. Na casta Maria Gomes a situagdo foi
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diferente, pois 100% dos isolados eram de Candida spp. Os mostos da casta Tinta Roriz
ndo terminaram a fermentagao.

A fraca variabilidade e diversidade nas castas e entre as castas da vinha mista,
podera dever-se ao local de recolha ser o mesmo ou a tratamento quimico das vinhas

(Fugelsang and Edwards, 2007).

3.1.4.3. Analise Geral

H. uvarum foi detectada em todas as castas nos mostos iniciais e de inicio de
fermentagdo, independentemente do tipo de vinha. I. terricola foi também detectada com
elevada frequéncia na fase inicial do processo fermentativo, foi isolada maioritariamente
em mostos tintos de vinhas monocasta e mistas.. Relativamente ao final de fermentacao, S.
cerevisiae foi dominante especialmente nas vinhas monocasta onde esteve associada a
todas as castas, excepto na casta Bical onde coexistiu com C. glabrata, tendo sido esta
ultima dominante. S. cerevisiae s6 foi identificada em duas castas da vinha mista e
representou 95% e 91% dos isolados no final de fermentacdo de mostos de Tinta Roriz e
Touriga Nacional, respectivamente. Nos mostos de vinhas mistas, no final de fermentacgao,
foram identificadas outras espécies que ndo surgiram nos outros momentos de amostragem.
Foi o caso de Z bailii e H. osmophila presentes em Bical, e também de P.
membranifaciens presente em Baga.

No que diz respeito a Candida spp, Zygoascus meyerae/hellenicus e Metschnikowia
spp surgiram apenas no mosto inicial de Touriga Nacional, Tinta Roriz e¢ Baga,
respectivamente na vinha monocasta (<1%). Apesar de ter aparecido em baixo nimero, Z.
meyreae/hellenicus esta descrita na literatura como uma espécie das fases iniciais de
fermentagdo (Baleiras Couto et a/, 2005).

Foi possivel observar uma diminui¢do da diversidade microbiana ao longo da
fermentagdo, tendo mesmo ocorrido substituicao das espécies. Observando os isolados
identificados ¢ possivel verificar que as espécies encontradas no inicio ja ndo estdo
presentes no final de fermentacdo. Nesta fase foram identificadas S. cerevisiae,
Saccharomyces spp., H. osmophila, P. membranifaciens, C. glabrata, C. californica e Z.

bailii.
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A analise comparativa dos resultados de 2006 e 2007 confirmou que as amostras de
mosto inicial apresentaram menor diversidade em 2006 relativamente a este ano, € que, em
2006, apesar de H. uvarum ter sido isolada do mosto inicial sé se tornou dominante no
inicio de fermentacdo Em 2006 foram identificadas espécies que ndo apareceram na
amostragem de 2007, nomeadamente K. thermotolerans, K. waltii, R. glutinis ¢ T.
delbrueckii. Relativamente aos isolados de mosto inicial de 2006, M. pulcherrima foi uma
das espécies predominantes juntamente com H. uvarum, mas em menor grau.

S. cerevisiae foi identificada no final de fermentagdo em todas as vinhas isoladas
onde o processo fermentativo foi completado. Os mostos das vinhas mistas das castas
Baga, Touriga Nacional e Bical foram fermentados exclusivamente por S. cerevisiae, no
entanto Maria gomes foi fermentada por Candida spp.

Observou-se uma diminuicdo da diversidade microbiana ao longo do processo
fermentativo e dominancia de S. cerevisiae no final da fermentagdo. Ou seja, as espécies
ndo-Saccharomyces demonstraram ser predominantes no mosto e no inicio de fermentagao

e S. cerevisiae foi detectada com grande predominancia no final de fermentacdo.
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3.2. Fermentagoes em Lagares

No caso dos lagares, este trabalho completou outros estudos realizados em lagares
em 2005 e 2006. O estudo realizado em 2007 incidiu sobre os 6 lagares estudados
anteriormente. E importante destacar que ndo foram inoculadas leveduras comerciais nos

lagares estudados.

3.2.1. Inicio e final de fermenta¢do

No inicio de fermentagdo H. uvarum esteve presente em 100% dos lagares sendo a
espécie predominante, excepto no lagar 6 onde S. cerevisiae foi dominante (ver figura 21).
Tal podera dever-se a elevada concentragdo desta levedura na casca das uvas (Fugelsang
and Edwards, 2007) e a sua maior resisténcia ao etanol. Este resultado confirma resultados
da literatura que mostram que ¢ uma levedura frequente nas fases iniciais da fermentagao
(Fleet & Heard 1993; Jemec et al, 2001; Beltran et al, 2002; Di Maro, E. et al, 2007). As
espécies M. pulcherrima ¢ I. terricola também foram encontradas, mas em baixo nimero,
nos lagares 1, 3 e 4, de acordo com o descrito na literatura (Torija et al 2001).

No final de fermentacdo H. uvarum foi a espécie dominante no lagar 1, 4 ¢ 5, mas
S. cerevisiae foi detectada nos lagares 2 e 3, sendo dominante no lagar 6. Foi ainda
identificada nos lagares 4 ¢ 5 como a segunda mais frequente. M. pulcherrima representou
5% dos isolados no lagar 4, I terricola também foi detectada em baixo nimero e
representou 8% dos isolados do lagar 1. Observaram-se alteragdes na estrutura da
comunidade microbiana ao longo da fermentagdo e S. cerevisiae foi dominante no final de
fermentacdo. No lagar 1 ndo se detectou S. cerevisiae no final da fermentacdo e no lagar 4
as espécies detectadas no inicio de fermentagao foram também detectadas no final, tendo S.
cerevisiae aparecido também. Isto podera indicar que a amostragem foi efectuada
prematuramente, numa altura em que a populagdo de S. cerevisiae estaria a iniciar a sua
expansao. A predominancia de S. cerevisiae no final fermentagdo confirma resultados
anteriores doutros autores (Torija et al 2001). No entanto, foi surpreendente que S.
cerevisiae nao tenha sido dominante nalguns pois esta espécie faz parte da microflora
residente nas adegas e lagares (Fleet, 1993). A microflora pode ser influenciada por varios

factores, como por exemplo o efeito killer, do qual dependem as relagdes de leveduras
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killer e leveduras sensiveis (Heard and Fleet, 1985) e este tipo de varidveis podera explicar

a predominancia de espécies ndo-Saccharomyces nalguns lagares.

Espécie vs Lagar vs Momento de amostragem
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Figura 21 - Espécies encontradas nos Lagares 1, 2, 3, 4, 5 e 6. Amostragem realizada no Inicio ¢ Final de
Fermentagdo. No final de fermentagdo S. cerevisiae esteve presente em todos os lagares a excepgdo do lagar
1. Dados referentes a 2007.
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3.2.2. Estudo comparativo 2005, 2006 e 2007.

