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Resumo 

 

Os vinhedos estão entre as formas mais intensivas de plantio e a diversidade 

de leveduras associadas a estes vinhedos ainda não foram caracterizadas e, 

informações concernentes à ecologia e diversidade ainda é limitada. Neste 

contexto, o trabalho tem como objetivo estudar a diversidade e riqueza de 

leveduras associadas a regiões produtoras de vinho, selecionar linhagens do 

gênero Saccharomyces com fenótipos desejáveis para vinificação. As 

leveduras foram isoladas de três vinhedos localizados em Pinheiro Preto, Serra 

do Marari e Campos Novos no sul do Brasil. Em Pinheiro Preto, o mais antigo, 

foi coletado 20 pontos localizados nos vinhedos e na cantina para um estudo 

transversal, nos outros dois vinhedos foram coletados cachos de uvas. Após o 

isolamento em meio enriquecido (YPD), foram incubados por 48 horas a 28°C. 

Foi utilizado um procedimento de triagem consistindo de agrupamento de 

leveduras com o mesmo perfil obtido com (GTG)5 MSP-PCR fingerprinting, 

seguido de identificação por sequenciamento do domínio D1/D2 (LSU rDNA) ou 

região ITS1-5.8S-ITS2 de um ou alguns representantes selecionados de cada 

grupo de leveduras, porém espécies não relacionadas foram agrupados em um 

mesmo grupo. Resultando em sensibilidade alta e especificidade baixa de 

(GTG)5 MSP-PCR fingerprinting. Para análise da biodiversidade e riqueza de 

espécies foram sequenciados 106 linhagens identificadas em 22 espécies. Os 

índices de estimativas de riqueza aplicados variaram entre as espécies para 

cada vinhedo (ICE1, ACE, Jackknife 2, Bootstrap, p<0,001). A comparação da 

diversidade taxonômica de leveduras provenientes destas regiões usando o 

índice Recíproco de Simpson apresentou diferença significativa entre os 

vinhedos de Serra do Marari e Campos Novos (5,72±1,18 e 2,92±0,36, 

p<0,0001). Em geral, observamos que os vinhedos diferenciaram entre si para 

os índices avaliados (FAD2, FDc e Rao p<0,0001). Foi observada uma possível 

dispersão de S. cerevisiae entre a cantina e o parreiral em Pinheiro Preto. 

Através da análise fenotípica sugere-se que os isolados 06CE, 11 CE e 33CE 
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sejam de Saccharomyces cariocanus. Foi possível determinar 4 perfis 

genotípicos com o primer EI1. De acordo com o perfil de compostos voláteis 

produzidos foi possível agrupar as linhagens. Os vinhedos apresentaram uma 

biodiversidade de leveduras, demonstrando ser um ambiente para o isolamento 

de linhagens do gênero de Saccharomyces de interesse industrial e enológico. 
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Abstract 

The vineyards are among the most intensive forms of crop and the diversity of 

yeasts associated with vineyards have not yet been characterized, and 

information concerning the ecology and diversity is restricted. In this context, 

the work aims to study the diversity and richness of yeasts associated with 

wine-producing regions, select Saccharomyces strains with desirable 

phenotypes for winemaking. The yeasts were isolated from three vineyards 

located in Pinheiro Preto, Serra do Marari and Campos Novos in southern 

Brazil. Samples were collected from 20 sites located in the vineyards. In 

Pinheiro Preto cross evaluation since it is the oldest of the vineyards studied, 

were collected 20 points located in the vineyards and in the winery, the other 

two vineyards were collected bunches of grapes. After isolation in YPD 

enrichment medium were incubated for 48 hours at 28 °C. We used a screening 

procedure group consisting of yeast with the same profile obtained (GTG)5 

MSP-PCR fingerprinting, followed by sequencing to identify the D1/D2 domain 

(LSU rDNA) or ITS1-5.8S-ITS2 region of one or some selected representatives 

from each group of yeasts, but unrelated species were clustered into one group. 

For analysis of biodiversity and species richness were sequenced 106 strains 

identified in 22 species. The estimated species richness applied varied between 

species for each vineyard (ICE1, ACE, Jackknife 2, Bootstrap, p <0.001). A 

comparison of the taxonomic diversity of the yeasts from these regions using 

the reciprocal Simpson index showed a significant difference between the Serra 

do Marari and Campos Novos vineyards (5.72 ± 0.36 and 2.92 ± 0.36, p 

<0.0001). The possible spreading of Saccharomyces cerevisiae from the winery 

to the vineyard in Pinheiro Preto was observed. By phenotypic analysis 

suggests that the isolated 06CE, 33CE and 11CE is Saccharomyces 

cariocanus. Was determined 4 genotypic patterns using primer EI1.By the 

determination of the volatile profile was possible to group the strains of 

Saccharomyces. The vineyards showed a biodiversity yeast, demonstrating to 

be an environment for the isolation of the strains Saccharomyces of industrial 

interest oenological. 
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1. INTRODUÇÃO 

Nas últimas décadas, as áreas intensamente cultivadas têm enfrentado 

uma grave perda de diversidade. Os vinhedos estão entre as formas mais 

intensivas de agricultura, muitas vezes resultando em paisagens simplificadas, 

onde a vegetação seminatural é restrita a pequenas áreas dispersas. No 

entanto, uma tendência recente entre os produtores de vinho é promover cada 

vez mais o valor cultural desta paisagem, reconhecendo a importância de 

associar a produção de vinhos com a qualidade ambiental (NASCIMBENE et 

al., 2013). A intensidade de manejo influencia negativamente a diversidade de 

plantas e da comunidade de microrganismos, embora pouca pesquisa tenha 

sido realizada em vinhedos. 

Por outro lado, algumas mudanças simples na atividade agrícola 

compatíveis com a produção de uva podem potencializar os efeitos positivos 

sobre a diversidade de vários grupos taxonômicos. Assim, a frequência de 

corte (ZECHMEISTER et al., 2003), a mecanização e o fornecimento de 

fertilizantes nitrogenados (MARINI et al., 2007) são fundamentais para avaliar o 

papel dessas atividades agropecuárias que são suscetíveis de influenciar a 

diversidade de microrganismos, tais como o uso de tratamentos de herbicidas, 

fungicidas. Os vinhedos e superfícies da baga da uva proporcionam um 

ambiente físico em que podem se estabelecer as comunidades microbianas 

complexas compreendendo leveduras, bactérias e fungos filamentosos (WANG 

& LIU, 2013). 

Na indústria do vinho, as composições de espécies dessas comunidades 

são de significativa importância, uma vez que as espécies de microrganismos 

que estão presentes podem contribuir para o processo de fermentação e, 

portanto, para as propriedades aromáticas do vinho resultante. Isto é de 

particular relevância nos casos em que a prática enológica inclui fermentações 

espontâneas, como é o caso em muitas vinícolas (SETATI et al., 2012). 



- 24 - 

 

Populações de levedura são espacialmente distribuídas ao longo dos 

bagos e cachos de uva e ativas durante o curso do desenvolvimento da uva 

(BARATA, MALFEITO-FERREIRA, & LOUREIRO 2012). A densidade e 

diversidade da microbiota de uva podem ser influenciadas por vários fatores, 

incluindo as condições climáticas, doenças, pragas e práticas vitícolas 

(CADEZ, ZUPAN, & RASPOR, 2010; BARATA, MALFEITO-FERREIRA, & 

LOUREIRO, 2012). Recentemente, foram relatadas diferenças nas populações 

de leveduras associadas com uvas provenientes de fazendas orgânicas e 

convencionais (CORDERO-BUESO; et al., 2011; TOFALO et al., 2013).  

Uma característica população autóctone de leveduras a ser considerada 

representativa de uma região vinícola particular, como acontece nas regiões 

produtoras da França, Espanha e Itália. Estas leveduras autóctones ocorrem 

na superfície das uvas, e o sucesso no processo fermentativo depende de um 

conjunto de fatores físicos, químicos e bióticos da região (QUEROL, et al. 

2003) 

Tem sido relatada a distribuição geográfica de linhagens de 

Saccharomyces cerevisiae nas diferentes regiões vitivinícolas específicas ( 

VERSAVAUD et al., 1995; CARUSO, CAPECE, SALZANO, & ROMANO, 

2002;CAPPELLO, BLEVE, GRIECO, DELLAGLIO, & ZACHEO, 2004) bem 

como observam-se mudanças na composição da microflora em diferentes 

vinhedos (CAPPELLO et al., 2004). Por vários anos consecutivos, linhagens 

predominantes de leveduras têm sido observadas em alguns vinhedos 

(VERSAVAUD et al., 1995). 

As leveduras que compõem a microbiota natural das diversas regiões 

produtoras, no entanto, ainda estão sendo caracterizadas e correlacionadas 

com a evolução do processo fermentativo, em termos de rendimento em etanol 

e formação de compostos secundários que qualificam o produto. 

A busca de linhagens iniciadoras para uso em fermentações e a 

caracterização de leveduras selvagens que prevalecem durante a fermentação 

poderão permitir uma interferência bem sucedida no processo e 
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estabelecimento de padrões elevados e duradouros para o produto final, o 

vinho. A produção catarinense de vinhos, por motivos históricos e culturais, 

segue métodos artesanais e não apresenta desenvolvimento tecnológico 

suficiente para disputar o mercado com países do Mercosul e Europa. Durante 

a produção do vinho, o produtor tem buscado melhorar as condições de 

fermentação, principalmente buscando um melhor controle de higiene, tanto do 

processo como das instalações. 

A falta de controle do processo fermentativo, do ponto de vista 

microbiológico, é um dos fatores que acarretam variações nas características 

sensoriais do vinho de safra para safra. Para produzir um vinho de qualidade e 

fazer com que este produto tenha sustentação no mercado, é necessário que o 

produtor catarinense adote tecnologia de produção controlada, buscando 

assegurar a qualidade do produto com tipicidade. 

Para alcançar a qualidade desejada, o primeiro passo a ser tomado é 

definir os parâmetros que influenciam a bebida. Esta inconstância da qualidade 

compromete o desejo de se regulamentar um padrão de qualidade para 

indicação geográfica. Neste contexto, o presente trabalho visou contribuir para 

a busca de linhagens iniciadoras para uso em fermentações e investigar a 

diversidade de leveduras destas regiões. Para esta pesquisa, foi utilizado 

sequenciamento das regiões ITS e D1/D2 do rDNA de isolados dos diversos 

padrões obtidos por fingerprinting com o primer (GTG)5. Os isolados 

selecionados identificados como S. cerevisiae foram caracterizados 

metabolicamente e avaliados quanto a sua sensibilidade estresse osmótico, 

alcoólico e perfil de compostos voláteis. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 Taxonomia 

A classificação refere-se ao agrupamento de organismos em um taxon 

com base em suas semelhanças ou relações ancestrais comuns, enquanto 

que a identificação incorpora o conceito de comparar os organismos 

desconhecidos em espécies classificadas com base em características 

semelhantes (KURTZMAN et al., 2011).  

Inicialmente, os taxonomistas classificaram as espécies de leveduras, 

sejam ascomicéticas ou basidiomicéticas, pelo critério da sexualidade ou 

ausência, e secundariamente, as outras subdivisões, como famílias, 

subfamílias, gênero, espécies e linhagens, enquanto que a classificação e 

identificação foram baseadas em características morfológicas, fisiológicas e 

moleculares dela (KURTZMAN & ROBNETT, 2003).  

As leveduras são fungos ascomicetos ou basiodiomicetos unicelulares, 

nas quais o crescimento resulta, principalmente, em brotamento ou fissão 

binária (KURTZMAN et al., 2011). Podem ser caracterizadas por estados 

sexuais que são formados dentro ou sobre um corpo de frutificação 

(BARNETT, 1992). No trabalho mais atualizado referente à taxonomia de 

leveduras, foram descritos mais de 149 gêneros e 1500 espécies de leveduras 

(KURTZMAN et al., 2011).  

Muitos destes critérios, assim como os estudos de compatibilidade 

sexual utilizados para a classificação de leveduras, são derivados de uma 

pequena porção do genoma, e são, portanto, muitas vezes pouco confiáveis e 

demorados. Uma vez que várias das características morfológicas e fisiológicas 

podem ser revertidas por uma mutação em um único gene, estes métodos são 

inadequados para identificação de leveduras (BARNETT, 1992). Além disso, o 

conceito biológico, que delimita as espécies à sua capacidade para 

hibridização, também é um problema em sistemática de levedura. A ausência 
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de fertilidade não exclui a especificidade, uma vez que apenas alguns genes 

atuam na aptidão de cruzamento entre as espécies (de BARROS LOPES, 

RAINIERI, HENSCHKE, & LANGRIDGE, 1999; PRETORIUS, WESTHUIZEN, & 

AUGUSTYN, 1999) 

A taxonomia molecular tem várias vantagens reais ou potenciais para 

estudo ecológicos em comparação com taxonomias tradicionais, incluindo (i) o 

fato de que pode ser aplicada a uma ampla gama de taxa, incluindo aqueles 

que possuem algumas características morfológicas distintas, (ii)  pode ser 

aplicada em todo ciclo de vida da espécie, (iii) a necessidade reduzida de 

treinamento, por exemplo conhecimento da morfologia, interpretação e 

comparação entre diferentes estudos, (iv) o potencial para a automatização de 

grande parte do processamento de caracterização da amostra, e (v) a 

capacidade de caracterizar taxonomicamente um grande número de amostras 

que são típicas da  maioria dos estudos ecológicos (CARON et al., 2009). 

Assim, taxonomia polifásica se caracteriza pela inclusão de dados 

moleculares ao conjunto de dados que anteriormente foram utilizados, como os 

dados filogenéticos para classificação dos organismos, essencialmente 

indicando um consenso entre as abordagens utilizadas para associação. A 

taxonomia de leveduras tem uma abordagem polifásica com as espécies e 

gêneros formados por clados monofiléticos e polifiléticos fundamentados em 

dados genômicos, genotípicos, fenotípicos e ecológicos (VANDAMME, et al., 

1996). 

 

2.2 Caracterização Molecular 

Atualmente, além dos testes fisiológicos para identificação e separação 

de linhagens de leveduras, têm sido utilizadas técnicas de análise molecular 

como cariotipagem, análises de DNA mitocondrial e PCR. Todos esses 

métodos permitem uma distinção mais precisa entre as linhagens de S. 

cerevisiae, uma vez que a sistemática de leveduras baseada em critérios 
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morfológicos, fisiológicos e bioquímicos provou ser inadequada para a 

determinação de espécies, principalmente em grupos de leveduras de perfil 

nutricional restrito, como é o caso do gênero Saccharomyces. Embora estes 

critérios continuem sendo usados para identificação de um isolado a ser 

descrito (BARNETT; PAYNE; YARROW, 1990), as características fisiológicas 

são determinadas apenas por uma pequena fração do genoma (de BARROS 

LOPES et al. 1999).  

As espécies de Saccharomyces são fenotipicamente indistinguíveis, e 

não podem ser diferenciadas com base nos testes taxonômicos convencionais 

(NAUMOV, L, & NAUMOVA, 2013). A diversidade genômica de linhagens de 

vinho pode ser avaliada de diferentes formas. Há características principais que 

são utilizadas para determinar a relação de genomas como conservação da 

sequência, diferenças primárias de sequências codificantes e as não 

codificantes do gene, genes sintênicos e manutenção da relação e 

posicionamento dos genes no cromossomo (BISSON, 2012). 

 

2.3 Diversidade de leveduras: da uva para o vinho 

A diversidade biológica, ou biodiversidade, é definida como uma 

variedade da vida na Terra em todos os seus níveis, de genes aos 

ecossistemas, e os processos ecológicos e evolutivos que a sustentam 

(GASTON, 1996). Abrange a diversidade de genes, fenótipos, populações, 

espécies, comunidades e ecossistemas (MOUCHET, VILLÉGER, MASON, & 

MOUILLOT, 2010). 

A preservação da biodiversidade também é importante para garantir a 

conservação dos conjuntos gênicos de importância tecnológica. Com relação a 

este tema, vários estudos têm sido realizados com o objetivo de avaliar o 

impacto das práticas de vinificação, incluindo o uso extensivo de levedura seca 

ativa na comunidade natural microbiana (VALERO et al., 2007). 
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A prática intensiva da vitivinicultura foi descrita como um efeito negativo 

na diversidade de leveduras no Chile em áreas mais tradicionais da cultura, 

revelando o efeito negativo do uso de monoculturas sobre a biodiversidade de 

leveduras em regiões produtoras de vinho. Por outro lado, mostra 

potencialidade das leveduras não-Saccharomyces, confirmando-se como 

produtores de enzimas com interesse industrial (GANGA & MARTINEZ, 2004). 

Dessas leveduras, Hanseniaspora uvarum (Kloeckera apiculata) é a 

espécie mais freqüentemente encontrada, podendo sobreviver mais tempo e 

com crescimento máximo entre 106 -107 células/mL. Ainda que o crescimento 

destas leveduras limite-se apenas aos primeiros 2-3 dias de fermentação, a 

atividade de linhagens de Hanseniaspora uvarum (Kloeckera) pode influenciar 

significativamente a composição química final do vinho (ROMANO, 2003; ZOTT 

et al., 2010).  

Embora seja esperado que a inoculação do mosto com S. cerevisiae 

selecionadas suprima as linhagens selvagens não pertencentes ao gênero 

Saccharomyces (NS), vários estudos revelam que as leveduras NS podem 

realmente persistir durante as várias etapas da produção de vinho (FLEET, 

2003). Com relação às fermentações naturais, as linhagens de Saccharomyces 

cerevisiae e NS não convivem pacificamente. Em determinadas condições, as 

características enológicas destas linhagens NS não são expressa ou podem 

ser moduladas por culturas puras de S. cerevisiae (CIANI, BECO, & COMITINI, 

2006; SETTANNI, SANNINO, FRANCESCA, GUARCELLO, & MOSCHETTI, 

2012).  

Podemos descrever o vinho como um produto de reações bioquímicas 

sequenciais governadas por microrganismos, como as leveduras. O vinho é 

caracterizado por um ambiente com valores de baixo pH e altas concentrações 

de açúcar que são limitantes para crescimento de espécies de microrganismos. 

No entanto, podemos afirmar que a qualidade distinta do vinho é determinada 

pela interação entre o tipo de uva, tecnologia, leveduras e ambiente. A 
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comunidade de leveduras presentes nos bagos de uvas, no mosto e durante a 

fermentação é descrita em diversas regiões no mundo nas quais são cultivadas 

uvas viníferas (FLEET, 2008). Independentemente da localização e variedade 

da uva, os gêneros Candida, Hanseniaspora, Torulaspora, Pichia estão 

freqüentemente presentes (Tabela 1). 
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Tabela 1. Espécies de leveduras coletadas de bagas e cachos de uva saudáveis.  

França Italia Espanha Portugal Grécia Eslovenia Canada Brasil Argentina China

*** *** *** *** *** * * *

*** * ** * ** *** *

** *** ** ** *

** *** *** * *** *** ***

* * * *** *

*** * * * *

* * *

* *

** * *** * *

* * *

* * * *

* *

* *

**

**

* *

*

*

* * *

Cacho Baga Baga Baga Cacho Cacho Cacho Baga/Cacho Cacho Cacho

3 -5/mL _ _ 2-6/g 3-4/g 3- 5 /g _ _ 5-6/g 3-5/g

G G G/A G/S G/S G G G G G/S

Renouf et al Sabate et al Clavijo et al Barata et a l Nsiotou  and Raspor et al Subden et al Baffi et al Combina et al Li et al

2005 2002 2010 2008  Nychas (2007) 2006 2003 2011 2005 2010

Meio de cultura

Espécies

Referência

Issatchenkia spp

Saccharomycodes ludwigii

Torulaspora spp

Zygosaccharomyces spp

Z. baillii

Amostragem

Contagem (Log)

Kluyveromyces spp/Lachancea spp

Pichia spp

Brettanomyces spp

Saccharomyces spp

S. cerevisiae

Saccharomycopsis spp

Basidiomycetes
a

Aureobasidium pullulans

Hanseniaspora spp

H.uvarum

Metschnikowia spp

Candida spp

Candida stellara/zemplinina

Debaryomyces spp

 

a: Cryptococcus spp.; Bulleromyces spp., Sporobolomyces spp., Rhodotorula spp., Trichosporom spp. G:uso geral; A: auto enriquecimento,  S: Meio seletivo. 

O símbolo * indica a proporção relativa de espécies detectadas. Tabela adaptada de BARATA et al.,( 2012).
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2.4 O papel da Saccharomyces cerevisiae na fermentação 

A primeira evidência de produção de bebidas fermentadas data de 7000 

a.C., no período Neolítico em uma aldeia denominada “Jiahuin” (China) 

(McGovern et al., 2004), Porém, as primeiras evidências de vinificação foram 

encontradas em um sítio arqueológico denominado “Hajji Firuz Tepe”, no 

noroeste do Irã (5400 – 5000 a.C.). A partir destas origens nas encostas do 

norte de Zagros, no leste de Taurus e das montanhas do Cáucaso, os vinhedos 

foram gradualmente espalhando-se para regiões adjacentes da Mesopotâmia, 

o vale do Jordão e, mais além, para o Mediterrâneo Oriental, como as regiões 

do Egito, Fenícia, Creta e Grécia (5000 a.C) (THIS, LACOMBE, & THOMAS, 

2006). 

A colonização dos fenícios, cartagineses e gregos levaram a vinificação 

para todas as regiões do Mediterrâneo Ocidental, sul da Europa e Norte da 

África. Por volta de 500 a.C., o vinho estava sendo produzido na Itália, Sicília, 

sul da França, Península Ibérica e região noroeste da África (Magrebe). A 

cultura do vinho foi, posteriormente, espalhada pelos romanos para os limites 

do norte de seu império (100 a.C.). A próxima expansão importante da 

produção de vinho foi durante a colonização européia da América no século 16, 

da África do Sul, no século 17 e, finalmente, Austrália e Nova Zelândia entre os 

séculos 18 e 19 (PRETORIUS et al., 1999). Desde a descoberta de levedura 

como a causa da fermentação numerosas linhagens de S. cerevisiae foram 

isolados, a maioria das quais foram encontrados associados com a produção 

de bebidas alcoólicas (FAY & BENAVIDES, 2005). 

Até cerca de 1980, a contribuição das leveduras na produção de vinho 

era vista como um conceito relativamente simplista. Essencialmente, o suco de 

uva passava por fermentação espontânea que, quase invariavelmente, era 

dominada por linhagens de S. cerevisiae. Consequentemente, culturas puras 

destas leveduras foram isoladas e desenvolvidas como fermentos para a 

realização da fermentação do vinho (FLEET, 2008). Esta espécie, juntamente 

com Saccharomyces paradoxus, S. mikatae S. cariocanus, S.kudriavzevii, S. 
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pastorianus e S. bayanus, e, foram confirmadas como espécies biológicas 

distintas, constituiam o complexo de Saccharomyces sensu stricto (NAUMOV 

et al., 2000). 

Esta nova classificação tem criado uma grande confusão referente ao 

epíteto bayanus. Para os taxonomistas, S. bayanus é uma espécie distinta de 

S. cerevisiae. Para os enologistas e viticultores, S. bayanus (oviformis) designa 

uma linhagem fisiológica de S. cerevisiae que não fermenta galactose e possui 

uma forte resistência ao etanol, sendo denominada de Saccharomyces 

cerevisiae var. cerevisiae (RIBÉREAU-GAYON et al., 2006). 

Por milhares de anos, as leveduras do gênero Saccharomyces têm sido 

empregadas pelo homem na fermentação em diferentes processos. 

Atualmente, sete espécies formam o gênero Saccharomyces: S. cerevisiae, S. 

arboricola, S bayanus, S. cariocanus, S. kudriavzevii, S. mikatae e S. 

paradoxus. Duas espécies principais, S. cerevisiae e S. bayanus, são 

atualmente reconhecidas entre as leveduras de vinho. (NAUMOVA et al., 

2011). 

As leveduras do gênero demonstram grande capacidade de transformar 

carboidratos de carbono em etanol e CO2, através do processo de 

fermentação, e este expediente tem sido aplicado por seres humanos em 

processamento de pão, vinho e cerveja (SICARD & LEGRAS, 2011; ALMEIDA; 

ARAUJO, 2013).  

A habilidade de crescer e fermentar em altas temperaturas são pré-

requisitos importantes para que as leveduras sejam utilizadas em fermentações 

industriais. Embora S. cerevisiae seja sempre predominante em fermentações, 

a queda na temperatura afeta a sua competitividade (LÓPEZ-MALO, QUEROL, 

& GUILLAMON, 2013). 

Segundo TOFALO et al. (2009), populações de linhagens selvagens têm 

uma alta diversidade. A competição durante a fermentação alcoólica realizada 

em temperaturas diferentes pode ser uma forma de aproveitar 

tecnologicamente essa diversidade.  
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Estudos afirmam que S. cerevisiae é praticamente ausente nas uvas e 

solo de videiras (MARTINI, CIANI, & SCORZETTI, 1996); enquanto outros 

propõem que é um organismo “natural” em frutas (SNIEGOWSKI, 

DOMBROWSKI, & FINGERMAN, 2002). Ainda há outros que sugerem que S. 

cerevisae é uma espécie domesticada, que tem origem no seu parente próximo 

S. paradoxus, uma espécie selvagem encontrada em todo o mundo associada 

a insetos, exsudatos de árvores e extrato fermentado de plantas (NAUMOV, 

NAUMOVA, & MASNEUF-POMARÈDE, 2010). 

CIANI et al.(2006), investigaram a origem das linhagens de S. cerevisiae 

envolvidas na produção de vinho, e concluíram que aquelas encontradas no 

ambiente da vinícola são as responsáveis pela fermentação espontânea do 

mosto de uva. Desta forma, as poucas linhagens de S. cerevisiae encontradas 

na casca da uva não participam, ou têm pouca significância, no processo 

fermentativo, sendo apenas linhagens transitórias no processo. 

 

2.5 Origem de S. cerevisiae  

O conceito de espécies filogenéticas define as espécies como um grupo 

distinto monofilético com base na história evolutiva e extensão geográfica. Este 

conceito enfrenta as dificuldades de conhecimento incompleto e uma definição 

um pouco arbitrária de limites específicos (LITI, BARTON, & LOUIS, 2006). 

Ainda que a origem de S. cerevisiae seja motivo de controvérsia, seu 

genoma original tem sido submetido à forte pressão seletiva. O 

sequenciamento subsequente dos genomas de outras linhagens do gênero 

Saccharomyces de diversos nichos ecológicos e de espécies de leveduras não 

relacionadas gerou novos discernimentos sobre a origem da linhagem moderna 

do vinho, bem como a evolução de fenótipos, diversidade genética e 

plasticidade genômica deste importante organismo industrial (SALINAS et al., 

2012; BISSON, 2012). 
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Como as leveduras não são tipicamente dispersas por longas distâncias, 

devido a barreira continental, por sua longa e estreita associação com os 

agentes responsáveis pela produção de vinho, cerveja e pão, é uma explicação 

para a divergência genética entre as populações, apesar de ser transportada 

por seres humanos e insetos (PRETORIUS et al., 1999; FAY & BENAVIDES, 

2005; ZHANG, SKELTON, GARDNER, & GODDARD, 2010). 

Os dados obtidos por, PERIS et al., (2012) comparando genomas de S. 

cerevisiae e S. kudriavzevii, sugerem que os híbridos devem ter-se originado 

de vários eventos envolvendo uma linhagem S. cerevisiae diplóide e linhagens 

europeias de S. kudriavzevii haplóide ou diplóide. Os híbridos mantiveram os 

genes envolvidos para a adaptação ao frio, bem como aqueles relacionados 

com funções mitocondriais de S. kudriavzevii. 

No entanto, esses rearranjos genômicos podem representar os estágios 

de formação potencial de novas espécies, como foi visto para S. pastorianus. A 

passagem limitada, que ocorre com as práticas de vinificação atuais, 

especialmente quando comparada às práticas históricas de re-inoculação da 

levedura para produção da cerveja, pode ter limitado a oportunidade para estes 

híbridos de Saccharomyces sofrerem uma evolução em grande escala no 

genoma, como é observado para as atuais linhagens de S. pastorianus, 

(BORNEMAN et al., 2012).  

A espécie S. paradoxus apresentam uma forte demarcação geográfica 

entre as linhagens europeias, americanas e do extremo oriente (ZHANG et al., 

2010; ZÖRGÖ et al., 2013). LITI et al. (2006), demonstraram que as 

sequências de S. paradoxus diferem por seis genes agrupados em três 

subtipos correlacionados com a origem geográfica como demonstrado na 

Figura 1. Todos os cruzamentos entre os três principais clados apresentaram 

isolamento reprodutivo parcial, assim S. paradoxus parece estar em uma fase 

inicial de especiação alopátrica. Estas espécies são caracterizadas por 

conviver no mesmo ambiente devido a diferentes preferências de temperatura. 
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GONÇALVES et al. (2011), isolaram S. cerevisiae, S. paradoxus (ambos 

termotolerantes) e S. kudriavzevii e S. bayanus (ambos termossensíveis) nesta 

investigação, conseguiram isolar até mais de uma espécie a partir do mesmo 

local. Entretanto, FAY & BENAVIDES (2005) propuseram um modelo em que 

duas linhagens especializadas de S. cerevisiae foram geradas, uma para a 

produção de vinho e outra para a produção de saquê, estimando que estas 

duas linhagens permaneceram isoladas uma da outra por milhares de anos, 

consistente com as primeiras evidências arqueológicas para vinificação, 

concluindo-se que, embora haja linhagens especializadas para produção de 

bebidas alcoólicas, estas foram derivadas de populações naturais e não o 

contrário. 
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Figura 1. Representação da distância genética entre as linhagens do gênero Saccharomyces. (a) Neighbor-Joining, representando a distância 

genética entre as linhagenscalculado a partir do total de diversidade de SNP presente nos alinhamentos de genomas totais; (b) Linhagens 

representativas de diversas populações geográficas, presentes em (a). As linhagens são codificadas pelas cores: vinho/europeia, incluindo a 

RM11-1A (rosa); cerveja (azul); bioetanol (verde) e sake (amarelo). Figura adaptada de BORNEMAN et al. (2011).  
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A ampla distribuição de algumas linhagens em determinadas regiões vinícolas 

e a permanência destas linhagens em determinadas regiões vinícolas ao longo de 

dois anos sugerem a ocorrência de linhagens nativas específicas, representantes de 

uma região, havendo relação entre origem geográfica e genética entre as linhagens 

(ESTEVE-ZARZOSO et al., 2000; CORDERO-BUESO; ARROYO; SERRANO; 

VALERO, 2011). 

A existência de linhagens específicas de S. cerevisiae em diferentes regiões 

vinícolas representa uma adaptação das mesmas a microambientes específicos. 

Alguns enólogos admitem que possam ser obtidos bons resultados usando-se 

linhagens originadas destes microambientes como iniciadoras em processos 

fermentativos (ESTEVE-ZARZOSO et al., 2000). 

 

2.6 Ciclo de vida da S. cerevisiae 

O ciclo de vida da levedura S. cerevisiae refere-se a dois amplos aspectos: a 

proliferação celular caracterizada pelo evento de uma célula de um mating originar 

duas células que são essencialmente idênticas; o segundo aspecto está relacionado 

com as mudanças na ploidia do organismo, isto é, as transições do ciclo de vida de 

ambas as formas haplóides existentes. Células haplóides que pertencem a mating 

types diferentes formam células diplóides, por conseguinte sofrem meiose para 

formar células haplóides (HERSKOWITZ, 1988; COSMA, 2004). No entanto, os 

esporos da maioria dos isolados naturais são capazes de mudar o tipo de mating 

type; são referidas como linhagens homotálicas (LANDRY, et al., 2006). 

O mating type da célula é determinado pelo locus MAT. A interconversão 

entre MATa e MATα entre linhagens homotálicas é produto da proteína do gene HO, 

que é uma endonuclease que causa a alternância de mating type em S. cerevisiae 

(HERSKOWITZ, 1988). A interconversão ocorre exclusivamente em células mãe, 

jamais em células filhas ou em esporos.  

S. cerevisiae é uma levedura haplóide, que geralmente se reproduz 

assexuadamente por brotamento. Porém, possui uma fase sexual por sistema de 
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mating, com dois mating types (MAT), MATa e MAtα (Figura 2). Durante o seu ciclo 

vegetativo, as células diplóides Mat a/α sofrem esporulação e meiose para produzir 

uma célula mãe e outra célula filha, sendo que as mesmas possuem o mesmo 

mating type dos esporos originários (COSMA, 2004). 