Em 2005, a espécie dominante no inicio de fermentacdo foi H. uvarum em 100%
dos lagares. S. cerevisiae esteve presente nos lagares 5 e 6, confirmando estudos anteriores
efectuados noutras regides do mundo (Fleet & Heard, 1993) (ver figura 22). A presenga de
S. cerevisiae revelou que estas amostras ja nao foram recolhidas no inicio da fermentagao
mas numa fase posterior, em que devido ao aumento do teor em etanol o crescimento desta
levedura foi favorecido em relacdo aos outros. No lagar 3 foram identificadas além de H.
uvarum, C. stellata (23%), M. pulcherrima (8%) e I. terricola (3%), o que esta de acordo
com o descrito na literatura (Jemec et al, 2001; Torija et al, 2001). No que diz respeito as

amostras de final de fermentacao, estas foram todas identificadas como S. cerevisiae.
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Figura 22 - Espécies encontradas nos Lagares 3, 5 ¢ 6 no Inicio de Fermentacdo. No final de
fermentacdo S. cerevisiae esteve presente em todos os lagares, e foi identificada também no inicio de
fermentag@o. Dados referentes a 2005.

Na amostragem de 2006 verificou-se a presenca de M. pulcherrima em13%, 7%,
37%, 7%, 3% e 3% nos lagares 1, 2, 3, 4, 5 e 6 respectivamente, no inicio de fermentagao
(ver figura 23), confirmando resultados de outros autores sobre microflora vinica no inicio
da fermentacdo (Jemec et al, 2001, Torija ef al 2001).

H. uvarum foi uma das leveduras predominantes no inicio da fermentagao, tendo a
sua frequéncia variado entre 67%, 30%, 90%, 97% e 87% nos lagares 1, 2, 4, 5 ¢ 6,
respectivamente.

As leveduras pertencentes ao género Candida foram isoladas no lagar 1, em que C.
stellata foi responsavel por 10% dos isolados. No lagar 3, 3% dos isolados foram C.

stellata e outros 60% foram do género Candida. De acordo com Jemec e colaboradores
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(2001) e Torija e colaboradores (2001), estas leveduras estdo frequentemente presentes nas
fases iniciais da fermentacao.

As leveduras que apresentaram menor predominancia nos varios lagares foram: 1.
terricola que constituiu 7% da diversidade do lagar 1 e 3% da diversidade do lagar 3;
Pichia que constituiu 3% da diversidade do lagar 1 e P. guilliermondii responséavel por 3%
da diversidade do lagar 2.

S. cerevisiae constituiu 60% das leveduras do lagar 2, e 10% no lagar 6. Revelando
que possivelmente estas amostragens foram feitas numa fase tardia do inicio de
fermentacdo, em que devido ao aumento do teor em etanol o crescimento desta levedura

foi favorecido em relagdo aos outros.

Espécie vs Lagar vs Momento de amostragem
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Figura 23 - Espécies identificadas nos Lagares 1, 2, 3, 4, 5 e 6 no Inicio e Final de Fermenta¢do. No
final de fermentagdo S. cerevisiae estava presente em todos os lagares, Dados referentes a 2006.

Em 2006, os lagares 3, 5 e 6 tiveram maior diversidade microbiana do que 2005.
Tal diferenga de diversidade podera estar relacionada com a utilizagdo de diferentes castas
de ano para ano, da amostragem em diferentes fases da fermentacdo, ou ainda a variagdes
laboratoriais na amostragem e sequenciacdo de DNA. Nos lagares 5 e 6 detectou-se H.
uvarum, M.pulcherrima que nao foram detectadas em 2005. No lagar 3 foram identificadas
em 2005 H. wuvarum, C. stellata, M. pulcherrima e I terricola, contudo, em 2006,
detectaram-se apenas M. pulcherrima, C. stellata e Candida spp.

No lagar 1 houve perda de diversidade microbiana em 2006, no inicio de
fermentagdo, onde ndo foram detectadas Pichia spp e C. stellata, mantendo-se os valores

semelhantes aspara as outras espécies. No final de fermentagdo, também houve alteragoes,
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nomeadamente S. cerevisiae representou 100 dos isolados em 2006, mas na colheita deste
ano detectaram-se H. uvarum ¢ I. terricola. Esta alteragdo pode ter origem no momento da
amostragem do final de fermenta¢do, que poderd ndo ter correspondido exactamente ao
final de fermentacdo. No lagar 2 também houve perda de diversidade no inicio de
fermentagdo, pois ndo foram detectadas C. stellata e P. guilliermondii, no entanto,
observou-se H. uvarum no inicio de fermentagao ¢ 100% de S. cerevisiae no final.

No lagar 3 foram observadas grandes diferengas. Em 2006, o inicio de fermentagdo
foi constituido por Candida spp, C. stellata e M. pulcherrima, e em 2007 foi detectada H.
uvarum que tinha sido detectada também em 2005, o final de fermentagao foi igualmente
dominado por S. cerevisiae.

No lagar 4, no inicio de fermentagdo, as espécies detectadas em 2006 mantiveram-
se presentes na amostragem deste ano. No que diz respeito ao final fermentacao foi
detectada S. cerevisiae em ambas as alturas. Nos lagares 5 ¢ 6 a situag@o foi semelhante,
ambos tiveram em 2006 H. uvarum e M. pulcherrima no inicio de fermentagdo e em 2007
apenas se detectou H. uvarum. Os finais de fermentacao foram sempre realizados por S.
cerevisiae.

Em conclusdo, houve alteragdo na comunidade microbiana entre 2006 ¢ 2007.
Algumas espécies presentes em 2006 ndo foram detectadas em 2007, nomeadamente
Candida spp, C. stellata, P. guilliermondii e Pichia spp. Relativamente as espécies mais
representativas H. uvarum foi sempre a espécie mais frequente no inicio de fermentagao,
excepto nas situacdes em que foi substituido por S. cerevisiae. No que diz respeito ao final
de fermentagdo, S. cerevisiae foi sempre predominante em 2006, no entanto esta situagdo

nao se manteve nos lagares 1,4 e 5 em 2007.
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4. Variabilidade intraespecifica de S. cerevisiae

4.1. Perfis inter-o de S. cerevisiae associados a Castas / Vinhas — andlise de 2007

Quantidade de isolados por Casta

Vinha nonocasta vs Vinha mista
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Figura 24 - Total de isolados obtidos no final da fermentacio em Vinha Mista e Vinha Monocasta.
Foram obtidos 858 isolados de S. cerevisiae. O nimero de isolados foi superior nas vinhas monocasta pois
estas tiveram maior numero de réplicas a terminar a fermentacao. Dados relativos a 2007.

O numero de isolados de S. cerevisiae foi maior quando os mostos foram
preparados com uvas de vinhas monocasta (Figura 24), do quem em mostos de uvas de
vinhas mistas. Tal explica-se pelo maior nimero de fermentagdes completas de mostos de
vinhas monocasta. A variabilidade genética das estirpes de S. cerevisiae foi avaliada por

genoptipagem por analise de perfis de PCR das regides inter-9.