 

Figura 2. Ciclo de vida da levedura de brotamento. O zigoto sofre meiose e 

esporulação. Quatro esporos germinam a partir do asco. Cada esporo divide-se, 

produzindo uma mãe (M) e uma filha (F) célula sem alteração do mating type. 

Durante a segunda divisão mitótica, somente a célula mãe pode alternar o mating 

type antes da divisão. Figura adaptada de COSMA, (2004) 

 

2.6.1 Ploidia 

Foram encontradas influências de ploidia na proliferação assexuada em 

diferentes contextos ecológicos como sendo uma regra e não a exceção, com a 

maioria dos efeitos da plodia sendo bem conservados ao longo dos 2 bilhões de 
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gerações que separam as duas espécies (DUJON, 2010). O número dos "conjuntos" 

de cromossomos é descrito como a plodia. Linhagens de S. cerevisiae de laboratório 

são geralmente haplóides ou diplóides. Linhagens haplóide de S. cerevisiae têm um 

conjunto (n), linhagens diplóides têm dois conjuntos (2n), e estirpes triplóides têm 

três conjuntos (3n) e assim por diante (HAMMOND, 1996).  

Como as leveduras S. cerevisiae existem em um modo vegetativo, tanto 

haplóide quanto diplóide, esta alternância entre a fase haplóide, com um conjunto de 

cromossomos, e fase diplóide com dois conjuntos de cromossomos, representa uma 

grande mudança genômica afetando a evolução de uma espécie. Todos os 

organismos sexuais, por definição, têm ciclos de vida que alternam entre duas fases 

de ploidia: um estado reduzido, após a meiose, e um estado duplicado, desde a 

união dos gametas (EZOV et al., 2006; GERSTEIN, CHUN, GRANT, & OTTO, 

2006). Recentemente, tornou-se claro que a ploidia tem impactos substanciais, 

definindo evolução do genoma e hereditariedade, tendo impacto na aptidão mitótica, 

no genótipo e fenótipo da S. cerevisiae e seu parente mais próximo S. paradoxus, 

uma espécie selvagem (ZÖRGÖ et al., 2013). 

A progressão do ciclo celular das leveduras pode ser investigada através de 

citometria de fluxo; por exemplo, em uma população em proliferação (Figura 3), a 

distribuição de células dentro das principais fases distintas do ciclo celular pode ser 

determinada a partir de diferenças no conteúdo de DNA entre células em fases pré-

replicativas (G0 e G1), células em replicação de DNA (S), e pós-replicativo mais a 

fase mitótica (G2 + M). As células em fases G2 e M têm conteúdo de DNA idêntico 

e, portanto, não podem ser discriminadas com base neste parâmetro. As células 

com conteúdo de DNA fracionário que se encontram em uma situação que ocorre 

durante a apoptose podem ser identificadas como uma população ''sub-G1'' 

(DELOBEL & TESNIÈRE, 2014). 
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Figura 3. Progressão do ciclo celular em células de leveduras. Figura adaptada de 

DELOBEL & TESNIÈRE (2014). 

 

2.7 Produção de ésteres por leveduras 

Substâncias de aroma ativo produzido através da fermentação por células de 

levedura podem ser divididas em seis grupos principais: os ácidos orgânicos, álcoois 

superiores, os compostos de carbonila, moléculas que contêm enxofre, compostos 

fenólicos e ésteres voláteis. Os compostos traços de esteres voláteis em bebidas 

fermentadas compreendem o conjunto mais importante de compostos de aroma 

ativo derivados de levedura. Estes compostos de aroma (Figura 5) denominado 

“yeast-bouquet” são metabólitos secundários produzidos por inúmeras espécies de 
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leveduras, representados, principalmente por ésteres acetato, ésteres etilílicos, 

alcoóis superiores, carbonilas a ácidos graxos voláteis (CORDENTE et al., 2012). 

O processo fermentativo leva à formação de uma mistura complexa de 

produtos que enriquecem o aroma e sabor, tanto de alimentos quanto de bebidas 

obtidas por fermentação (LILLY et al., 2006). Tradicionalmente, o desenvolvimento 

da fermentação possui um papel muito importante para a qualidade e quantidade de 

aromas desenvolvidos em bebidas. As leveduras, assim como outros 

microrganismos, são grandes produtores de ésteres (SAERENS, DELVAUX, 

VERSTREPEN, & THEVELEIN, 2010; CORDENTE, CURTIN, VARELA, & 

PRETORIUS, 2012). 

Em condições ótimas, estes componentes podem ser obtidos sem que 

ocorram perdas no crescimento e no metabolismo fermentativo de tais 

microrganismos (VOILLEY & ETIÉVANT, 2006). Os ésteres são formados no 

citoplasma da célula da levedura fermentativa. Como possuem solubilidade a 

lipídeos, os ésteres acetato se difundem rapidamente pela membrana para o meio 

de fermentação. Os etil ésteres de ácidos graxos também são produzidos no 

citoplasma, porém sua transferência para o meio é mais dificultada e é inversamente 

proporcional ao tamanho da cadeia de ácido graxo (SUMBY et al., 2010). 

Em S. cerevisiae, a produção de ésteres acetato ocorre através da expressão 

de duas enzimas, a enzima álcool acetil tranferase (ATF1) e a enzima éster sintase, 

e o produto do gene EST2, uma enzima esterase que diminui a quantidade de 

ésteres acumulados no meio fermentativo, hidrolisando-os. Várias enzimas são 

envolvidas na formação de ésteres, as mais caracterizadas são a AATase I e II (EC 

2.3.1.84), que são codificadas pelos genes ATF1 e ATF2, respectivamente 

(VERSTREPEN et al., 2003) e enzima éster sintase (LILLY et al., 2006), ambas bem 

caracterizadas em leveduras S. cerevisiae. Os acetatos são sintetizados na célula 

da levedura pela enzima álcool acetil transferase (AATase), utilizando álcoois 

superiores e acetil-CoA como substrato (LILLY et al., 2006). Além disso, os ésteres 

acetato podem ser produzidos com a condensação de álcoois superiores 

(metabolismo de aminoácidos) com etanol (VERSTREPEN et al., 2004).  
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Ao mesmo tempo, a atividade de enzimas esterase é muito importante e em 

leveduras S. cerevisiae, o gene IAH1 (formalmente EST2) é responsável pela 

produção de esterases (VERSTREPEN et al., 2003), que atuam sobre os ésteres 

formados, impedindo sua acumulação no meio. A ação conjunta destas enzimas é 

necessária para a produção e acúmulo de ésteres acetato no meio de fermentação 

(VERSTREPEN et al 2004).  

Basicamente, dois fatores são importantes na formação de ésteres pela 

levedura, a concentração dos dois substratos, ou seja, acil-CoA/acetil-CoA e alcoóis 

superiores ou ácidos graxos, e a atividade total das enzimas envolvidas na formação 

e hidrólise do respectivo éster, como a AATase, éster sintase e esterases, 

respectivamente (VERSTREPEN et al., 2004). Condições de cultivo como 

temperatura, adição de ácidos graxos, fontes de nitrogênio e sua disponibilidade e 

nível de oxigenação possuem influência sobre a síntese de ésteres, pois modificam 

a quantidade de acetil-CoA na célula (BORNEMAN et al., 2011).  

Existem quatro tipos principais de modificações de componentes de uvas que 

são catalisadas pela levedura (BISSON & KARPEL, 2010). As glicosidases de 

leveduras são capazes de liberar uma porção aromática de precursores de 

glicosídeos não voláteis. Da mesma forma, a enzima cisteinila liase pode liberar 

compostos tióis voláteis ligados a grupamentos cisteinila e glutatila. As oxidases e 

redutases podem converter compostos voláteis de aroma originários da uva em 

diferentes espécies. A levedura pode causar modificações de outras formas que não 

envolvam a reação de oxidação ou redução, mudando a volatilidade ou natureza do 

aroma (SAERENS et al., 2008; VERSTREPEN et al., 2003). 
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Figura 4. Os fenótipos das leveduras de vinho foram selecionados pelo espectro de 

aromas com grupos de compostos de aromas ponderados indicados por setas 

sólidas de acordo com magnitude do impacto (setas em negrito, setas tracejadas). 

Exemplos de fenótipos que podem ser desejáveis para vinificação com objetivos 

diferentes objetivos indicados pelo posicionamento de levedura. Figura adaptada de 

CORDENTE et al., (2012). 

 

2.8 Técnicas de biologia molecular  

Nos últimos anos, os métodos moleculares foram incluídos como parte de 

uma identificação rápida e confiável em leveduras, permitindo, assim, a investigação 

de um grande número de isolados em um período muito mais curto. As 

características fenotípicas usadas na sistemática de leveduras têm sido combinadas 

com o emprego de técnicas moleculares, possibilitando o acompanhamento da 

dinâmica de populações dos microrganismos durante o ciclo fermentativo.  

Desta forma, é possível verificar a influência de parâmetros como nutrientes, 

temperatura e aeração dos tanques de fermentação no surgimento ou 
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desaparecimento de espécies e/ou linhagens e correlacionar estes fatores com a 

qualidade do vinho produzido. A aplicabilidade de técnicas moleculares, tais como o 

método de RAPD e análise com enzimas de restrição de pequenas subunidades 

amplificados por PCR (BALEIRAS COUTO et al., 1995; BALEIRAS COUTO et al., 

1996) têm sido demonstradas como uma ferramenta para fins taxonômicos que 

fornecem informações sobre o nível de espécie (CARUSO et al., 2002).  

O conhecimento de regiões hipervariáveis (microssatélites) no DNA genômico 

de S. cerevisiae tem sido utilizado por mostrar polimorfismo entre as linhagens 

(FIELD & WILLS, 1998). Todas estas características fazem com que marcadores 

baseados em microssatélite sejam ideais para o mapeamento genético e físico de 

genomas para identificação e discriminação de genótipos e estudos de genética de 

populações (GRATTAPAGLIA et al., 2001; MUIR et al., 2011). Os microssatélites 

constituem a classe mais polimórfica de marcadores moleculares disponíveis 

atualmente. Regiões contendo sequências simples repetidas são amplificadas 

individualmente através de PCR, utilizando-se um par de primers específicos 

(CAPECE et al., 2003). 

Microssatélites são sequências de DNA de unidades curtas (1-10 

nucleotídeos) repetitivas, dispersas pelo genoma. O genoma de S. cerevisiae 

apresenta abundância de microssatélites, que estão distribuídos pelos 16 

cromossomos, gerando numerosos alelos polimórficos, estando presentes também 

no DNA mitocondrial (RICHARDS et al., 2009). O principio desta técnica consiste em 

um conjunto de microssatélites, tais como (CA)n, (CT)n, (GT)n, (GAC)n, (GTG)n, 

(GACA)n, (GATA)n, (TGTC)n, entre outros, ou minissatélites, que funcionam como 

iniciadores de uma PCR de segmentos genômicos que são flanqueados por 

sequências repetidas, como no caso de microssatélites (LIECKFELDT et al., 1993) 

ou por sequencias de DNA minissatélite (MEYER & MITCHELL, 1995).  

Neste sentido, muitas técnicas moleculares foram desenvolvidas para 

discriminar entre espécies de leveduras diferentes, entre estas a técnica 

Microsatellite Primed (MSP)-PCR Fingerprinting foi amplamente usada na literatura 
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para discriminar linhagens do gênero Saccharomyces. O PCR com o primer EI1 (5`- 

CTGGCTTGGTGTATGT – 3`), é um primer complementar os sítios de 

processamento de íntron composto por regiões mutáveis no genoma de 

Saccharomyces. GUERRA et al. (2001) observaram durante um ciclo de 24 horas, 

em três destilarias de Minas Gerais pelos métodos de análise de cariótipo e RAPD 

com o primer M13 (5´- GAGGGTGGCGGTTCT – 3`) e EI1, que S. cerevisiae foi a 

principal levedura responsável pela condução da fermentação, sendo verificada a 

presença de diferentes linhagens ao longo do processo. SILVA-FILHO et al. (2005) 

utilizou o primer (GTG)5 para mostrar a sucessão de leveduras durante a 

fermentação de álcool combustível. 

As técnicas usadas com maior frequência nos laboratórios são as baseadas 

somente em PCR, isto é, MSP-PCR e RAPDs, já que proporcionam menor tempo de 

análise comparado com técnicas como cariotipagem ou PCR-RFLP (SILVA-FILHO et 

al., 2005). Porém, o uso de RAPDs é questionado em relação a sua 

reprodutibilidade e instabilidade dos perfis obtidos (FERNANDEZ-ESPINAR et al., 

2011), portanto o uso de regiões microssatélites para analisar a variabilidade inter e 

intraespecífica é mais conveniente para avaliar a dinâmica de comunidades e 

populações de leveduras na indústria e em microbiologia ambiental. 
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3. OBJETIVOS 

A principal proposta deste trabalho é avaliar a diversidade de leveduras em 

regiões produtoras de vinho no sul do Brasil. 

3.1 Objetivos específicos 

 Estudar a diversidade molecular de linhagens isoladas de parreirais de 

regiões de Santa Catarina. 

 Validar e padronizar um protocolo para a técnica de MSP-PCR Fingerprinting 

para o monitoramento de vinhos. 

 Caracterizar metabolicamente as linhagens identificadas como linhagens do 

gênero Saccharomyces. 

 Determinar o perfil de compostos voláteis das linhagens identificadas como 

linhagens do gênero Saccharomyces. 

 Avaliar a tolerância ao estresse etanólico e osmofílico das linhagens do 

gênero Saccharomyces. 

 Determinar a ploidia das linhagensdo gênero Saccharomyces por citometria 

de fluxo. 
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4. Capítulo I 

 

 

 

(GTG)5 MSP-PCR Fingerprinting as a Technique for Discrimination of 

Wine Associanted Yeasts? 

Artigo publicado na Plos one, no dia 29 de agosto de 2014 
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Abstract 

In microbiology, identification of all isolates by sequencing is still unfeasible in small 

research laboratories. Therefore, many yeast diversity studies follow a screening 

procedure consisting of clustering the yeast isolates using MSP-PCR fingerprinting, 

followed by identification of one or a few selected representatives of each cluster by 

sequencing. Although this procedure has been widely applied in the literature, it has 

not been properly validated. We evaluated a standardized protocol using MSP-PCR 

fingerprinting with the primers (GTG)5 and M13 for the discrimination of wine 

associated yeasts in South Brazil. Two datasets were used: yeasts isolated from 

bottled wines and vineyard environments. We compared the discriminatory power of 

both primers in a subset of 16 strains, choosing the primer (GTG)5 for further 

evaluation. Afterwards, we applied this technique to 245 strains, and compared the 

results with the identification obtained by partial sequencing of the LSU rRNA gene, 

considered as the gold standard. An array matrix was constructed for each dataset 

and used as input for clustering with two methods (hierarchical dendrograms and 

QAPGrid layout). For both yeast datasets, unrelated species were clustered in the 

same group. The sensitivity score of (GTG)5 MSP-PCR fingerprinting was high, but 

specificity was low. As a conclusion, the yeast diversity inferred in several previous 

studies may have been underestimated and some isolates were probably 

misidentified due to the compliance to this screening procedure.  
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MSP-PCR Fingerprinting, (GTG)5, wine, yeast identification 
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1. Introduction 

Yeast identification is currently based on sequencing of domains 1 and 2 

(D1/D2) of the LSU rRNA gene and/or the ITS1-5.8S-ITS2 region [1], proposed as a 

universal barcode for fungi in 2011 [2]. Monitoring the contribution of each species or 

population, both in industrial microbiology or yeast diversity studies, involves the 

isolation and analysis of a large number of isolates, which makes the identification of 

all the isolates by sequencing unfeasible in small research laboratories. In this 

regard, many molecular techniques have been developed to discriminate between 

different yeast species. Among them, the Microsatellite/Minisatellite Primed (MSP)-

PCR Fingerprinting technique has been widely applied in the literature using primers 

as (GAC)5, (GACA)4, (GTG)5 and M13. For example, the primer (GTG)5 was 

frequently used to discriminate species of the genus Saccharomyces [3]–[8], 

characterize strains of non-Saccharomyces species [9]–[12], analyze yeast diversity 

[13]–[20], and describe new yeast genus and species [21]–[24].  