Quantidade de perfis por Casta
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Figura 25 - Quantidade de perfis obtidos referentes as varias castas em vinha monocasta e vinha mista.
Foram encontrados 110 perfis diferentes distribuidos pelas diferentes castas. Em Maria Gomes, apesar desta
ter apresentado menor niimero de isolados, foram encontrados 26 perfis diferentes, o que sugere grande
diversidade de S. cerevisiae nesta casta. Dados relativos a 2007.
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Obteve-se maior nimero de perfis inter-6 nos isolados de vinhas monocasta do que
das vinhas mistas. Tal, deve-se ao facto de se terem isolado maior nimero de estirpes de S.
cerevisiae das vinhas monocasta do que da vinha mista. Isolaram-se ao todo 110 perfis
diferentes, em que 58 apareceram apenas uma vez. A casta Maria Gomes apresentou maior
diversidade genética de S. cerevisiae, pois foi possivel encontrar nos 58 isolados 26 perfis
diferentes. Ao passo que castas como Touriga Nacional e Baga, que apresentaram um
numero bastante superior de isolados, foram isolados apenas 24 e 37 perfis diferentes

respectivamente.

Tabela 7 — Resumo dos perfis inter-o0 encontrados nas amostras de 2007. Encontram-se representadas
todas as castas, sendo na casta Maria Gomes, na réplica BM207, que se encontra a maior diversidade; 17
perfis diferentes para a diversidade global. Os perfis encontrados forma no geral exclusivos da casta/vinha.
Foram encontrados perfis iguais em diferentes réplicas. As amostras assinaladas com *1, *2, *3, *4 ¢ *6
foram perfis que se encontraram em réplicas diferentes da mesma vinha. Os perfis assinalados com *5 foram
encontrados na vinha monocasta de Baga e na vinha mista. Ja o perfil assinalado com *7 foi encontrado nas
duas amostragens de vinha mista em Baga.

N° de Tipo de N° de
Casta Tipo de Vinha | Perfil isolados | Casta Vinha Perfil isolados
BM207_62 6 BT207_61 26
BM207_72 1 BT207_70 1
BM207_68 | 3(*1) BT207_79 1
BM207_84 1 BT207_82 1
BM207_73 1 BT207_88 1
BM207_83 2 BT208_61 26
BM207_78 1 BT208_77 2
BM207_63 1 BT208_72 1
BM207_75 2 BT208_81 1
BM207_61 3 BT209_65 3
BM207_88 1 BT210_61 19
BM207_65 1 Touriga Vinha BT210_63 11
Maria Vinha BM207_70 1 Nacional monocasta BT211_61 1
Gomes Monocasta BM207_80 1 BT211_62 26
BM207_71 1 BT211_71 1
BM207_74 1 BT211_74 1
BM207_87 1 BT211_75 1
BM2C_78 4 BT212_62 7
BM2C_61 9 BT212_64 20
BM2C_83 1 BT212_73 1
BM2C_68 3 BT212_77 1
BM2C_64 4 BT212_88 1
BM2C_62 3 BT2C_61 27
BM2C_65 3 BT2C_64 3
BM2C_76 |2 (*1) Baga Vinha mista BB110_61 18
BM2C_69 1 BB110_62 1
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BBi2C_82 6 BB111_61 4
Bical Vinha BBi2C_81 1 BB111_63 13
monocasta
BBi2C_74 1 BB111_75 3
BT1C_68 30 BB111_78 2 (*5)
BT107_61 2 BB111_87 2
BT107_89 2 BB112_61 30
BT107_69 2 BB207__ 61 28
BT107_65 10 BB207_75 2
J:;gg:l Vinha Mista | BT107_68 3 BB208_61 25
BT107_70 9 BB208_65 4 (*5)
BT110_90 2 BB208_82 1
BT110_89 5 BB209_61 (‘?%
BT110_84 9 BB211_61 23
B T110_70 8 BB211_72 7
BT207 61 |26 (*3) BB212_62 (lg)
BT207_70 1 BB212_71 4
BT207_79 1 BB212_67 3
BT207_82 1 BB212_61 1
BT207_88 1 BB212_78 1
BT208_61 26 BB212_82 1
BT208 77 | 2 (*2) BB212_83 2
BT208 72 1 BB2C 63 (lg)
BT208_81 1 BB2C_62 3
BT209_65 3 Baga mo‘:‘igz‘:sta BB2C_80 1
BT210_61 19 BB408_61 5
Touriga Vinha BT210_63 11 BB408_66 4
Nacional monocasta — =
BT211_61 1 BB408_67 7
BT211_62 26 BB408_83 5
BT211_71 1 BB408_69 2
BT211_74 1 BB408_63 1
BT211_75 1 BB408_89 1
BT212_62 7 BB408_90 1
BT212_64 20 BB409_61 29
BT212_73 1 BB409_67 2
BT212 77 1 BB409_90 1
BT212_88 1 BB410_61 25
BT2C 61 |27 (*2) BB411_61 23
BT2C 64 |3 (*3) BB411_73 1
Tinta ] ] BTR108 64 | 2 BB411_77 1
Roriz Vinha mista
BTR108 74 | 26 BB411_89 1
BTR208 61 | 27 BB4C_61 (f%
BTR208_77 1 BB4C_76 1
Tinta Vinha BTR212_61 [ 19 (*4)
Rori M t
oriz onocasta BTR212_68 1
BTR212_69 1
BTR2C_61 |30 (*4)
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A analise da tabela 7 permite verificar que existiram réplicas onde a fermentacao
foi levada a cabo por uma populagdo bastante diversa e heterogénea, ao passo que em
outras existiu uma estirpe que foi claramente dominante e que representou a maior fatia de
isolados identificados. Os graficos relativos a distribuicao dos perfis por casta/vinha podem
ser consultados no Anexo III. As amostras assinaladas na tabela com os simbolos *1, *2,
*3, *4 ¢ *6 identificam perfis que foram comuns a determinada réplica e a amostra
composta, onde fermentaram mostos de todas as réplicas misturados. O facto destes
isolados em particular estarem presentes numa das réplicas, e geralmente em grande
nimero, e a capacidade que tiveram de se desenvolver na amostra composto onde todas as
estirpes estavam misturadas demonstra, que sdo estirpes possivelmente bastante resistentes
e com uma boa capacidade fermentativa.

Pela andlise anteriormente feita podemos referir que geralmente existem varios
perfis dentro da mesma casta, a explicagdo pela partilha das mesmas estirpes em diferentes
réplicas ¢ a proveniéncia das réplicas ser a mesma, ou ainda que esta levedura em

particular tenha um perfil que lhe tenha permitido impor-se as restantes leveduras.
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4.2. Perfis inter-o de S. cerevisiae associados a Castas / Vinhas — andlise de 2006

Quantida de Isolados por Casta
Vinha Mista vs Vinha Monocasta

200 176

O Vinha Msta
| Vinha Mbnocasta

Quantidade de Isolac

Figura 26 — Total de isolados obtidos no final da fermentacio em Vinha Mista e Vinhas Monocasta.
Foram obtidos no total 563 isolados de S. cerevisiae. O nimero de isolados foi superior nas vinhas
monocasta pois estas tiveram maior numero de réplicas a terminar a fermentacdo, dados relativos a 2006.

Em geral, obteve-se maior nimero de isolados de S. cerevisiae de réplicas de
vinhas monocasta do que de réplicas de vinhas mistas. Tal deveu-se ao maior nimero de
fermentagdes completas dos mostos de vinhas monocasta do que de vinhas mistas. A
excepcao foi a Casta Bical em que ndo se obtiveram isolados na vinha monocasta apesar de

numa réplica ter-se atingido o final da fermentacao.

Quantidade de Perfis por Casta
Vinha Mista vs Vinha Isolada

_ 30 1 26
® 251
4]
T 20
g 15 14 14 14 O Vinha Msta
-E 10 1 | Vinha Monocasta
[

54 2

0 i

Mearia Bical Touriga  Tinta Roriz Baga
Gorres Nacional
Casta

Figura 27 - Quantidade de perfis obtidos nas varias castas em vinha monocasta e vinha mista. As
vinhas tintas monocasta foram as que forneceram maior nimero de perfis. Nas castas brancas a diversidade
foi muito baixa pois face ao numero de isolados obtidos o niimero de perfis encontrados foi apenas um em
ambas as situagOes relativas a Maria Gomes e Bical. Dados relativos a 2006.

Analisando o grafico (figura 27), ¢ possivel verificar que se obtiveram maior

nimero de perfis na vinha isolada do que na vinha mista, tal facto serd explicado por um
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maior numero de isolados de S. cerevisiae obtido nas vinhas isoladas do que na vinha
mista. Obtiveram-se ao todo 72 perfis diferentes.

Na casta Baga, tanto na vinha isolada como na mista, obtiveram-se réplicas com
grande diversidade, mas também réplicas com baixo niimero de perfis, 0 mesmo aconteceu
em Tinta Roriz na vinha isolada. Na casta Tinta Roriz onde foram estudas duas réplicas,
uma delas demonstrou grande diversidade com treze perfis, ao passo que a réplica BTR24
apresentou apenas um perfil (BTR2432). Assim, visto que esta casta alberga grande
diversidade, a estirpe dominante da réplica BTR24 podera apresentar bastante resisténcia
aos factores que influenciam o processo fermentativo, bem como boa capacidade
fermentativa. As duas castas brancas apresentaram baixa diversidade, mas s6 foi possivel
estudar uma réplica de cada uma delas. Os graficos relativos a distribuicao dos perfis por

casta/vinha podem ser consultados no Anexo IV.

4.3. Analise Geral

A analise de perfis inter-o, melhorada por Legras e Karst (2003) tem um poder
discriminatorio semelhante ao de analises de caridtipo e de andlise de restricio de DNA
mitocondrial, sendo uma ferramenta extremamente Util no estudo de populagdes de S.
cerevisiae.

Em 2006 foram analisados 563 isolados de S. cerevisiae, tendo-se detectado 72
perfis diferentes de S. cerevisiae. Em 2007, estudaram-se 858 isolados e detectaram-se 110
perfis diferentes de S. cerevisiae. Foram encontrados alguns perfis comuns entre as
diversas castas, ainda que em numero reduzido. Ao fazer a comparagdo entre perfis
identificados, nos dois anos por casta, ndo se verificaram perfis comuns. Verificou-se que
em algumas réplicas a fermentagdo foi conduzida apenas por uma estirpe, o que pode
indicar uma estirpe resistente e capaz de se impor numa fermentacdo complexa. Os
isolados BB1140, BB1531, BB2234, BB2630, BT1532, BT2231, BT2531, BT2231,
BTR2432, BBi1230, BM2230 (isolados em 2006), ¢ os isolados BBi2C 82, BTR208 61,
BTR212 61, BTR108 74, BTR2C 61, BB207 61, BB208 61, BB209 61, BB211 61,
BB2C 63, BB409 61, BB410 61, BB411 61, BB4C 61, BBI112 61, BT207 6l,
BT208 61, BT209 65, BT212 62, BT2C 61 e BTIC 61 (isolados em 2007)
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correspondem a estirpes que dominaram a fermentacao, podendo ter interesse para estudos
de leveduras representativas da regido da Bairrada.

As castas tintas apresentaram um maior numero de isolados de S. cerevisiae, no
entanto as castas brancas, Maria Gomes e Bical, também apresentaram menor nimero de
réplicas que terminaram a fermentacdo. De todas, a casta Maria Gomes, de vinhas
monocasta de 2007, mostrou maior diversidade genética de S. cerevisiae. A casta Bical, de
vinha monocasta em 2007, apresentou S. cerevisiae com trés perfis diferentes, ¢ em vinha
mista em 2006 apresentou apenas 1 perfil. As réplicas de Tinta Roriz apresentaram nos
dois anos baixo numero de perfis inter-6 (3 perfis diferentes), contudo a réplica BTR21
(2006) apresentou 13 perfis diferentes. Também Touriga Nacional ¢ Baga apresentaram
baixo nimero de perfis inter-6 de S. cerevisiae, tendo-se identificado 6-8 perfis diferentes,
nos dois anos. Foram a excep¢ao na colheita de 2006 as réplicas BB12, BB21 ¢ BB24 que
apresentaram de 11 a 17 perfis diferentes.

As fermentagdes espontaneas foram feitas por uma ou mais estirpes dominantes,
sendo a presenca de estirpes “secundarias” muito reduzida. Contudo, certas fermentacdes
foram feitas por comunidades heterogénea de leveduras sem estirpe(s) dominantes. Estes
resultados confirmaram os de outros estudos que mostraram a existéncia de 1-2 estirpes
dominantes, constituindo mais de 50% da biomassa total ¢ um nimero variavel de estirpes
“secundarias” (Le Jeune et al, 2007; Schuller et al, 2005; Versavaud et al, 1995) ou a
presenca de muitas estirpes distintas sem serem predominantes (Sabate et al, 1998;
Pramafteki et al, 2000).