Most of these studies use MSP-PCR fingerprinting as a preliminary clustering 

step for the choice of representative strains to be sequenced. Identification is 

ultimately attained by sequencing, and all the strains grouped in the same cluster of 

the sequenced one are assumed to belong to the same species. Although this 

procedure has been widely applied in the literature, it has not been properly 

validated. Furthermore, some studies have reported difficulties in discriminating 

species using MSP-PCR fingerprinting with different primers [25]–[29]. In this context, 

each study reports different DNA amplification protocols, jeopardizing the comparison 

of genetic profiles, and making it impossible to share genotype databases among 

laboratories. 

A MSP-PCR fingerprinting protocol with (GTG)5 primer was useful for the 

description of yeast population dynamics along the fuel-ethanol fermentation 

process, and for the identification of the dominant wild strains that could be used as 

starter strains [7]; however, this primer has not yet been evaluated for monitoring the 

yeast dynamics in wine production in Brazil. Therefore, the objective of this study 

was {I} to propose and validate a standardized protocol for the MSP-PCR 
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Fingerprinting technique, and {II} to assess its reliability as a tool for discrimination of 

different yeast species and clustering of isolates belonging to the same species. This 

protocol was intended to be applied to wine yeasts, and was evaluated using two 

datasets: yeasts isolated from bottled wines (thereafter considered a "lower diversity" 

sample), and yeasts from the winery and vineyard environments ("higher diversity" 

sample). For the validation of the technique, identification by sequencing was 

selected as gold standard. We found high intra and inter-specific variability in the 

fingerprint profiles, with clusters comprising isolates belonging to different species, 

suggesting a high probability of misidentification when MSP-PCR fingerprinting 

followed by sequencing of representatives of each profile is applied in yeast diversity 

studies. 

2. Results and discussion 

2.1 Yeast identification 

From the "lower diversity" group of species (isolated from bottled wines), we 

obtained the genomic DNA of 102 yeast strains, belonging to 11 species, plus 4 non-

identified isolates (Table 1). All the isolates were identified by sequencing the D1/D2 

domain of the LSU rRNA gene or the ITS1-5.8S-ITS2 region. The analysis was 

initially performed with the "lower diversity" group of yeasts, and afterwards 

expanded to the "higher diversity" group. From the "higher diversity" group (isolated 

from the winery and vineyard environments, see Methods S1), we obtained 101 

isolates belonging to 20 species plus 38 non-identified isolates (Table S1). 

 

2.2 Standardization and assessment of MSP-PCR Fingerprinting profiles 

We made an initial screening of a subset of 16 isolates with the primers M13 

and (GTG)5 to evaluate the discriminatory power of each primer. Both primers 

generated discriminative and complex fingerprints, with band sizes ranging from 200 

to 2500bp for M13 and 200 to 1800bp for (GTG)5. Dendrograms for M13 and (GTG)5 

primers showed four clusters with a discriminatory power (D) of 0.66 for M13 (Figure 
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S1A), and 0.7 for (GTG)5 (Figure S1B). Nevertheless, the dendrogram made with the 

primer (GTG)5 grouped all the four isolates of Saccharomyces cerevisiae in the same 

cluster (Figure S1B). Literature concerning the usefulness of these primers is 

conflicting. For instance, the primer (GTG)5 was recommended to monitor 

populations of yeasts in ethanol fermentation [7]. Several authors demonstrated that 

non-Saccharomyces species participating in different fermentation processes 

showed similar profiles with M13 and (GACA)4 and greater variability using the 

primers (GAC)5 and (GTG)5 [13], [16], [30], [31]. On the other hand, the primer M13 

was able to differentiate 16 strains of S. cerevisiae, although with different 

amplification conditions [32]. M13 or both M13 and (GTG)5 primers are widely used 

for assessment of yeast communities [33], and description of new genus, species or 

genotypes within species [21], [34], although Libkind [28] suggested that the primer 

M13 is not able to separate fingerprinting profiles in a complex of closely related 

species because it amplifies more conserved regions of DNA. Thus, as our goal was 

to discriminate related and unrelated yeast species, both primers had similar 

discriminatory power with our subset of 16 isolates, and the primer (GTG)5 grouped 

all the isolates of S. cerevisiae in the same cluster, we chose primer (GTG)5 for 

further evaluation. 

The MSP-PCR Fingerprinting was standardized using the (GTG)5 primer with 

the strain 20E (S. cerevisiae). The number of bands in the S. cerevisiae 20E profile 

was similar to other (GTG)5 fingerprinting profiles obtained for this species in other 

studies [7], [35], [36]. The technique proved to be repeatable when tested in two 

independent PCR reactions with six repetitions using the commercial strain CLIB 

2048 (S. cerevisiae). Repeatability and reproducibility were also evident when 

randomly chosen strains were analyzed in independent experiments. 

We calculated the concordance between the (GTG)5 fingerprinting and 

sequencing using the kappa index for the “lower” and “higher diversity” datasets, 

taking into account all the bands obtained from each isolate. The 106 isolates from 

the "lower diversity" dataset and the 139 isolates from the "higher diversity" dataset 

showed a kappa index of 0.177 and 0.201, respectively, with a confidence interval of 

95% (Table 2). This means that the concordance between the identification by 

sequencing (gold standard) and by the (GTG)5 MSP-PCR fingerprinting was slight for 
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the "lower diversity" and fair for the "higher diversity" dataset [37]. High scores of 

sensitivity (100%, 97.4%) and low scores of specificity (23.3%, 33.7%) with the 

(GTG)5 MSP-PCR fingerprintings were found for the "lower" and "higher" diversity 

datasets, respectively (Table 2). High sensitivity scores mean that the number of 

isolates correctly identified by the MSP-PCR fingerprinting was high, but the low 

specificity scores mean that there were also many misidentified isolates in 

comparison with the "gold standard". The low specificity scores may explain the low 

concordance between the MSP-PCR fingerprinting and the sequencing methods in 

the present study. The source of the samples seemed not to influence the quality of 

the results, since isolates sampled from bottled wines ("lower diversity" dataset) and 

from the vineyard environments ("higher diversity" dataset) resulted in similar kappa 

indexes, sensitivities and specificities. The (GTG)5 MSP-PCR fingerprinting has not 

been previously evaluated for these parameters. 

 

2.3 The “lower diversity” yeast dataset 

In order to understand the effect of the presence/absence of each band 

obtained by the (GTG)5 MSP-PCR fingerprinting for the clustering of the isolates, the 

discriminatory power (D) of each band within each species was calculated for the 245 

isolates and three reference strains. The D value of the bands for the five most 

abundant species of each dataset ranged from 0.048 to 1.000 (see Tables S2, S3). 

Many species had bands with D values around 1.000, meaning that those bands 

were able to discriminate all the isolates within the species, therefore making the 

fingerprinting profiles dissimilar among isolates from the same species. Bands with 

molecular weight lower than 900 bp were consistently present in almost all the 

isolates of each species, whereas the presence of bands with molecular weight 

higher than 900 bp was more variable (Figures S2, S3). Many factors may contribute 

for this variable result, and can indicate an amplification bias. Among these factors 

are the annealing temperature in the PCR, the purity of DNA, the thermocycler 

equipment, and the electrophoresis conditions for gel migration [38], which interfere 

with other fingerprinting techniques as well [39]. Furthermore, (GTG)5 MSP-PCR 

fingerprinting was used in many studies with different protocols [34], , and there is not 
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a consensus in the PCR parameters (annealing temperature within a range of 42–

60°C, etc), or electrophoresis conditions (for example, agarose concentration with a 

range of 1.4–2% w/v). This contributes for the weak reproducibility of the technique 

among laboratories, and jeopardizes any posterior comparison between the 

fingerprinting results. In order to rule out any influence from the variable bands higher 

than 900 bp in our analysis, we recalculated the kappa index, specificity and 

sensitivity scores using a range of band sizes between 200 and 900 bp. However, 

the results showed that concordance did not improve (Table 2). 

In the present work, the fingerprinting profiles were analyzed based only on 

the number and size of bands, although band intensity is also considered by some 

authors. It has been previously suggested that the identification of two or more 

strains with the same amplification pattern (number and intensity of bands) might 

indicate clonality of strains from different geographical origins [7]. In our study, 

isolates of the species Pichia membranifaciens gave repeatedly the same band 

patterns without differences due to missing bands, although differences in band 

intensity of some fingerprints occurred. Therefore, the band intensity was not used as 

a variable for grouping the isolates in our study. 

 

3. Materials and methods 

3.1 Strains and growth conditions 

The yeast strains isolated in this study are listed in Table 1 and Table S1. Two 

sets of samples were included. The first group of yeasts (n = 106) was isolated from 

South Brazilian bottled wines ("lower diversity" dataset, Table 1), and the second 

group (n = 139) was isolated from environments surrounding the wineries (vineyard 

soil, effluent, leaves, fruits, cellars - "higher diversity" dataset, Table S1). Details 

concerning the isolation of yeast strains can be seen in Methods S1. Field collections 

were conducted according to EPAGRI diversity rules, and all necessary permits were 

obtained for the field studies (Codes 1414, 13214). Reference strains used in this 
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study were: Saccharomyces cerevisiae CLIB 2048, Saccharomyces bayanus CLIB 

2033 and Saccharomyces uvarum CLIB 2028 (Collection de Levures d’Interet 

Biotechnologique, Paris-Grignon, France). 

 

3.2 DNA extraction 

Two protocols were used in this study. DNA of yeasts isolated from bottled 

wine was extracted with the potassium acetate-based protocol proposed by [51] with 

some modifications. Pure colonies of each strain were grown in GYP broth at 30°C 

for 18 hours. After centrifugation and washing with distilled water, the biomass of 

each culture was re-suspended in 400µL of lysis buffer (0.5 M NaCl, 10 mM EDTA, 

2% SDS, 50 mM Tris-HCl, pH 8) and incubated for 60 min at 65°C. The other steps 

were done as described in [51]. Genomic DNA of samples collected in the second 

group was extracted using the classic protocol with phenol/chloroform [52]. The 

quality of the extracted DNA was analyzed on agarose gels (1% w/v) and assessing 

the A260/A280 ratio. 

 

3.1 MSP-PCR Fingerprinting 

MSP-PCR Fingerprinting using the primers (GTG)5 or M13 was optimized from 

Silva-Filho et al. (6) using strain 20E (S. cerevisiae). Different concentrations of each 

reagent used in PCR were tested: MgCl2 (1.5-4.5mM), primer (0.2-1.4pmol/µL), 

dNTPs (10-70µM) and DNA (110-0.1ng/µL). The optimized reaction mix for a volume 

of 25µL was: 1U of Taq polimerase (Invitrogen), 1X buffer reaction, 3mM MgCl2, 

1pmol/µL primer, 60µM dNTPs Mix and 5µL of DNA (1ng/µL). The program started at 

94ºC for 5min followed by 35 cycles at 94ºC for 15s, 55ºC for 45s and 72ºC for 90s, 

with final extension at 72ºC for 6min.  

The PCR products were separated on 1.8% (w/v) agarose gels in 1X TAE 

buffer (40 mMTris–Acetate, 1 mM EDTA, pH 8.0) using electrophoresis with stacking: 
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initial running at 110V for 5min followed by 70 V for 180 min. Gels were stained with 

GelRed ® for visualization under UV light and digital image capturing was done using 

the Geni2 gelDoc System (Syngene, Cambridge, UK). The resulting fingerprints were 

analyzed using the software GeneTools®. The 1Kb plus or 1Kb (Invitrogen) 

molecular weight marker was used to compare the sizes of the bands.  

 

3.3  Molecular identification 

The divergent D1/D2 domain of the LSU rRNA gene was amplified and 

sequenced with NL1 and NL4 primers [53]. The ITS1-5.8S-ITS2 region was amplified 

and sequenced with ITS1 and ITS4 primers [54]. Amplification conditions were as 

follows: one initial cycle at 94°C for 5 min, 35 cycles at 94°C for 15 s, 55°C for 45 s, 

72°C for 90 s, and a final extension cycle at 72°C for 6 min. The PCR products were 

examined by electrophoresis on a 1.5% agarose gel at 100 V for 45 min and stained 

with GelRed for visualization under UV light. Digital image capturing was done using 

the Geni2 gelDoc System (Syngene, Cambridge, UK).The sequences were obtained 

with ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer (Life Technologies Corp., USA) using 

standard protocols at the “Ludwig Biotecnologia” facility in Alvorada-RS, Brazil, and 

were compared with the sequences of type strains published in the GenBank 

database using the software YeastIP [55]. A cut-off of 99% similarity was used to 

identify the isolates. 

 

3.4 Clustering analysis 

Two clustering algorithms were used to group the (GTG)5 MSP-PCR 

Fingerprinting profiles: (a) a Hierarchical Clustering algorithm with four versions for 

pairwise analysis: average linkage, complete linkage, single linkage and Ward´s 

method; (b) QAPGrid, an unsupervised graph clustering algorithm combined with a 

combinatorial optimization layout method [46]. 
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For both clustering algorithms, a matrix was constructed considering each 

isolate and the total number of bands (n = 23), with the size of each band for each 

isolate. The size of the bands took into consideration a deviation of 50 bp for the 

smallest bands, and 200 bp for the largest ones, due to the agarose gel resolution. 

Thus, each isolate was represented by 23 integer numbers corresponding to the size 

of the bands found by the MSP-PCR Fingerprinting method. If a band were not 

present for an isolate, we considered a value of zero for that band. We used a 

Euclidean distance between each pair of isolates to compute the distance of the 

genetic profiles of isolates. The matrix is available in Dataset S1.The second method 

incorporates the use of a graph-based clustering algorithm that automatically finds 

the number of clusters based on the distance between the genetic profiles of the 

isolates. After the clustering is performed, the QAPGrid algorithm produces a layout 

representative of the clusters. Details of the clustering and layout algorithms can be 

found in Inostroza-Ponta et al. [46], [56]. This combination has been successfully 

applied in the analysis of other type of genetic data [57]–[58]. 

 

3.5 Discriminatory power 

In order to compare the discriminatory power (D) of the primers M13 and 

(GTG)5 in the MSP-PCR fingerprinting, we used the index of discrimination proposed 

by [59]–[60], which is based on the Simpson's index of diversity. The discriminatory 

power was calculated based on a subset of 16 strains from the "lower diversity" 

dataset. Dendrograms were constructed based on the Ward´s method and Euclidean 

distances, and grouped with a cut-off of 50%.The equation used for the calculation of 

the discriminatory power is as follows: 
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where D is the index of discriminatory power, N, the number of unrelated 

strains tested, S, the number of different types, and xj, the number of strains 
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belonging to the jth type, assuming that strains will be classified into mutually 

exclusive categories. A D value of 1.0 indicates that the primer was able to 

distinguish each isolate of a community from all other members of that community. 

Conversely, an index of 0.0 indicates that all isolates of a community were of an 

identical type [59]–[60]. 

Afterwards, the discriminatory power of each band of the MSP-PCR 

fingerprinting profile with the primer (GTG)5 was calculated for 208 isolates and the 

three reference strains according to the equation described above. The 

discriminatory power (D) of each band obtained in the (GTG)5 MSP-PCR 

fingerprinting was calculated as the measurement of the variation of “alleles” 

(presence or absence of bands) by each “locus” (band position), with a range 

between zero (homogeneity) and one (heterogeneity). A low D indicates a “locus” 

with similar "alleles" (presence or absence of bands), while a high D indicates a 

“locus” with an irregular presence of bands among the isolates. 

 

3.6 Concordance between the (GTG)5 MSP-PCR fingerprinting and sequencing, 

sensitivity and specificity assessments 

We evaluated the concordance between the identification by (GTG)5 MSP-

PCR fingerprinting and by sequencing using the whole “lower diversity” (n = 106) and 

“higher diversity” (n = 139) datasets, and the Kappa index [61]. The sensitivity and 

specificity indexes were assessed using the McNemar test for comparison of the 

results obtained by sequencing (considered as the gold standard) and the ones 

obtained by the (GTG)5 MSP-PCR fingerprinting [62]. The sensitivity indicates the 

percentage of isolates identified by sequencing that were identified as the same 

species by the MSP-PCR fingerprinting (true positive isolates), and is a measure of 

the probability that an isolate belonging to a certain species will be correctly identified 

at that species by the (GTG)5 MSP-PCR fingerprinting. The specificity indicates the 

percentage of isolates that were not identified in a certain species by the sequencing 

methodology which were not identified in that species by the MSP-PCR fingerprinting 
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(true negatives) either. We considered the isolates not identified by sequencing as 

true negative results. All the tests were estimated with a confidence interval of 95%. 