Cappello e colaboradores (2004) efectuaram estudos de diversidade de S. cerevisiae
em fermentagdes espontaneas onde as populagdes foram homogéneas nas diversas
fermentagdes independentemente da casta. No caso da amostras da Bairrada as
observagdes foram bastante diferentes, uma vez que a diversidade encontrada foi muito
superior, ¢ observou-se variacao de estirpes entre castas e entre tipo de vinha (monocasta

ou mista), o que esta mais de acordo com o estudo de Le Jeune e colaboradores (2006).
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4.4. Perfis inter-o de S. cerevisiae associados a Lagares

Este estudo complementou estudos semelhantes realizados nas vinhas da Bairrada
desde 2005, tendo sido possivel fazer um estudo comparativo para o periodo 2005-2008.
Em 2006 detectou-se S. cerevisiae em todos os mostos em final de fermentacdo, contudo
tal ndo aconteceu em 2007. Em 2007, foram analisadas 30 amostras do lagar 2 onde foram
identificados 3 perfis inter-6 diferentes. Do lagar 3 foram analisadas 28 amostras e foram
identificados 20 perfis inter-o diferentes. Nos lagares 4 e 5 identificou-se um baixo nimero
de S. cerevisiae, tendo sido estudados 6 isolados do lagar 4 que originaram 6 perfis
diferentes. No lagar 5 foram analisadas 3 amostras que corresponderam a trés perfis
diferentes. E importante referir que existem dois perfis comuns entre os lagares 3 e 5,

L3 69 ¢iguala L5 82,13 82 ¢igualal5 75e L3 88 ¢igualal4 74

Perfis distintos por lagar
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Figura 28 - Diversidade de perfis de S. cerevisiae nos lagares, referentes a 2007. Foram encontrados 32
perfis diferentes, sendo que a maioria foi isolada do lagar 3, que foi o lagar com maior diversidade. No lagar
2, das 30 amostras testadas foram identificados 3 perfis diferentes. Por fim, nos lagares 4 ¢ 5 foram
encontrados poucos perfis mas o niimero de isolados analisado também foi bastante reduzido, 6 e 3
respectivamente.

Em 2006, observamos maior diversidade de perfis inter-6 no lagar 6 (26 perfis),
seguido pelo lagar 4 com 24, e pelo lagar-3 com 23 perfis. O lagar 2 apenas apresentou 3
perfis diferentes. Tal, deveu-se a presenca de uma estirpe com perfil idéntico ao perfil de
uma estirpe comercial, indicando que o mosto foi inoculado com uma estirpe comercial
que dominou a fermentacdo. Esta levedura terd sido adicionada directamente ao lagar pois
a disseminacdo de leveduras comerciais na vinha estd restrita a distancias curtas e a

periodos de tempo limitados (Valero et al, 2005).
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Perfis diferentes por Lagar
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Figura 29 - Diversidade de perfis nos lagares, referentes ao ano 2006. Em 2006, a diversidade observada
nos lagares foi bastante elevada, onde todos os lagares, a excepcdo do lagar 3, apresentaram um elevado
numero de perfis diferentes.
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Figura 30 - Ocorréncia dos perfis por lagares em 2006. Alguns dos perfis encontram-se dispersos pela
area de estudo dos lagares. Tendo dois perfis sido encontrados em quatro dos lagares. Encontraram-se
também trés perfis diferentes distribuidos por trés lagares. Por fim, 9 perfis cuja presenga foram detectados
em dois lagares. Os perfis ndo mostrados no grafico ocorreram apenas num lagar.
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Figura 31 — Predominéncia dos perfis localizados em mais do que um lagar. Dos perfis que ocorreram
em mais do que 1 lagar, foi detectado o perfil L2ZFF01 que demonstrou ser dominante.
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Foi possivel observar que alguns dos perfis se encontraram dispersos pelos diversos
lagares, e ainda que o perfil inter-6 dominante foi o L2FFO01 (Figura 31), que ¢ idéntico ao

de uma estirpe comercial.
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Figura 32 - Comparacio dos perfis obtidos em 2005 e 2006 de amostras de lagares. O nimero de perfis
encontrados por lagar nos dois anos foi semelhante, e foram sempre encontrados perfis em comum entre as
duas alturas de colheita.

Observaram-se perfis inter-6 comuns nas estirpes isoladas em 2005 e 2006. Este
resultado confirma resultados anteriores obtidos por J. Sabate e colaboradores (1998) e
Torija e colaboradores (2001) que analisaram populacdes de S. cerevisiae em fermentacdes
espontaneas em amostras de anos consecutivos. Tal, estd relacionado com a existéncia de
microflora vinica residente nos lagares (Fleet 2003). Entre 2006 e¢ 2007 ndo foram

identificados perfis inter-6 comuns.
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Discussao Geral e Conclusao
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Discussao Geral e Conclusao

De acordo com estudos de fermentacgdo vinica (Torija et al 2001; Jemec et al, 2001;
Beltran et al, 2002; Baleiras Couto et al, 2005; Querol et al, 1992) a fermentagao alcoolica
¢ conduzida por S. cerevisiae, € as espécies ndo-Saccharomyces sao detectadas em elevado
numero nas fases iniciais do processo. Nas fases iniciais da fermentagdo, as espécies mais
abundantes sdo H. uvarum, M. pulcherrima e I. terricola. No entanto, alguns estudos
evidenciaram diferencgas significativas relativamente a sobrevivéncia de espécies nao-
Saccharomyces em fases com elevado teor de alcool, e também a elevada variabilidade de
estirpes de S. cerevisiae (Torija et al, 2001). A producdo de etanol por S. cerevisiae ¢
considerada um dos factores com mais influéncia no crescimento das espécies nao-
Saccharomyces durante a fermentag¢do. Geralmente, espécies de Hanseniaspora, Candida,
Pichia, Metschnikowia e Issatchenkia, ndo toleram concentracdes de etanol superiores a 5-
7%, o que explica o seu declinio durante a fermentacao (Fleet, 2003). A temperatura a que
decorreu a fermentagdo pode explicar em parte a sobrevivéncia das espécies nao-
Saccharomyces, pois a medida que a temperatura diminui, a diversidade e viabilidade das
leveduras aumenta. Assim a baixas temperaturas espécies ndo-Saccharomyces podem
dominar o processo fermentativo (Torija et al, 2003; Fleet, 2003; Baleiras Couto et al,
2005).

Neste estudo, nas fermentagdes laboratoriais, H. uvarum e I. terricola foram as
espécies mais importantes nos momentos iniciais do processo fermentativo, sendo que /.
terricola foi isolada maioritariamente a partir de vinhas tintas monocasta ¢ de vinhas
mistas. Foram identificadas em menor nimero Candida spp (Touriga nacional), Zygoascus
meyerae/hellenicus (Tinta Roriz) e Metschnikowia spp (Baga), que surgiram apenas no
mosto inicial das vinhas monocasta, com presenc¢a igual ou inferior a 1%. Relativamente
ao final de fermentacdo, S. cerevisiae foi o organismo predominante, especialmente nas
vinhas monocasta onde esteve associado a todas as castas, excepto Bical, onde coexistiu
com C. glabrata, tendo sido esta ultima a espécie dominante. Na vinha mista S. cerevisiae
foi dominante em Tinta Roriz e Touriga Nacional. Ainda na vinha mista, no final de
fermentagdo, foram identificadas outras espécies, embora em baixo nimero, que ndo
surgiram nos outros momentos de amostragem. Foram os casos de Z. bailii e H. osmophila

presentes em Bical, e também de P. membranifaciens presente em Baga.
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Ao longo do processo de fermentacdo ocorreu substitui¢do das espécies,
acompanhada por diminui¢do da diversidade. Foi possivel verificar que as espécies
encontradas no inicio ja ndo estdo presentes no final de fermentacdo, onde foram
identificadas S. cerevisiae, Saccharomyces spp., H. osmophila, P. membranifaciens, C.
glabrata, C. californica e Z. bailii.

Em 2006, em mostos iniciais observou-se menor diversidade microbiana do que em
2007. H. uvarum foi isolada em mostos iniciais mas s6 se tornou dominante no inicio de
fermentagdo. Por outro lado, em 2006 foram identificadas espécies que nao apareceram na
amostragem de 2007, nomeadamente K. thermotolerans, K. waltii, R. glutinis ¢ T.
delbrueckii. Relativamente aos isolados de mosto inicial de 2006, M. pulcherrima foi uma
das espécies predominantes, juntamente com H. uvarum em menor grau.

S. cerevisiae foi também identificada no final de fermentacao de todas as vinhas
monocasta onde o processo fermentativo foi completado. Na vinha mista as castas Baga,
Touriga Nacional e Bical apresentaram 100% dos isolados como S. cerevisiae, no entanto
Maria Gomes foi fermentada por Candida spp. Nas fermentacdes laboratoriais de 2006 e
2007 verificou-se que a diversidade de espécies nas diferentes castas diminuiu do mosto
inicial para o inicio da fermentagcdo, confirmando resultados de outros grupos de
investigacdo (Valero et al, 2005).

As diferentes castas em vinha monocasta demonstraram diferengas na composi¢ao
da microflora vinica no mosto inicial e inicio da fermentacdo, que se podera dever as
diferentes localiza¢des das vinhas onde foram recolhidas as uvas, e as proprias uvas, cujas
caracteristicas diferem de casta para casta (Caruso et al, 2002). No que concerne a casta
Baga, as espécies H. uvarum e I. terricola estiveram presentes em todos os locais de
colheita no mosto inicial ¢ inicio de fermentacao. No final de fermentacao, S. cerevisiae foi
a espécie identificada nas vinhas mistas, na vinha monocasta foram identificadas C.
californica ¢ com maior predominancia P. membranifaciens, contudo grande parte dos
isolados ndo foram identificados. Nas castas Brancas identificaram-se as mesmas espécies
que nas castas tintas, no entanto as castas Maria Gomes e Bical apresentaram menor
diversidade. E importante referir que apenas no final de fermentacdo das castas brancas é
que foi possivel detectar espécies dominantes nao-Saccharomyces, nomeadamente Maria
Gomes fermentada por Candida spp. em 2006 e de Bical fermentada por C. glabrata em

2007. Assim, estas espécies merecem especial atencdo no ambito de fermentagdes de
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castas brancas, visto que algumas espécies de Candida possuem uma tolerancia ao etanol
semelhante a de S. cerevisiae (Fleet, 2003).

A fermentacdo de mostos em lagares da regido da Bairrada mostrou alguma
variabilidade na diversidade microbiana entre 2005, 2006 ¢ 2007. Por exemplo, em 2007
nao foram identificadas Candida spp, C. stellata, P. guilliermondii e Pichia spp.
Relativamente as espécies mais representativas, H. uvarum foi a espécie mais frequente no
inicio de fermentacdo excepto, mas em certos casos foi substituida por S. cerevisiae. No
que diz respeito ao final de fermentacdo S. cerevisiae foi sempre predominante em 2006,
no entanto esta situa¢do ndo se manteve nos lagares 1, 4 e 5 em 2007, possivelmente por
falhas na altura da colheita onde ainda nao tinha atingido o final de fermentacdo. (Torija et
al, 2003).

O estudo da variabilidade intraespecifica de S. cerevisiae ¢ de extraordinéria
importancia, pois a caracterizagdo das estirpes selvagens da regido da Bairrada ¢
fundamental para a sua preservacdo e também para uma exploracdo que permita manter os
tracos tipicos da regido. A andlise dos isolados de S. cerevisiae obtidos em fermentagdes
laboratoriais permitiu obter um total de 1421 isolados, onde foi possivel detectar 182 perfis
diferentes, sendo a maioria dos perfis inica, mostrando que a Bairrada tem uma grande
diversidade genética de S. cerevisiae. Contudo, a utilizacdo de leveduras comerciais
elimina grande parte desta diversidade, pelo que serd interessante estudar o pool de
leveduras nativas da regido com o objectivo de encontrar um grupo fermentador que seja
representativo € que ndo mascare a contribui¢cao das restantes leveduras.

A comparagdo de perfis inter-6 de S. cerevisiae, mostrou grandes diferencas entre
isolados de 2006 e 2007, tendo-se observado que algumas fermentagdes foram conduzida
apenas por uma estirpe. Nestes casos, a estirpe responsavel pela fermentagao reveste-se de
especial interesse, pois conseguiu impor-se relativamente a restante microflora o que pode
indicar que se trata de uma estirpe interessante do ponto de vista comercial.

No caso das fermentagdes realizadas em lagares, a diversidade microbiana
encontrada foi bastante grande, e na maioria dos casos superior a existente nas
fermentagdes laboratoriais. O que pode dever-se ao facto de nas fermentacdes em lagares
ocorrer mistura de leveduras originarias das uvas de varias castas com as leveduras que
compdem a microflora residente nos lagares (Le Jeune et al, 2006, Fleet, 2003)

Em 2005 foram encontradas estirpes comuns a quatro ou mais lagares, tendo os

perfis inter-0 de S. cerevisiae dos lagares de 2005 e de 2006 sido bastante semelhantes,
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indicando uma provavel origem comum da microflora residente (Fleet 2003; Le Jeune,
2006). No que diz respeito a comparacao entre os perfis obtidos nas amostras de 2006 ¢
2007 nao foram identificados perfis inter-o idénticos.

A possibilidade de isolar novas estirpes demonstra que as populagdes de leveduras
sofrem alteracdes de ano para ano. No entanto algumas estirpes foram identificadas em
anos consecutivos, sugerindo que estas estirpes fazem parte da microflora residente nos
lagares. O facto de surgirem novas estirpes sugere variabilidade da microflora residente. A
presenca das mesmas estirpes em lagares diferentes pode ser explicada pelo facto dos
lagares se situarem na mesma zona geografica, ou entdo pelo transporte das estirpes por

humanos ou insectos.

Este estudo permitiu monitorizar as espécies envolvidas na fermentacdo de mostos
ao longo de 2 anos. A microflora fermentativa da regido da Bairrada ¢ bastante
diversificada, existindo leveduras para além de S. cerevisiae, que contribuiram para o
processo fermentativo, nomeadamente C. glabrata e C. stellata nas fermentagdes
espontaneas brancas e H. uvarum em lagares. Como tal, sera importante estudar o impacto
destas espécies nas fermenta¢des de mosto da Bairrada.