Associated content 

Supporting information available 

Suplemental Figure S1 - S4; Table S1- S3; Methods S1 and Dataset S1 are 

available free of charge via the internet at http://www.plosone.org . 
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Tables and Figures legends 

 

Table 1. Yeasts species from bottled wines sampled in Rio Grande do Sul and Santa 
Catarina, South Brazil. 
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Table 2. Specificity, sensitivity and kappa index of MSP-PCR fingerprinting using the primer (GTG)5 in comparison with rDNA 

sequencing as the gold standard for the two datasets (“lower diversity” and “higher diversity”), using two ranges of band sizes: 

200-3500bp or 200-900bp. 
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Figure 1. Dendrograms of the clustering of the strains from the "lower diversity" dataset by Hierarchinical Clustering using: (a) 

average linkage (b) complete linkage, (c) single linkage, and (d) Wards method. The distance was computed using the 

Euclidean distance between the genetic profiles based on the MSP-PCR fingerprinting with the primer GTG5. 
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Supporting Information 

 

Methods S1. Detailed methods for yeast isolation experiments. 

Dataset S1. Data matrix. 
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5. Capítulo II 

 

 

Environmental Yeast Communities in Vineyards in the Mountains of 

Santa Catarina State, Brazil. 

 

Artigo submetido à revista “International Journal of Food Microbiology no 

dia 30 de outubro de 2014 



- 74 - 

 

Environmental Yeast Communities in Vineyards in the Mountains of 

Santa Catarina State, Brazil 

Mendes, S. D. C1,4; Ramírez-Castrillón, M1; Feldberg, N. P3; Bertoldi, F. C4; 

Vainstein, M H 1; Valente, P. 2 

1. Programa de Pós-graduação em Biologia Celular e Molecular, 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. 

2. Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia, 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. 

3. Embrapa Produtos e Mercado, Escritório de Canoinhas. Canoinhas, SC, 

Brazil. 

4. Empresa de Pesquisa Agropecuária e Extensão Rural de Santa 

Catarina, Florianópolis, SC, Brazil. 

 

 

*Correspondence and reprints: Patricia Valente da Silva, Departamento de 

Microbiologia, Imunologia e Parasitologia, ICBS, Universidade Federal do Rio 

Grande do Sul, Rua Sarmento Leite, 500 sala 210, CEP: 90050-170, Porto Alegre 

- RS, Brasil. Tel. (+55) 51-33084196 (e-mail: patricia.valente@ufrgs.br). 

 

 



- 75 - 

 

Abstract 

 

Yeasts were isolated from three vineyards located in the South Region of Brazil. A 

cross evaluation was carried out at the oldest vineyard of the study in Pinheiro 

Preto. Samples of grape berries, grapevine leaves and the soil, along with 

samples of the winery equipment and effluent, were collected. In the Serra do 

Marari and Campos Novos vineyards only samples of grape clusters were 

obtained. The 106 yeast isolates were identified by sequencing the D1/D2 or ITS 

regions in 22 species. The values for the richness indices varied between the 

vineyards. A comparison of the taxonomic diversity of the yeasts from these 

regions using the reciprocal Simpson index showed a significant difference 

between the Serra do Marari and Campos Novos vineyards (5.72 ± 1.18 and 2.92 

± 0.36, respectively, p <0.0001). The functional diversity was assessed in relation 

to the use of carbon and nitrogen sources by the yeasts isolated from each 

location. In general, we observed that the Pinheiro Preto and Campos Novos 

vineyards differed consistently from the Serra do Marari vineyard according to 

these indices (FAD2, FDc and Rao, p<0.0001). The possible spreading of 

Saccharomyces cerevisiae from the winery to the vineyard in Pinheiro Preto was 

observed. 

KEYWORDS  

Estimator of Diversity, the Community, yeasts.



- 76 - 

 

1. Introduction 

The mountainous regions in the midwest of Santa Catarina State, southern 

Brazil, are characterized by cold conditions for most of the year, reaching 

temperatures between -2ºC <0 ≤ 5ºC in winter, when frost and occasionally snow 

occur. Wine production is relatively recent in these regions, but they are 

considered to be promising because of the appropriate environmental conditions 

for making wine of excellent quality. Yeasts are common inhabitants of vineyards 

and their density in grape berries is strongly associated with several factors, such 

as climate conditions, geographic location, age of the vineyard, type of soil and 

application of fungicides during harvesting and grape berry ripening (Pretorius et 

al., 1999; Chavan et al., 2009). The microclimate of the vineyards can influence 

the microbial diversity of the grapes and the surrounding environment, which can 

include filamentous fungi, yeasts and bacteria with different physiological 

characteristics, and some species are only found in grapes (Li et al., 2010). On 

their journey from the vineyard to the wine bottle, the grapes are transformed into 

wine through microbial activity, with important consequences in terms of the 

quality parameters of the wine product (Bokulich et al., 2013). The grape berries 

are the main source of microorganisms in the production of wines, but surprisingly 

the ecology of these microbes remains poorly understood (Raspor et al., 2006; 

Mercado & Combina, 2010).  

Since the introduction of the term "biodiversity" there has been intense 

public debate regarding the value and the benefit of its preservation. Di Maio et al. 

(2012) reported the remarkable degree of biodiversity in populations of yeasts 

present in southeastern Sicily, where the practice of spontaneous fermentation to 

produce wine is still maintained, suggesting that this practice can be beneficial for 

the local wine industry. In general, it is believed that natural yeast strains are 

associated with certain varieties of grapes in specific geographic locations, 

conferring a significant diversity with a regional character, and they are introduced 

into the winemaking process because of this association (Raspor et al., 2006; 
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Mercado et al., 2007; Barrajón et al., 2009). Recently, the study of the microbiome 

of grapevine leaves revealed that the eukaryotic microbial community undergoes 

several changes during the vegetative cycle of the vine and is highly diverse, but 

little is known about the role of its interaction with the plant (Pinto et al., 2014). 

Therefore, the study of natural yeasts collected from vineyard communities is an 

important step in preserving native genetic resources. In this context, the aim of 

this study was to characterize the yeast community associated with high-altitude 

vineyards in the midwest region of Santa Catarina State in southern Brazil.  

 

2. Materials and methods 

2.1 Sampling areas 

The diversity of yeasts was studied in three different areas located in the 

midwest of Santa Catarina State (SC), southern Brazil: Pinheiro Preto  (latitude 

27°03'02 "S, longitude: 51°13'51" W, altitude 698 m), which is approximately 80 

years old; Campos Novos (latitude 27º22’59”S, longitude 51°12’55”W, altitude 973 

m); and Serra do Marari (latitude 27°12’24”S, longitude 51°06’96”W, altitude 1053 

m). The latter two areas relate to experimental fields with around 10 years of 

production. The sampling was carried out over three months (January, February 

and March) during the harvest periods in 2010 and 2011. In these grape harvest 

periods the absolute temperatures ranged from 13.5ºC to 31ºC, and the average 

rainfall was 237.67 mm, with 161 h of sunshine and 82% average relative 

humidity. At each vineyard, 20 sampling sites were defined according to the size of 

the vineyard, and each site was sampled in triplicate. In Pinheiro Preto samples 

were collected from the winery equipment and effluent, along with samples of the 

soil (50 g), leaves (50 g) and grapes (three clusters per plant). In the strategy 

adopted at the vineyards of Serra do Marari and Campos Novos only grape 

samples (3 clusters per plant) were collected. The permission required for the 
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study sites described above were obtained and the owners consented to the 

collection of samples and the sampling plan. 

 

2.2 Isolation of strains and growth conditions 

The samples were collected aseptically from the vineyards and transported 

to the laboratory at the Epagri Experimental Station in Videira (SC), where they 

were stored for up to 4 h at 5ºC. The samples consisted of healthy and damaged 

bunches, grapevine leaves, soil and effluent collected at different points of the 

vineyards as described above, all collected in triplicate. The grape berries were 

carefully placed into plastic bags containing 450 mL of the following enrichment 

medium (glucose 2%, peptone 1%, yeast extract 0.5%, 0.04% Chloramphenicol) 

and the yeasts were isolated after 24 h of incubation at room temperature. The 

isolation of the yeast was performed as described by Prakitchaiwattana et al. 

(2004) and the numbers of colonies were counted using an Olympus SZX9 

stereoscope. 

Representative samples of each yeast morphotype were isolated, purified in 

GYP agar (glucose 2%, peptone 1%, yeast extract 0.5% and agar 2%) and 

preserved in GYP agar slants, being periodically reactivated for the analysis 

described below. 

 

2.3 DNA extraction 

The DNA of yeasts isolated from the samples was extracted applying the 

potassium acetate-based protocol proposed by Osorio-Cadavid et al. (2009), with 

some modifications. Pure colonies of each strain were grown in GYP broth at 30ºC 

for 18 h.  After centrifugation and washing with distilled water, the biomass of each 



- 79 - 

 

culture was re-suspended in 400 μL of lysis buffer (0.5 M NaCl, 10 mM EDTA, 2% 

SDS, 50 mM Tris-HCl, pH 8) and incubated for 60 min at 65ºC. The other steps 

were carried out as described in Osorio-Cadavid et al. (2009). The quality of the 

extracted DNA was analyzed on agarose gels (1% w/v) and by assessing the 

A260/A280 ratio. 

 

2.4 Molecular identification of the yeasts 

The divergent D1/D2 domain of the LSU rRNA gene was amplified and 

sequenced with NL1 and NL4 primers. The ITS1-5.8S-ITS2 region was amplified 

and sequenced with ITS1 and ITS4 primers (Ramírez-Castrillón et al., 2014). The 

amplification conditions were as follows: one initial cycle at 94ºC for 5 min, 35 

cycles at 94ºC for 15 s, 55ºC for 45 s, 72ºC for 90 s, and a final extension cycle at 

72ºC for 6 min. The PCR products were examined by electrophoresis on a 1.0% 

agarose gel at 100 V for 45 min and stained with GelRed ® for visualization under 

UV light. Digital image capturing was carried out using the Geni2 gelDoc system 

(Syngene, Cambridge, UK).  

The sequences were obtained with an ABI-PRISM 3100 genetic analyzer 

(Life Technologies Corp. USA) using standard protocols at the “Ludwig 

Biotecnologia” facility in Alvorada, Rio Grande do Sul State, southern Brazil, and 

they were compared with the type strain sequences published in the GenBank 

database using the software YeastIP. A cut-off of 99% similarity was used to 

identify the isolates (Weiss et al., 2013). 
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2.5 Physiological and biochemical characterization 

Selected physiological and biochemical tests were carried out as follows: 

fermentation of glucose; assimilation of carbon sources (D-arabinose, L-arabinose, 

cellobiose, citrate, glucose, galactose, gluconate, inositol, inulin, lactose, maltose, 

mannitol, melibiose, raffinose, rhamnose, ribitol, ribose, salicin, starch, trehalose, 

Tween 20, Tween 80 and xylose); assimilation of nitrogen sources (nitrate, 

creatine, creatinine, ethylamine, lysine, peptone); H2S production (Ono et al., 

1991); lipolytic activity (Kim et al., 2001); evaluation of the potential of 

accumulation of microbial oil (Xue et al., 2010); urease production; Diazonium 

Blue B (DBB) test; and growth at 37ºC. Before each test, the cultures were 

reactivated in GYP agar to obtain metabolically active cells. The methodology 

used for testing the fermentation and assimilation of carbon and nitrogen sources 

was based on that proposed by Kurtzman et al. (2011). 

 

2.6 Statistical analysis 

The community structure was determined by considering the frequency of 

occurrence, i.e., incidence of each species observed at the sampling points, which 

was calculated as the relative occurrence of species considering the total number 

of samples. The estimate of the richness was obtained by applying the Jackknife 2 

(second-order Jackknife), ACE, ICE and Bootstrap richness estimators. The 

second-order Jackknife estimator is dependent on the number of species found 

only once (unique species). Ace is based on the concept of abundance and is 

used to estimate species richness with ten or fewer individuals per sample, which 

are not singletons. ICE is based on incidence considering species present in 10 or 

less samples which are not unique species and Bootstrap estimates the overall 

richness using data from all species, not restricted to rare species (Ferraz et al., 

2009; Pfeiffer & Mezger, 2012). To assess the taxonomic diversity of the samples, 

the Shannon index, which takes into account the number of rare species and 
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reciprocal Simpson index (1/D), which takes into account the number of dominant 

species, were used (Saikaly et al., 2005).  Functional diversity was evaluated as 

described by Casanoves et al. (2011) and three functional diversity estimators 

were used: FAD2 is the number of combinations of attributes that occur in the 

community and is always less than or equal to the richness functional diversity. 

The dispersion was estimated by the sum of the distances between paired species 

in a multidimensional space; FDc is a community-based index which corrects for 

the lack of monotonicity that arises when there is a particular dendrogram for each 

plot; and for the Rao Entropy the weighted variation of the abundance of the 

dissimilarities between all pairs of species is calculated. Effects were considered 

statistically significant at p = 0.05. Species accumulation curves were calculated 

with EstimateS 9.1 using 50 randomizations, sampling without replacement and 

default settings for upper incidence limit for infrequent species (Colwell et al., 

2012). The Kolmogorov-Smirnov and Levene tests were used to assess the 

normality and homogeneity of variance of the data. Comparisons among the 

vineyards were carried out with Graphpad Prism 6 software. 

 

3. Results 

The vineyard in Pinheiro Preto was chosen for the cross evaluation since it 

is the oldest of the vineyards studied. At this site samples of grape berries, 

grapevine leaves and soil, along with samples from the winery equipment and the 

effluent, were collected. From the vineyards in Serra do Marari and Campos 

Novos only samples of grape clusters were obtained. A total of 106 strains were 

isolated from the areas selected: 25 were obtained from Pinheiro Preto, 48 from 

Serra do Marari and 33 from Campos Novos. Yeasts were observed at all 

sampling points, except for 9 sampling points in Pinheiro Preto from which the 

grape clusters were collected and there was a predominance of fungi and bacteria. 

In general, the yeast counts for the grape berries ranged from 2.93 log CFU.g-1 
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(Pinheiro Preto) to 4.13 log CFU.g-1 (Serra do Marari), with 3.93 log CFU.g-1 for 

Campos Novos (Fig. 1). The yeast counts for the grape berries collected from 

Serra do Marari and Campos Novos showed a significant difference compared 

with the corresponding values for Pinheiro Preto (p<0.0001).  

 

3.1 Observed species richness 

The total of 106 strains identified corresponded to 22 species of yeast (Fig. 

2a, 3a, 4a, Table 1). A single individual (singleton) was identified for seven 

species, whereas four species had two individuals (doubleton). The number of 

samples was adequate to assess the species richness in the vineyards in Serra do 

Marari and Campos Novos, but the species rarefaction curve did not reach the 

asymptote for the vineyard of Pinheiro Preto (Figures 2b, 3b,4b). The genera with 

the highest number of isolates were Hanseniaspora (38) and Pichia (37), the 

species Hanseniaspora uvarum and Pichia kudriavzevii being the most abundant, 

with 32 and 19 isolates, respectively. The Venn diagram (Fig. S1) shows the 

dissimilarity of the vineyards in terms of the composition of the yeast community, 

since they had only four species in common (H. uvarum, P. kudriavzevii, 

Hanseniaspora opuntiae and Pichia occidentalis). Approximately 24% of the 

species were common to the vineyards in Serra do Marari and Campos Novos, in 

which only grape berries were sampled (Fig. S1). 

The species Saccharomyces cerevisiae, Rhodotorula mucilaginosa, 

Clavispora lusitaniae, Metschnikowia pulcherrima, Trichomonascus ciferrii and 

Candida allociferrii were isolated only from the oldest vineyard (Pinheiro Preto), 

while Saccharomyces sp., Pichia manshurica, Meyerozyma caribbica, Pichia 

membranifaciens, Zygosaccharomyces bailii and Pichia sp. were detected only at 

the vineyard in Serra do Marari. Another three species (Candida zemplinina, 

Candida intermedia and Zygoascus meyerae) were isolated only from the vineyard 

in Campos Novos. Notably, Saccharomyces species were only obtained in the 
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sampled areas in Serra do Marari and Pinheiro Preto, and the yeasts isolated from 

Serra do Marari were identified as Saccharomyces sp. because they presented 

atypical phenotypic characteristics for the species S. cerevisiae (data not shown). 