A variedade genética de S. cerevisiae foi bastante elevada e as fermenta¢des foram
conduzidas ou por populacdes heterogéneas de S. cerevisiae ou por uma estirpe dominante.
Estdo a ser estudados no Biocant os parametros fisioldgicos das estirpes de S. cerevisiae
isoladas, e sera interessante identificar as caracteristicas que permitem a determinada
estirpe tornar-se dominante no processo fermentativo dos mostos da regido da Bairrada.
Uma outra perspectiva de estudo, que podera ser relevante para a caracterizacdo de S.
cerevisiae, sera a analise da presenca de hibridos naturais na nossa colec¢do de leveduras.
E, sendo estes detectados, determinar a sua distribuicdo na regido e avaliar o seu impacto

no perfil fermentativo dos mostos.
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ANEXOS

Anexo I - Perfis inter-0 de S. cerevisiae das vinhas em 2007
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Figura 33 - Perfis inter-6 da Casta Baga na vinha isolada 2.
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Figura 34 - Perfis inter-6 da Casta Baga na vinha isolada 4.
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Figura 35 - Perfis inter-0 da Casta Maria Gomes na vinha isolada, dados relativos a 2007.
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Figura 36 - Perfis inter-6 da Casta Touriga Nacional na vinha isolada, dados referentes a 2007.
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Figura 37 - Perfis inter-6 da Casta Touriga Nacional na Figura 38 - Perfis inter-6 da Casta Tinta

vinha mista, dados referentes a 2007. Roriz na vinha isolada, dados relativos a
2007.
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Roriz na vinha mista, dados relativos a 2007. isolada, dados referentes a 2007.
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Figura 41 - Perfis inter-6 da Casta Baga na vinha Figura 42 - Perfis inter-6 da Casta Baga na
mista 1, dados referentes a 2007. vinha mista 3, dados referentes a 2007.
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Anexo II - Perfis inter-o0 de S. cerevisiae dos lagares em 2007.
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Figura 43 - Perfis inter-6 do Lagar 3, dados referentes a 2007.
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Figura 44 - Perfis inter-6 do Lagar 2, dados referentes a 2007.
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Figura 45 - Perfis inter-0 do Lagar 4, dados referentes a 2007.
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77



Dinamica populacional de leveduras na fermentagdo de mostos vinicos

Anexo III - Perfis inter-o de S. cerevisiae das vinhas em 2007 —
distribuicio casta/vinha

Maria Gomes — Vinha Monocasta

Figura 47 - Perfis obtidos na Maria Gomes da Vinha monocasta. BM207 ¢ BM2C, - réplicas. No
caso da casta Maria Gomes s6 foi possivel estudar duas réplicas da vinha isolada. Pode-se Existe uma
grande diversidade nestas amostras, a réplica BM207 apresenta 17 perfis diferentes e BM2C exibe 9

perfis diferentes. Foi detectado um perfil em comum entre as réplicas que corresponde a BM2C 76 que é
igual a BM207 68

Bical — Vinha Monocasta

BBi2C

BBi2C 74
13%
BBi2C 81
13%

BBi2C 82
74%

Figura 48 - Perfis obtidos na Bical da Vinha monocasta. BBi2C, - réplica. Em Bical apenas foi possivel
analisar uma das réplicas, foram identificados trés perfis, sendo o perfil BBi2C_ 82 dominante.
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Tinta Roriz — Vinha Monocasta
BTR212 BTR2C
BTR212_69
BTR208 77 5%
4%, BTR212 68
5%
BTR212_61 @
0%
BTR208_61 BTRC 61
%% 100%

Figura 49 - Perfis obtidos na Bical da Vinha monocasta. BTR208, BTR212 ¢ BTR2C - réplicas. Na casta
Tinta Roriz foram analisadas amostras correspondentes a trés réplicas. Na réplica BTR208 foram
identificados dois perfis, em que BTR208 61 correspondeu a 96% dos isolados. Na réplica BTR212 foram
identificados trés perfis, dos quais BTR212 61 correspondeu a 90% das amostras. Na réplica BTR2C foi
identificado apenas um perfil. E importante salientar que os perfis BTR212 61 e BTR2C_61 sdo iguais e que
foram o perfil dominante na fermentacdo de ambas as réplicas.

Tinta Roriz — Vinha Mista

BTR108

BTRI08_64
7%

BTRI08_74
93%

Figura 50 - Perfis obtidos na Tinta Roriz da Vinha Mista. BTR108 — réplica. Na vinha mista de Tinta
Roriz foram identificados dois perfis, dos quais BTR108 74 correspondeu a 93% dos isolados.
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Baga — Vinha Monocasta
BB208
BB207
bb208 82
bb207 75 3%
7%
bb208 65
13%
\ bb208 61
bb207_ 61 84%
B%
BB211 bo212 82 BE212
3%
bb212 78
3% bb212_83
bb211_72 7%
23% bb212_61
3%
bb212_67
10%
bb212 62
bb211_61 bp212 71 oo
7% 14%

BB209

D

b0 61
100%

BB2C

bb2c_80
4%
bb2c 62
13%

bb2c_63
83%

Figura 51 - Perfis obtidos na Baga da Vinha monocasta 2. BB207, BB208, BB209, BB211, BB212,
BB2C - réplicas. Na vinha isolada da casta Baga houve um grande numero de réplicas a terminar o processo
de fermentacao, e foi possivel identificar um elevado niimero de estirpes de S. cerevisiae. Na réplica BB207 e
BB211 foram identificados dois perfis. Na réplica BB208 foram identificados trés. Na réplica BB209 foi
encontrado apenas um perfil. ¢ em BB2C foram identificados trés perfis. Resta a réplica BB212 com sete
perfis diferentes. Pode ainda concluir-se que existiu em todas as réplicas um perfil dominante. Foram ainda

encontrados perfis comuns a algumas réplicas, os perfis BB2C 63 ¢ BB212 62 demonstraram ser iguais.
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Baga — Vinha Mista
BB111
B3110 BB111 87 BB112
6%
BB111_78
BB110_62 6%
38% BB111_75
— BB111_61
G BB110_61 % 1%
62%
BB111_63
38% BB112_61
100%

Figura 52 - Perfis obtidos na Baga da Vinha Mista. BB110, BB111, BB112. Nas amostras de Baga
de vinha mista s6 trés das réplicas terminaram a fermentag@o. Na réplica BB11o identificaram-se dois
perfis e na réplica BB111 foram identificados seis perfis diferentes. Na réplica BB112 foi identificado
apenas o perfil BB112_61 que correspondeu a 100% dos isolados.