In the region of Pinheiro Preto, S. cerevisiae was isolated from the vineyard 

(leaves, grape berries and soil) and the winery (equipment and effluent). This 

appears to indicate the spread of this species, probably because this is an older 

vineyard and the winery was in full operation. The strains belonging to the genus 

Saccharomyces represented 34% to 15% of the isolates in the vineyards in 

Pinheiro Preto and Serra do Marari (Table 1). The frequency of occurrence of the 

yeast species, calculated as the total number of samples analyzed, varied 

between regions (Fig. 2a, 3a, 4a). The regions of Pinheiro Preto and Campos 

Novos had one or two more common species, while for Serra do Marari a higher 

number of more common species was observed. The species H. uvarum and P. 

kudriavzevii presented contrasting frequencies in regions of Serra do Marari and 

Campos Novos. 

 

3.2 Estimated species richness and taxonomic diversity 

Indices to estimate the richness and diversity were calculated for each 

sampled site (Table S1, Fig. 5). It was observed that depending on the richness 

estimator used and the vineyard there was a variation from two to five species 

compared to the observed number of species (Table S1). At the vineyard in 

Pinheiro Preto, where we sampled different substrates, 12 yeast species were 

observed, and the richness estimates ranged from 9 (Bootstrap) to 15 (ICE1) 

species. In the case of Serra do Marari 12 species were also observed and the 

richness estimates ranged from 10 (Bootstrap) to 14 (ICE1) species. Finally, for 

Campos Novos the number of species observed was 9, while the estimators 

ranged from 7 (Bootstrap) to 14 (ICE1) species. At all sampling sites, the value 

predicted through the richness estimator Bootstrap was the lowest, and the 

estimator which provided the highest value was ICE1. Campos Novos was the 
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region with the lowest richness of the vineyards studied (Table S1). For the 

calculation of the taxonomic diversity, values for the frequency of occurrence as 

indicators of the abundance of each species were used. Although the Shannon 

index indicated no significant difference in the diversity of yeasts at the sampled 

sites, the reciprocal Simpson index (1/D) showed that the vineyards in Pinheiro 

Preto (1/D = 5.80 ± 1.88) and Serra do Marari (1/D = 5.72 ± 1.18) were 

significantly different from that in Campos Novos (1/D = 2.92±0.36, p<0.0001) (Fig. 

5). The reciprocal Simpson index, which gives little weight to rare species, in 

contrast to the Shannon index (Freitas et al., 2012), indicated that there was a 

strong influence of the dominant species on the difference in the taxonomic 

diversity between the sites sampled.   

 

3.3 Phenotypic characterization 

The results for the assimilation of carbon and nitrogen sources can be seen 

in Figs. 6 and 7. All strains grew normally with glucose as the carbon source and 

peptone as the nitrogen source. Around 84% of the isolates showed growth at 

37°C, 87.1% fermented glucose, and 6.4% of these showed weak fermentation, 

27% showed lipase activity, 2.4% showed negative urease activity, 0.79% were 

DBB positive (having basidiomycetous affinity), 10.8%  produced H2S and 3.84% 

were accumulators of microbial oil. 

 

3.4 Functional diversity 

Often the taxonomic diversity of a group of organisms is not suitable for 

assessing the ecological role of this group in the environment, and different 

taxonomic groups can occupy the same niche in different places. In order to 

compare the potential for isolated yeasts to occupy the same niche in the 
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vineyards sampled, the functional diversity was calculated using as parameters 

the results for the assimilation of carbon and nitrogen sources and considering all 

of the tests to be of the same weight (equal functional importance in the 

environment). In general, we observed that the vineyards in Pinheiro Preto (698m) 

and Serra do Marari (1053m), differed consistently from that in Campos Novos 

(973 m) for the indices FAD2, FDc and Rao Entropy (Tables S2 and S3, 

p<0.0001). These indices showed that functional diversity was lower in the 

Campos Novos community compared to the other vineyards. On comparing 

Campos Novos and Serra do Marari it was observed that H. uvarum is the 

dominant species in the former region (19 isolates) and P. kudriavzevii is dominant 

in the latter (12 isolates) (Table 1). The H. uvarum isolates obtained assimilated 

only five sources of carbon while P. kudriavzevii assimilated 17 sources (Fig. 6).  

 

4. Discussion 

In this paper we describe for the first time yeasts associated with three 

environments in vineyards in southern Brazil (Pinheiro Preto, Serra do Marari and 

Campos Novos). These vineyards are located at high altitudes (above 690 m) and 

are typically exposed to extreme weather conditions, especially low temperatures, 

reaching below 0°C. Wine production in these regions is relatively recent, 

however, these are considered promising regions for producing wines of excellent 

quality. Nevertheless, information on the diversity of yeasts in these environments 

is lacking. A transversal study was carried out in Pinheiro Preto, at the winery and 

in the vineyard. This is the oldest vineyard of the three evaluated (approximately 

80 years of age), and is located at a lower altitude (698 m). At the other two 

locations only samples of the grape berries were evaluated. These two vineyards 

are approximately 10 years of age and are located at similar altitudes (973 m and 

1053m, respectively). The region of Serra do Marari is located close to Pinheiro 

Preto (11.3 km) and 52.3 km away from Campos Novos. 
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4.1 Serra do Marari and Campos Novos 

The yeast counts for the grape berries collected in Serra do Marari and 

Campos Novos were approximately 4 log CFU.g-1, values commonly found for 

grape berries (Cadez et al., 2010; Setati et al., 2012). The yeast population is 

reportedly lower for unripe grapes (2 - 3 log CFU.g-1) compared with mature 

grapes (3-6 log CFU g-1) (Prakitchaiwattana et al., 2004). Another study 

investigated the distribution of yeasts on the grape berries and clusters and noted 

temporal fluctuations during plant development (Schuller et al., 2012).  In general, 

the high moisture in the environment promotes exosmosis, with the consequent 

release of nutrients from the grape berry, allowing the growth of yeasts on its 

surface (Combina et al., 2005). However, the quantitative occurrence of yeasts 

may vary due to environmental factors, vineyard location, grape type and 

maturation stage (Comitini et al., 2008).   

Different populations of ascomycetes can be observed during the process 

of grape maturation. Firstly, visually intact microfissures appear on the berry 

cuticle, which make nutrients available allowing the appearance of  oxidative and 

slightly fermentative ascomycete populations, for example, Candida spp., 

Hanseniaspora spp., Metschnikowia spp. and Pichia spp. Approaching harvest 

time, the availability of high concentrations of sugars on the surface of the berries 

increases and ascomycetes with strong fermentation activity become dominant, 

such as Pichia spp. and Zygoascus hellenicus, including species which can spoil 

the wine (Valero et al., 2007a; Barata et al., 2008; Settanni et al., 2012). This 

study was performed with ripe grape berries and species of the genera Pichia, 

Hanseniaspora, Candida, Metschnikowia, Meyerozyma, Zygoascus, 

Zygosaccharomyces and Saccharomyces were found in the samples collected 

from Serra do Marari and Campos Novos sites, and the two vineyards shared 23% 

of the yeast species (Fig. S2, Table 1). The species found in this study were also 

observed in the characterization of microbial ecosystems in grape must and wine 

(Fleet, 2003; Zott et al., 2010), demonstrating that the yeast community found in 

this study is typical of the substrate sampled.   
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Some of the species found are well documented in the literature and may 

have characteristics which influence the quality of the wine produced from these 

berries. For example, in the early phases of wine fermentation H. uvarum is the 

dominant species. Although the role of this yeast in fermentation is not considered 

to be very important, Hong & Park (2013) compared the use of a strain of H. 

uvarum with S. cerevisiae as a grape fermentation starter and concluded that H. 

uvarum improved the quality of the wine produced. Candida zemplinina is a strong 

producer of terpene and lactone and contributes to the formation of aromas in 

some varieties of wine (Sadoudi et al., 2012). The decarboxylation of 

hydroxycinnamic acids to form undesirable amounts of volatile phenols, such as 4-

ethylphenol and 4-ethylguaiacol, is well known for Dekkera species, but it can also 

occur in the case of other yeasts, such as M. guilliermondii, P. membranifaciens 

and P. manshurica, which can produce volatile phenols during fermentation (Sáez 

et al., 2010; Sáez et al., 2011). Pichia manshurica can also produce histamine and 

cadaverine (Tristezza et al., 2014). Finally, Pichia kudriavzevii was recently 

described as a yeast capable of deacidifying the wine due to the ability to degrade 

malic acid (Del Mónaco et al., 2014). These authors suggest the use of mixed 

cultures of S. cerevisiae and P. kudriavzevii to improve the quality of the wine and 

reduce production costs. 

Ecological indexes are widely used in classical ecology (Colwell et al., 

2012), but they have only recently been applied to microbial ecology (Yurkov et al., 

2011; Yurkov et al., 2012), and have not yet been applied to the microbiology of 

wine or yeast communities in vineyards. The use of various diversity indices 

simultaneously allows information to be generated that might otherwise remain 

unavailable when analyzing an arbitrary measure of diversity (Pallmann et al., 

2012). The vineyards in Serra do Marari and Campos Novos, both around 10 

years old, have diverse yeast communities with high species richness, as 

evidenced by the richness and diversity indices obtained (Tab. S1). A comparison 

in terms of diversity showed a significant difference between the Serra do Marari 

and Campos Novos vineyards using the reciprocal Simpson index. Furthermore, 
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the number of more common species was higher in Serra do Marari than in 

Campos Novos. In the analysis of functional diversity, Serra do Marari also 

differed from the other vineyards studied (Table S3). These results were expected 

since the vineyards are located at approximately the same altitude, are 

geographically close and are subject to the same temperature range, but each 

vineyard could have a different microclimate. 

 

3.2 Pinheiro Preto 

The yeast count for Pinheiro Preto (around 3 log CFU g-1) was significantly 

lower than those for Serra do Marari and Campos Novos, which can be explained 

by the type of sample collected at that location, since a cross evaluation study was 

conducted on the diversity of yeasts and different substrates were sampled. From 

the samples of grape berries obtained from the Pinheiro Preto vineyard, yeasts 

belonging to the same genera found at the other two locations were isolated, as 

well as Clavispora lusitaniae, which has not been previously reported as present in 

a vineyard or wine fermentation environment; however, it has been isolated from 

other fermentation products (Greppi et al., 2013). Another yeast found in the grape 

berries collected from Pinheiro Preto that is not found in the other vineyards was 

M. pulcherrima, a species associated with damaged berries, ice wine and 

botrytized wines and which is also known for its antagonist role in the growth of 

fungi, yeasts and bacteria (Sipiczki, 2006). Other yeast genera were found to be 

associated with the different substrates sampled (Table 1). Saccharomyces 

cerevisiae strains were isolated from the winery (equipment and effluent) and 

vineyard (soil, leaves and grape berries). Of the three vineyards, Pinheiro Preto is 

the oldest (around 80 years old) and the widespread presence of S. cerevisiae is 

consistent with a possible spread of the yeast from the winery, since this species 

is reported as uncommon or rare in nature, being present in around 1% of grape 

berries (Valero et al., 2007b; Clavijo et al., 2010). Cappello et al. (2004) suggested 
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that S. cerevisiae strains from vineyards can be adapted to the specific climatic 

conditions of the area, favoring their dispersal in the environment. 

Saccharomyces cerevisiae is a species predominantly found in association 

with human activity, especially in the production of alcoholic beverages (Hyma & 

Fay, 2013). The dispersion of this yeast by insects has been reported in the 

literature (Asahina et al., 2009; Saerens et al., 2010; Palanca et al., 2013) and 

wasps have been suggested as a reservoir for S. cerevisiae, which may act in its 

spread from the winery to the vineyard (Stefanini et al., 2012). In addition, it has 

been suggested that the spread of S. cerevisiae from wine to other fermentation 

processes, such as the production of sugarcane spirit (cachaça) in certain regions 

of Brazil, is probably mediated by insect vectors (Badotti et al., 2014). The 

isolation of S. cerevisiae from cachaça fermentation plants containing gene alleles 

characteristic of strains isolated from wine demonstrates that the latter were able 

to colonize another fermentation process and cross with native strains (Badotti et 

al., 2010). These reports are consistent with the hypothesis that S. cerevisiae is 

dispersed in a multidirectional way not only between wine and vineyards, but also 

to different environments (Guerra et al., 2001). 

The only basidiomycetous strain isolated in this study was identified as 

Rhodotorula mucilaginosa and it was obtained from samples of grapevine leaves 

collected from the Pinheiro Preto vineyard. The low occurrence of 

basidiomycetous yeasts in our study is in agreement with Pinto et al. (2014) who 

evaluated the microbiome of leaves of Vitis vinifera using independent cultivation 

methods and found that Basidiomycota was the least abundant group. Some 

authors have reported the negative effects of using fungicides in vineyards on the 

yeast community, causing a decrease both in the total population of yeast and in 

some important genera which protect the plants against pathogens, such as 

Rhodotorula (Pinto et al., 2014; Raspor et al., 2006). Cadez et al., (2010) 

evaluated the effect of fungicides on yeast communities associated with grape 

berries and found that one of the fungicides containing pyrimethanil, which is 

recommended for use in the vineyards, is a growth suppressor of basidiomycete 
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yeast species, which is consistent with the data obtained in this study. It is 

interesting to note, however, that R. mucilaginosa is a ubiquitous yeast (Libkind et 

al., 2009) and it has been reported as one of the most common species 

associated with vineyards (Tello et al., 2012). 

In summary, this is the first study in which the diversity of yeasts in 

vineyards was studied in Santa Catarina State, southern Brazil, focusing on the 

vineyards in Pinheiro Preto, Serra do Marari and Campos Novos. The vineyards in 

Campos Novos showed the lowest taxonomic diversity, and the Serra do Marari 

vineyard differed from the others in relation to functional diversity. Finally, we were 

also able to demonstrate the probable spread of S. cerevisiae between the winery 

environment and the vineyard. The information obtained in this study will serve as 

the basis for the implementation of future studies focused on the improvement of 

the local wine production. 
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Figure and tables legends 

 

 

 

Figure 1. Yeast populations in vineyard located in Serra do Marari (1053m), 

Pinheiro Preto (698m) and Campos Novos (973m). Box and bars are upper and 

lower values. Significant differences are indicated by ***p<0.001. 
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Figure 2. Structure of the yeast community in Pinheiro Preto. (a) Frequency of 

occurence of species. The frequency was calculated in the following way: 

occurence of the species in relation to the total number of samples in Pinheiro 

Preto. Bars are confidence intervals of 95%. (b) Species accumulation curve 

(rarefation). Shaded areas (light green) correspond to confidence intervals 
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Figure 3. Structure of the yeast community in the Serra do Marari. (a) Frequency 

of occurrence of species. The frequency was calculated in the following way: 

occurrence of the species in relation to the total number of samples in Serra do 

Marari. Bars are confidence intervals of 95%.  (b) Species accumulation curve 

(rarefaction). Shaded areas (light green) correspond to confidence intervals. 
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Figure 4. Structure of the yeast community in Campos Novos. (a) Frequency of 

occurrence of species. The frequency was calculated in the following way: 

occurrence of the species in relation to the total number of samples in Campos 

Novos. Bars are confidence intervals of 95%. (b) Species accumulation curve 

(rarefaction). Shaded areas (light green) correspond to confidence intervals. 
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Figure 5. Taxonomic diversity indices for the vineyard regions. (a) Taxonomic 

diversity assessed using Shannon index for Pinheiro Preto, Serra do Marari and 

Campos Novos showed no significant differences between the averages obtained. 