Baga — Vinha Monocasta
BB408 BB41
BEA0B 80 BB409 0
4%
Bcgs_go BB409_90
BB408 63 C) BB408 61 4%
4%
19% BB409 67
BB408_69 8%
8%
BB408 66
BB408 83! 15%
19%
BB408 67 BB409 61
27% 88% BB410_61
100%
BB411_89 BB411 BBAC
4%
BB4C 76
BB411_77 3%
40/0
BB411_73
4%
BB411_61
88% BB4C 61
97%

Figura 53 - Perfis obtidos na Baga da Vinha monocasta 4. BB408, BB409, BB410, BB411 ¢ BB4C -
réplicas. De todas as réplicas a que apresentou maior diversidade foi BB408 com 8 perfis diferentes, seguida
de BB411 com 4 perfis identificados. Em BB409 foram identificados 3 perfis Na réplica BB4C
identificaram-se 2 perfis diferentes. Por fim temos BB410 onde foi identificado o perfil BB410 61 que
correspondeu a 100% dos isolados. Relativamente aos perfis de S. cerevisiae identificados nas vinhas
monocasta de Baga, BB4C_81 ¢ BB209 61 sao iguais
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Touriga Nacional — Vinha Monocasta
BT207 BT208
BT209
BT207_s2 BT207_88 BT208 81
3% 3% 3%
BT208 72
3
BT208 77
%
BT200 65
100%
BT208 61
BT207_61 7%
88%
BT210 BT211
BT212
BT211_75 5"2315—88
3% 11_61 ° BT212 62
BT211_74 B1212 73 2%
o BT212 78%
BT211_713% 2%
BT210 63 2
37%
BT210 61 BT212 64
63% BT211_62 8%
8%
Br2C
BT2C 64
10%
BT2C 61
90%

Figura 54 - Perfis obtidos de Touriga Nacional na vinha Monocasta. BT207, BT208, BT209, BT210,
BT211, BT212 e BT2C - réplicas. No caso de Touriga Nacional em vinha isolada todas as réplicas
terminaram a fermentacao, pelo que foi possivel recolher um elevado niimero de estirpes de S. cerevisiae.
Com cinco perfis identificados surgem as réplicas BT207, BT211 e BT212. Na réplica BT208 foram
identificados quatro perfis, em BT2C e BT210 foram identificados dois e por fim na réplica BT209 foi
identificado um. Foram encontrados perfis em comum entre as réplicas, foi o caso de BT2C 61 que ¢é igual a
BT208 77 e de BT2C 64 que ¢ igual BT207 61. Existiu em todas as réplicas uma estirpe dominante.
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Touriga Nacional - Vinha Mista
BT107 BT110
BT107_61

70
% BT1C

BT107_89 BT110_90

BT107_70 s 8%
0% BTI07 60  BT110.70 BT110 89
\ 7% 3% 21%
BT107_68 BT107_65 BT1C 68
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Figura 55 - Perfis obtidos de Touriga Nacional na vinha Mista. BT107, BT110 e BT1C - réplicas. A
réplica BT 1C foi a que apresentou menor diversidade, apenas com um perfil. A réplica BT107 apresentou
seis perfis, ¢ BT110 apresentou quatro. E importante referir que existe um perfil em comum entre as
amostras da vinha isolada e da vinha mista.
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Anexo IV - Perfis inter-o de S. cerevisiae das vinhas em 2006 —
distribuicio casta/vinha

Baga

Vinha Conjunta

BB11 BB15

3% 3%

BB1140 24%
BB1531

3% 31% 97%

100%

Figura 56 — Perfis obtidos na Baga da Vinha mista. BB11, BB12 ¢ BB15 - réplicas. Os perfis
predominantes na vinha mista de Baga sdo: BB1140 com 100% dos isolados na replica BB11; BB1244,
BB1236 e BB1230 predominando 24%,31% e 14% respectivamente da replica BB12; na réplica BB15 o
perfil predominante foi BB1531 com 97%.
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Vinha Isolada

BB21 BB22
7% 3%

39,3%3% 70,

26; 87%

BB24 BB26

24% 3%
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97%

Figura 57 - Perfis obtidos na Baga da Vinha isolada. BB21, BB22, BB24 e BB26- réplicas. Relativamente
aos perfis encontrados na casta Baga na vinha moncasta podemos referir: na réplica BB21, entre 17 perfis
diferentes, o perfil predominante ¢ BB2139 com 17%; na réplica BB22, de entre quatro, o perfil
predominante foi BB2234 com 87%; na réplica BB24 o perfil predominante entre os 11 encontrados foi
BB2430 representando 48% e o perfil BB2433 com 24%,; finalmente a replica BB26 apresenta dois perfis
distintos, tendo como perfil predominante BB2630 com 97%.
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Touriga Nacional
Vinha Conjunta

BT15
3%

97%

Figura 58- Perfis obtidos na Touriga Nacional da Vinha mista. BT15- réplica. Touriga Nacional na vinha
mista apresenta como perfil dominante BT 1532 sendo responsavel por cerca de 97% perfis obtidos.

Touriga Nacional
Vinha Isolada
BT21
BT22 BT23
39 3% )
24% 7%
51%
BT2348
43%
76%
3%
BT24 BT25 BT26
3%
o, 3% 149 3%
3% 7%
V. \
66% 97% 90%

Figura 59- Perfis obtidos na Touriga Nacional da Vinhas monocasta. BT21, BT22, BT23, BT24, BT25 ¢
BT26- réplicas. Relativamente a Touriga Nacional Vinha monocasta podemos referir: a réplica BT21
apresenta como perfis dominantes BT2131 e BT2135, representando 51% e 43% respectivamente; a réplica
BT22 mostra como perfil predominante BT2231 com 76%; na réplica BT23 os perfis predominantes sdo
BT2348 com 38%, BT2330 com 24% e de salientar o perfil ja obtido na replica BT21, BT2135 com 28%; a
réplica BT24 demonstra como perfil predominante o perfil BT2432 com 66%, ¢ de salientar o perfil BT2330
com 14%, ja obtido na réplica BT23; a réplica BT25 mostra como perfil dominante BT2531; finalmente a
replica BT26 apresenta como perfil predominante BT2231, que ja anteriormente tinha aparecido na réplica
BT22. As réplicas de Baga apresentaram baixa diversidade, tendo variado o grupo de perfis diferentes de 2 a
6 de acordo com a réplica.
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o
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Figura 60 - Perfis obtidos na Tinta Roriz da Vinha monocasta. BTR21 e BT24, - réplicas. A réplica
BTR21 apresenta como perfis dominantes BTR2140 com 24%, BTR2134 com 21% ¢ BTR2138 com 13%, e
também importante referir que esta é uma réplica com grande diversidade apresentando 13 perfis distintos.
Relativamente a replica BTR2432 esta apresenta um tnico perfil, BTR2432.

Bical

Vinha Conjunta

BBi12

BBi1230

100%

Figura 61 - Perfis obtidos na Bical da Vinha mista. BBil2 - réplica. Bical colhida da vinha mista apenas

apresentou um perfil BBi1230.

M? Gomes

Vinha Isolada

BM22

100%

BM26

100%

Figura 62 - Perfis obtidos na Maria Gomes Vinha Isolada. BM22 ¢ BM26. Relativamente aos perfis
obtidos na Maria Gomes na vinha Isolada, nas réplicas BM22 e BM26 apenas se obteve um perfil em ambas,

que foi BM2230.
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