(b) Taxonomic diversity assessed using reciprocal Simpson index (1/D), significant 

differences indicated by ***p<0.0001. Upper and lower bars are confidence intervals 

and averages respective cross bars correspond to confidence intervals. 
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Figure 6. Physiological and biochemical responses for yeast strains isolated from the 

vineyards. (a) Profile assimilation of carbon sources. (b) Relative frequency of 

assimilation of carbon sources in relation to the intensity considering (0) 

unassimilated source and (1) assimilated source. Bars are confidence intervals and 

filled circles correspond to the average relative frequency. 
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Figure 7. Physiological and biochemical responses for yeast strains isolated from the 

vineyards. (a) Profile for assimilation of nitrogen sources. (b) Relative frequency of 

assimilation of nitrogen sources in relation to the intensity considering (0) 

unassimilated source and (1) assimilated source. Bars are confidence intervals and 

filled circles correspond to the average relative frequency. 
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Figure S1. The Venn diagram representing three sets of community structures. The 

Venn diagram set, representing four common yeast species in the regions studied: 

Pinheiro Preto, Serra do Marari and Campos Novos (gray area). It can be observed 

that only one yeast species (M. chrysoperlae) is common in Pinheiro Preto and 

Campos Novos (green area); M. guilliermondii is common in Pinheiro Preto and 

Serra do Marari and H. clermontiae is common in Serra do Marari and Campos 

Novos (pink area). 
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Table 1. List of yeast species isolated in this study and reference strains with their respective access numbers in Genbank.  

Species Sampling Area 

Pinheiro Preto 

 

Number of 

strains 

 

 

Leaf 

 

 

Soil 

 

 

Bunch 

 

 

Equipment 

 

 

Effluent 

 

Accession 

Number
a,b

 

 

Type 

Strain 

 

Identities (%) 

S. cerevisiae 

H. uvarum 

P. kudriavzevii 

R. mucilaginosa
b
 

C. lusitaniae 

M. pulcherrima 

T. ciferrii 

C. alociferrii 

M. chysoperlae 

M .guilliermondii 

H. opuntiae 

P. occidentalis 

6 

5 

3 

1 

3 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

nd
c
 

1 

2 

nd
c
 

nd
c
 

nd
c
 

1 

nd
c
 

nd
c
 

nd
c
 

1 

nd
c
 

nd
c
 

nd
c
 

nd
c
 

nd
c
 

nd
c
 

nd
c
 

nd
c
 

1 

nd
c
 

nd
c
 

1 

2 

2 

nd
c
 

1 

1 

nd
c
 

nd
c
 

nd
c
 

nd
c
 

nd
c
 

1 

1 

2 

1 

nd
c
 

nd
c
 

nd
c
 

1 

1 

nd
c
 

nd
c
 

nd
c
 

nd
c
 

2 

nd
c
 

nd
c
 

nd
c
 

nd
c
 

nd
c
 

nd
c
 

nd
c
 

nd
c
 

nd
c
 

1 

1 

AJ508581 

U84229 

AJ512452 

ATCC32749 

AJ508571 

U45736 

U40132 

AB041003 

AY45204

7 

J508562 

AJ51253 

U76348 

AJ508581 

CBS5314 

CBS573 

ATCC32749 

CBS4413 

CBS610 

CBS295 

CBS5166 

CBS9803 

CBS526 

CBS58733 

CBS5459 

99 

100 

99 

99 

99 

99 

99 

99 

99 

99 

99 

99 

All 25 strains, 12 species 

 

 

The letters correspond to the sequenced regions, a: D1/D2 domain (26S rDNA), b: ITS1-5.8S-ITS2, c: not detected, d: BLAST identity. 
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Table continue 1. 

 Serra do Marari 

 

Species 

Number of 

strains 

 

Bunch 

Accession 

Number
a,b

 

Type 

Strain 

 

Identities (%) 

Saccharomyces sp 

H. uvarum 

P. kudriavzevii 

H. opuntiae 

H. clermontiae 

P. manshurica 

M. guilliermondii 

M. caribbica 

P. occidentalis 

P.membranifaciens 

Z. bailii 

Pichia sp 

 

3 

8 

12 

1 

1 

3 

4 

3 

8 

2 

1 

2 

3 

8 

12 

1 

1 

3 

4 

3 

8 

2 

1 

2 

AJ508581 

U84229 

AJ512452 

AJ5124533 

AJ512452 

DQ104719 

AJ452047 

AM159104 

U76348 

DQ1989957 

U72161 

- 

CBS1907 

CBS5314 

CBS573 

CBS58733 

CBS8821 

CBS241 

CBS526 

CBS52022 

CBS5459 

CBS1331 

CBS608 

- 

99 

99 

100 

100 

99 

99 

99 

99 

100 

99 

99 

97
d
 

All 48 strains, 12 species 

 

 

The letters correspond to the sequenced regions, a: D1/D2 domain (26S rDNA), b: ITS1-5.8S-ITS2, c: not detected, d: BLAST identity. 
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Table continue 1. 

 Campos Novos 

Species Number 

of strains 

 

Bunch 

Accession 

Number
 
 

Type 

Strain 

Identities (%) 

H. uvarum 

P. kudriavzvii 

H. opuntiae 

H. clermontiae 

C. zemplinina 

C. intermedia 

Z. meyerae 

M. chrysoperlae 

P. occidentalis 

19 

4 

2 

1 

2 

1 

1 

1 

2 

19 

4 

2 

1 

2 

1 

1 

1 

2 

U84229 

AJ152452 

AJ1524533 

AJ5124533 

DQ104719 

AJ452047 

AM159104 

AY452047 

U76348 

CBS5314 

CBS5573 

CBS58733 

CBS8821 

CBS241 

AJ452047 

CBS52022 

CBS9803 

CBS5459 

99 

100 

100 

99 

99 

99 

99 

99 

100 

All 33 strains, 9 species 

 

 

The letters correspond to the sequenced regions, a: D1/D2 domain (26S rDNA), b: ITS1-5.8S-ITS2, c: not detected, d: 
BLAST identity. 
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Table 2. Species richness and taxonomic diversity estimates obtained with different indices (mean and standard deviation).  

 

 

 

 

 

Abreviations used: ACE, Abundance-based coverage estimator; ICE, Incidence-based coverage estimator, Jackknife 2, 
second-order Jackknife richness estimator, Bootstrap, Shannon and reciprocal of Simpson. 

 

 

Vineyard 

Sampling 

sites 

 

Observed 

richness 

 

ACE 

 

ICE1 

 

Jackknife 2 

 

Bootstrap 

 

Shannon 

Simpson 

(1/D) 

Pinheiro Preto 20 12 14.00±1.26 14.92±1.25 13.98±1.42 9.43±0.95 1.78±0.52 5.80±1.88 

Serra do Marari 20 12 12.95±0.78 13.77±0.76 13.32±0.98 10.17±0.71 1.88±0.34 5.72±1.18 

Campos Novos 20 9 13.50±1.25 14.18±1.21 10.61±1.03 7.55±0.67 1.33±0.29 2.92±0.36 

Total 60 33       

 



- 110 - 

 

Table 3. Functional diversity in vineyards located at altitudes of 678, 973 and 1053 m 

obtained with the assimilation of different sources of nitrogen (mean and standard 

deviation. 

 

 

Abbreviations used: FAD2, Functional attribute diversity; FDc, community based; 
Rao Entropy. Significant differences are indicated by different lower case letters, 
p<0.05. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Vineyard type FAD2 FDc Rao Entropy

Pinheiro Preto 2.61±0.01a 1.00±0.01a 0.07±0.01a

Serra do Marari 3.62±0.01b 0.81±0.02b 0.06±0.02b

Campos Novos 0.56±0.03c 0.24±0.01c 0,02±0.02c
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Table 4. Functional diversity in vineyards located at altitudes of 678, 973 and 1053 m 

obtained with the assimilation of different sources of carbon (mean and standard 

deviation). 

 

Abbreviations used: FAD2, Functional attribute diversity; FDc, community based; Rao 
Entropy. Significant differences are indicated by different lower case letters, p<0.05. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Vineyard type FAD2 FDc Rao Entropy

Pinheiro Preto 13.47±0.01a 4.1±0.02a 0.65±0.01a

Serra do Marari 12.67±0.02b 3.16±0.03b 0.50±0.01b

Campos Novos 3.84±0.02c 0.32±0.01c 0.26±0.01c
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6. Capítulo III 

 

 

 

Desvendando o perfil de éster das linhagens do gênero Saccharomyces 

isoladas de vinhedos de Santa Catarina 
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Resumo 

Não obstante a disponibilidade de linhagens de Saccharomyces cerevisiae 

comerciais destinadas a produção de vinho, as linhagens do gênero de 

Saccharomyces associadas a comunidades de leveduras de vinhedos no meio oeste 

de Santa Catarina, sul do Brasil, em geral, são mais adaptadas as condições 

ambientais, também são parcialmente responsáveis pelas características que 

frequentemente identificam vinhos e regiões específicas. Portanto, o objetivo deste 

estudo foi discriminar as linhagens por suas características fenotípicas e 

genotípicas. Para determinar os níveis de plodia das linhagens isoladas dos 

vinhedos, o conteúdo de DNA relativo foi avaliado por Citometria de Fluxo. A maioria 

das células gerou picos duplos de fluorescência, com exceção do isolado 12M e 

01PP, onde percebemos o mesmo padrão de fluorescência equivalente à linhagem 

diplóide BY4743. Por outro lado, quando se avaliou as condições de tolerância para 

etanol e osmótico, todos os isolados apresentaram menos de 50 % de sobrevivência 

para as condições testadas. Para uma visão global dos dados, foi realizada a análise 

de componentes principais (PCA) para cada linhagem de Saccharomyces durante a 

fermentação do mosto sintético e o mosto da uva Vermentino. Em nosso estudo, 

tanto no meio sintético quanto no mosto da uva Vermentino, diferentes níveis de 

ácido butanoico, acetato de etila (frutado), hexanoato de etila (frutado, aniz) e β-

pineno (pinus) foram encontrados, bem como outros compostos foram igualmente 

importantes como laurato de etila (9,90 mg.L-1), decanoato de etila (4,08 mg.L-1), α-

pineno (1,93 mg.L-1), quando as linhagens foram inoculadas no mosto da uva 

Vermentino. Concluindo que foi possível separar as linhagens do gênero 

Saccharomyces em grupos de acordo com o perfil de compostos voláteis 

produzidos, sendo a influência do mosto da uva Vermentino mais evidente por ser 

naturalmente um meio complexo. 

 

Palavras chaves:  
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2. Introdução 

 

Saccharomyces cerevisiae não é somente a levedura mais usada na indústria 

de vinificação, de cerveja, panificação, como também é um sistema modelo para 

organismos eucarióticos. Inicialmente, os isolamentos realizados usando 

fermentações de suco de uva levaram à conclusão de que esta espécie era 

frequente nas uvas (Buzzini et al., 2005). No entanto, a utilização de técnica de 

isolamento direto mostrou uma realidade diferente, estabelecendo que a presença 

de Saccharomyces spp é ausente ou rara nas bagas de uvas (Barata, Malfeito-

Ferreira, & Loureiro, 2012). 

Os níveis reduzidos de variações genéticas presente nas linhagens usadas 

para fermentações de vinhos pode ser o resultado de um gargalo genético, seleção 

de características específicas ou uma combinação dos dois. No caso de 

domesticação, espera-se que a diferenciação de certos traços fenotípicos 

(domesticação) seja acompanhada pela diferenciação genética (Hyma, Saerens, 

Verstrepen, & Fay, 2011). 

As linhagens selvagens já foram isoladas a partir de fontes naturais variadas, 

e têm sido frequentemente encontradas em associação com exsudatos de árvores 

de carvalho, cascas de árvores e solo (Saerens et al., 2006). Surpreendentemente, 

os metabólitos voláteis produzidos pela levedura são negligenciados com as 

exceções mais proeminentes de etanol e acetato de etila, isto pode ser atribuído ao 

conhecimento limitado da bioquímica e genética envolvidos na formação de 

metabolitos voláteis que impedem, em geral, a incorporação em estudos de biologia 

de sistemas (Halbfeld, Ebert, & Blank, 2014).  

As leveduras, assim como outros microrganismos, são grandes produtores de 

ésteres (Ciani, Comitini, Mannazzu, & Domizio, 2010). Em condições ótimas, estes 

componentes podem ser obtidos sem que ocorram perdas no crescimento e no 

metabolismo fermentativo de tais microrganismos (Gougeon et al., 2009). Os 
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compostos de aromas denominados “yeast-bouquet” são metabólitos secundários 

produzidos por inúmeras espécies de leveduras, representados, principalmente por 

ésteres de acetato, ésteres etílicos, álcoois superiores, carbonilas e ácidos graxos 

voláteis (Cordente, Curtin, Varela, & Pretorius, 2012). 

Basicamente, dois fatores são importantes na formação de ésteres pela 

levedura, tais como a concentração dos dois substratos, ou seja, acil-CoA/acetil-CoA 

e álcoois superiores ou ácidos graxos e a atividade total das enzimas envolvidas na 

formação e hidrólise do respectivo éster, como a AATase, éster sintase e esterases, 

respectivamente (Verstrepen et al., 2003). Entretanto, um nível mais elevado de 

nitrogênio no meio, ou um aumento da temperatura de fermentação de 15 a 26 ˚C, 

provoca um forte aumento na produção de ésteres (Saerens, Delvaux, Verstrepen, 

Dijck, et al., 2008).  

Outras condições podem interferir na produção de ésteres, tais como o pH, 

nitrogênio e sua disponibilidade no meio, além da quantidade de metais (ferro e 

cobre, principalmente). A disponibilidade de metais no meio de cultura pode 

aumentar a produção de ésteres, principalmente sobre a produção de acetato de 

etila (Urit, Löser, Wunderlich, & Bley, 2011). Isolados de ambientais associados à 

fermentação do vinho mostraram níveis mais baixos de expressão de genes 

envolvidos na resposta ao estresse e esgotamento de nutrientes, em particular 

durante as fases tardias da fermentação, o que sugere que estão melhor adaptados 

ao estresse imposto por esta condição ambiental particular (Carreto et al., 2011), 

incluindo, por exemplo, o desempenho de fermentação, tolerância ao estresse e à 

capacidade de utilizar eficientemente fontes de carbono e nitrogênio, e tolerância a 

teores de álcool (Váquez-Lima et al., 2014). 

Em um estudo anterior, foi identificado a diversidade de leveduras em três 

vinhedos localizados nas regiões montanhosas no Meio Oeste do Estado de Santa 

Catarina (Ramírez-Castrillón, Mendes, Inostroza-Ponta, & Valente, 2014), observou-

se a propagação provável de S. cerevisiae entre o ambiente da cantina e de 

vinhedos. Estas linhagens do gênero Saccharomyces, presentes nos vinhedos de 

Pinheiro Preto e Serra do Marari, nunca foram caracterizadas anteriormente. Neste 
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contexto, o objetivo do presente trabalho foi determinar as características fenotípicas 

e genotípicas (fingerprinting com o primer EI1), assim como determinar os níveis de 

plodia das linhagens do gênero de Saccharomyces isoladas dos vinhedos. 

2. Materiais e Métodos 

 

2.1 Linhagens utilizadas, cultivo, caracterização e extração de DNA genômico 

As linhagens utilizadas neste estudo foram isoladas de parreirais localizados 

em Pinheiro Preto e Serra do Marari nos substratos de folhas (41PP), solos (01PP), 

Cachos (12M, 06CE,11CE e 33CE), equipamentos (28AD), efluente (13PP, 26PP) e 

linhagens comerciais (2028, 2048 e 2033). Identificados por sequenciamento do 

domínio D1/D2 do gene de rRNA LSU (Ramírez-Castrillón, Mendes, Inostroza-Ponta, 

& Valente, 2014). A discriminação genotípica foi realizada utilizando-se o primer EI-1 

(5’-CTGGCTTGGTGTATGT-3’), descrito por Barros & Lopes et al., (1996). A 

metodologia usada para avaliar a capacidade de assimilação de fontes de carbono e 

nitrogênio e fermentação de carbono foi proposta por Kurtzman et al., (2011). Todas 

as linhagens foram estocadas a - 30 ⁰C em 20% de glicerol e cultivadas em meio 

completo YPD (extrato de levedura 0,5%, peptona 2%, dextrose 2%). As células de 

leveduras em crescimento exponencial foram utilizadas para ajustar o número de 

células final em 2,0x107 células mL-1, que foram usadas para os testes de exclusão 

por estresse, teste de produção de sulfeto de hidrogênio, determinação do perfil de 

compostos voláteis orgânicos e ploidia. 

 

2.2 Análise de Ploidia 

A ploidia de cada linhagem foi avaliada através de um procedimento 

anteriormente publicado por Borneman et al., 2011. A linhagem BY4743 Wild Type 

foi usada como controle e as linhagens de vinhedos foram tratadas como descrito 

abaixo. As células em crescimento exponencial foram utilizadas para ajustar o 
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número de células final em 2,0 x107 células/mL. Após a padronização do inóculo, 

foram lavadas com tampão PBS 1X, fixadas com etanol absoluto gelado e incubadas 

overnight. As células foram lavadas novamente com PBS 1X e, então, coradas com 

16µg/mL de iodeto de propídio (Sigma) na presença de 0,1mg/mL de Rnase A 

(Invitrogen). As amostras foram analisadas no FACS Calibur (BDPharMingen), 

usando CellQuest program suite. O meio de esporulação continha 0.5% de extrato 

de levedura, 1% de potássio acetato e 2 % de ágar (Guijo, Mauricio, Salmon, & 

Ortega, 1997). 

 

2.3 Teste de produção de sulfeto de hidrogênio (H2S) 

As leveduras foram semeadas em placas de Petri contendo meio Ágar LA 

(0,3% de peptona, 0,5% de extrato de levedura, 4,0% de glicose, 0,02% de sulfato 

de amônio e 0,1% de acetato de chumbo) e, em placas de Petri contendo o meio 

sólido YPD 2% (controle), foram incubadas em estufa a 30 ºC durante 10 dias, 

conforme descrito por Ono et al. (1991). Após o tempo de incubação, foi observado 

o aparecimento ou não de colônias enegrecidas, característica de produção do 

sulfeto de hidrogênio. Foram realizados três repiques para cada levedura isolada. 

 

2.4 Teste de exclusão por estresse 

As leveduras foram semeadas no meio YPD (2% de extrato de levedura, 1% 

de peptona de carne e 2% de d-glicose) e incubadas em estufa a 28 ºC durante 72 

horas como controle (Guimaraes et al., 2006). As seguintes condições de estresse 

foram testadas em meio básico suplementado por 2% de glicose, 20% de d-glicose, 

20 % de sacarose ou a combinação de fonte de carbono e 8,0 % de etanol, sendo 

após incubadas a 28 ºC durante 72 horas. O experimento foi realizado duas vezes 

com replicatas técnicas. 
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2.5 Determinação do perfil de aromas 

Foram utilizados para determinação dos compostos voláteis o mosto da uva 

Vermentino e mosto sintético com modificações (1,2% de d-glicose, 1,2% de frutose, 

0,5% de extrato de leveduras, 0,06% de ácido cítrico, 0,06% de ácido tartárico, 

0,028% de MgSO4-7H2O e 0,028% de (NH4)2S04), descrito por Arroyo‐López, et al., 

(2011). O mosto da uva Vermentino foi previamente tratado com 29g/L de dióxido de 

enxofre, na forma de metabissulfito de sódio (Na₂S₂O₅), 8 mL/L da enzima 

pectolítica para clarificação do mosto, bem como foi adicionado 7 mL/L de bentonite 

para facilitar a sedimentação de sólidos não fermentáveis e transferido para câmara 

fria por 7 dias. Após a clarificação, 200 mL de mosto da uva Vermentino foram 

esterilizados com membrana de nitrocelulose (0.22 µM, 47 mm de diâmetro). Foram 

transferidos assepticamente 5 mL do mosto e o meio sintético para vials de 10 mL. 

O inóculo de cada linhagem foi previamente cultivado a 25 °C durante 24 horas em 

caldo YPD (0,5% de extrato de levedura, 2,0% de peptona, 2,0 de d-glicose). As 

células de leveduras em crescimento exponencial foram utilizadas para ajustar o 

número de células final em 2,0x107 células/mL. Em seguida, foram inoculados 100 

µL de cada linhagem do gênero Saccharomyces para o mosto e meio indutor de 

produção éster e incubados a 25 °C durante 48 horas, bem como foi usado um 

controle negativo do mosto sintético e do mosto da Vermentino e mantido nas 

mesmas condições. 

 

2.6 Extração dos componentes voláteis 

Componentes voláteis analisados: 3-metil-1-butanol (PubChem CID: 31260), 

n-butanol (PubChem CID: 263), metanol (PubChem CID: 887),  acetato de etila 

(PubChem CID: 8857), butanoato de etila (PubChem CID: 7762),  hexanoato de etila 

(PubChem CID: 31265), heptanoato de etila (PubChem CID: 7797), octanoato de 

etila (PubChem CID: 7799), decanoato de etila (PubChem CID: 8048), nonanoato de 

etila (PubChem CID: 31251),nlaurato de etila (dodecanoato de etila) (PubChem CID: 

7800), undecanoato de etila (PubChem CID: 12327), ácido propanoico (PubChem 
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CID: 1032), ácido perlargonico (ácido nonanoico) (PubChem CID: 8158), ácido 

heptanoico (PubChem CID: 8094), ácido n-undecanoico (PubChem CID: 8180), 

ácido butanoico (PubChem CID: 264), ácido valérico (ácido pentanoico) (PubChem 

CID: 7991), ácido cáprico (PubChem CID: 2969), ácido caproico (PubChem CID: 

8892), γ-nonalactona (PubChem CID: 7710), α-pineno (PubChem CID: 6654) β-

pineno (PubChem CID: 14896) foram fornecidos por Sigma-Aldrich (Saint Luis, 

EUA). 

Uma fibra de SPME composta por divinilbenzeno/carboxeno/ 

polidimetilsiloxano 50/30 mm (DVB/CAR/PDMS), obtida da Supelco (Bellefonte, PA, 

USA), foi inicialmente condicionada de acordo com as recomendações do fabricante. 

Após o período de incubação das amostras, adicionou-se 1,5 g de NaCl. O 

procedimento de extração de compostos voláteis foi realizado utilizando o 

amostrador automático Triplus-RSH (Thermo Fischer Scientific, USA) e o software 

ChromQuest (Thermo Fischer Scientific, USA). As amostras foram incubadas por 5 

minutos à temperatura de 56 °C e, posteriormente a fibra foi exposta no headspace 

(HS) por 55 minutos. A adsorção no injetor do cromatógrafo a gás foi realizada por 2 

minutos à temperatura de 265 °C no modo splitless. As análises cromatográficas 

foram executadas em um cromatógrafo a gás Thermo Scientific Trace 1310 (USA) 

equipado com um detector de ionização de chama (FID) e o software ChromQuest. 

A separação cromatográfica foi realizada empregando uma coluna ZB-WAXplus (60 

m x 0,25 mm x 0,25 µm) da Zebron (USA) e gás nitrogênio como carreador a um 

fluxo de 1,0 mL/ min. A temperatura inicial do forno era de 40 °C por 5 minutos, 

aumentando-se 2 °C por minuto até atingir 220 °C. A identificação foi efetuada 

através do tempo de retenção, comparando-se com os padrões dos compostos 

voláteis e a quantificação foi por padronização interna, com 4-metil-2-pentanol 

(PubChem CID: 7910) como padrão interno. 
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2.7 Determinação do valor da atividade olfativa (OAV) 

Para determinar a contribuição de um composto químico identificado no 

aroma global do mosto sintético e mosto da uva Vermentino, foi determinado o valor 

da atividade olfativa. O valor da atividade olfativa é indicador da importância de um 

composto específico para o aroma da amostra, sendo que foi calculado como a 

razão entre a concentração do composto individual e o limiar de percepção descrito 

na literatura. Somente foram considerados importantes para contribuição global do 

aroma dos componentes que atingiram o índice de OAV > 1 (Vilanova et al., 2012). 

 

2.8 Análises Estatísticas 

Os experimentos foram realizados em triplicatas. Com os dados coletados, 

foram calculados os valores médios, desvio padrão, coeficiente de variação, 

ANOVA/MANOVA, TUKEY HSD (p< 0,05) e a Análise de Componentes Principais 

(ACP) dos resultados obtidos para estabelecer a correlação entre os componentes 

do meio indutor de produção de éster e mosto da uva Vermentino e linhagens 

testadas. Os efeitos foram considerados estatisticamente significativos no nível de p 

≤ 0,05. Comparações entre as linhagens foram calculadas com software Graphpad 

Prism 6. 

 

3. Resultados 

3.1 Caracterização fenotípica e genotípica 

Nove linhagens do gênero Saccharomyces foram isoladas de vinhedos de 

regiões montanhosas no sul do Brasil e avaliadas em relação a características 

fenotípicas (morfologia, presença de ascosporos, assimilação de fontes de carbono 

e de nitrogênio e fermentação de fontes de carbono) e genotípicas (fingerprinting 

com o primer EI1). As linhagens apresentaram características morfológicas e 
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número de ascosporos por asca característicos do gênero Saccharomyces. Os 

resultados dos testes fisiológicos e bioquímicos, incluindo a formação de sulfeto de 

hidrogênio podem ser vistos nas Tabelas 1 e 2. Nenhuma das linhagens produziu 

compostos amilóides. Foram obtidos 4 perfis diferentes com o primer EI1, o que 

permite constatar baixa variabilidade genotípica entre as linhagens analisadas (Fig. 

S1). Através da análise fenotípica (assimilação e fermentação de fontes de carbono), 

sugere-se que os isolados 06CE, 11CE e 33CE pertençam à espécie S. cariocanus.  

 

3.2 Análise de ploidia 

 

Para determinar os níveis de ploidia das linhagens isoladas dos vinhedos, o 

conteúdo de DNA relativo foi avaliado por Citometria de Fluxo (Fig. 1). A maioria das 

células gerou picos duplos de fluorescência, com o segundo pico gerado atribuído a 

células sofrendo síntese de DNA. As células assincrônicas que continham 2C de 

teor de DNA apresentaram fluorescência quase 2 vezes maior que as células que 

continham 1C de teor de DNA. No entanto, a relação 2C/1C de células coradas com 

iodeto de propídio ficou entre 1,74 a 1,83. Embora o segundo pico pareça mais 

plano nas linhagens testadas 11CE, 33CE e 41PP, ainda é consistente com a 

linhagem diplóide BY4743. As células das linhagens 01PP e 12M geraram um pico 

com metade de fluorescência da linhagem diplóide (BY4743), uma vez que a 

suspensão continha células em divisão, problemas estes relacionados à obtenção 

de células em fase G1 do ciclo celular, apresentando uma relação 2C/1C entre 1,89 

e 1,98. Percebemos o mesmo padrão de fluorescência com as linhagens comerciais 

SC2028, 2033 e 2048, que apresentaram os mesmos picos de fluorescência 

equivalentes à linhagem diplóide, apresentando uma relação 2C/1C entre 1,58 a 

1,70 (Fig. 2). Todas as linhagens formaram esporos (dados não mostrados).  
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3.3 Tolerância a condições de estresse 

As linhagens do gênero de Saccharomyces foram capazes de crescer em 

YPD a uma temperatura de 25°C (sem condição de estresse) e no mosto da uva 

Vermentino. Por outro lado, quando se avaliou as condições de tolerância para 

etanol e estresse osmótico, todos os isolados apresentaram menos de 50 % de 

sobrevivência para as condições testadas, tendo sido observadas diferenças 

significativas entre as médias dos isolados e controle negativo (p<0.001). 

Observamos que 11CE apresentou maior sensibilidade entre as linhagens para 

condição de estresse por etanol (Fig. 4a). Quando foi aumentada a concentração de 

glicose, observou-se que os isolados 01PP e 11CE foram as linhagens mais 

sensíveis com 25,5 e 19 % de sobrevivência, respectivamente (Figura 4b). Quando 

foram testadas duas condições combinadas, como estresse por etanol e osmótico 

com a fonte de carbono glicose e sacarose, os seguintes isolados foram mais 

sensíveis: 01PP, 11CE, 13PP e 33CE (Fig. 4c e d). 

 

3.4 Determinação de compostos voláteis 

Variáveis importantes foram observadas para diferenciação das linhagens do 

gênero Saccharomyces, tanto no meio sintético quanto no mosto da uva Vermentino, 

com diferentes níveis de ácido butanóico, acetato de etila (frutado), hexanoato de 

etila (frutado, aniz) e β-pineno (pinus) mostrados nas tabelas 3 e 4. Outros 

compostos individualmente foram importantes, como laurato de etila (9,90 mg.L-1), 

observado na linhagem 01PP, e α-pineno (0,51mg L-1), na linhagem de 33CE, 

quando inoculadas no mosto sintético. Do mesmo modo, os seguintes compostos 

foram individualmente importantes: decanoato de etila (4,08 mgL-1), laurato de etila 

(8,56 mgL-1) na linhagem 01PP e α-pineno (1,93 mg L-1) na linhagem 33CE, quando 

foram testadas no mosto da uva Vermentino. 

Para uma visão global dos dados, foi realizada a análise de componentes 

principais (PCA) utilizando cada linhagem do gênero de Saccharomyces (Fig.5). 
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Esta abordagem foi utilizada para separar as linhagens com base em suas 

características fenotípicas e metabólitos secundários produzidos durante as 

fermentações em micro-escala. As figuras 5a e b mostram em cada parcela 

correspondente à importância relativa de cada composto volátil para as linhagens no 

meio utilizado para seu crescimento e produção dos metabólitos. Na parte superior 

do gráfico, em que o PC1 negativo e PC2 é positivo para mosto sintético testado, a 

variável com maior contribuição foi o acetato de etila (0,40, aroma frutado, solvente). 

O segundo PC2 responsável por 17,98% de variabilidade total está fortemente 

correlacionado com γ-nonalactona (-0,58, coco). Para a fermentação do mosto 

sintético (Fig.5b), PC1 e PC2 foram responsáveis por 53,19 % e 17.98% de 

variabilidade, respectivamente. A discriminação clara foi observada entre as 

linhagens 13PP, 12M e SC2038, no quadrante superior esquerdo, com a linhagem 

41PP (isolado de folhas) levemente afastada do grupo. Ao centro, aparece a 

linhagem 01PP (isolada do solo), uma das linhagens analisadas mais sensíveis ao 

estresse, 33CE e 30 CN no quadrante superior direito. As linhagens 11CE e SC2028 

formaram outro grupo. Na Fig. 5c, a parte superior do gráfico em que o PC1 negativo 

e PC2 é positivo para o mosto da uva Vermentino, a variável com maior contribuição 

é o ácido heptanóico (0,91, aroma frutado). O segundo PC2 responsável por 22,81% 

da variabilidade total está fortemente correlacionado com acetato de etila (0,40, 

frutado) e γ-nonalactona (- 0,57). Esta mesma tendência foi observada no mosto da 

uva Vermentino (Fig. 5d), onde PC1 e PC2 foram responsáveis por 39,04% e 

22.81% da variabilidade, respectivamente. Neste mosto, apareceu no quadrante 

superior esquerdo, um grupo contendo as linhagens 33CE e 30CN, que não haviam 

agrupado no mosto sintético.  

 

3.5 Determinação do valor da atividade olfativa 

Foi avaliada a influência de cada composto individualmente, como descrito no 

item 2.7. Os resultados nas tabelas 3 e 4 mostram os 11 compostos voláteis 

encontrados neste estudo em concentrações mais elevadas do que seus limiares de 

odores correspondentes. Destes compostos voláteis, podemos identificar os 
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principais contribuintes para aroma global das linhagens responsáveis pela produção 

de compostos secundários. Para todas as linhagens testadas, o mais alto OAV foi 

mostrado para o ácido butanóico (queijo e suor). Um dos compostos majoritários, 

acetato de etila, tem limiar de percepção 7,5 mg.L-1, contribuindo para o caráter 

frutado e solvente do vinho, sua concentração foi mais alta no mosto da uva 

Vermentino, com OAV >105.2. Outro composto importante, presente acima do limiar 

de odor, foi o laurato de etila nos mostos sintético e da uva Vermentino, em que 

evidenciam-se nuances florais e frutados, bem como o decanoato de etila (uva) 

presente no mosto da uva Vermentino que estava acima do limiar de odor. Entre os 

ácidos, cinco linhagens apresentaram concentrações OAV>1. A presença de 3 metil-

1-butanol (malte) acima do limiar de odor foi somente observada quando foi 

realizada a fermentação com o mosto da uva Vermentino em todas as linhagens do 

gênero de Saccharomyces testadas. Finalmente, compostos de terpenos 

apresentaram OAV > 1 para todas as linhagens, o que sugere a importância desta 

família de compostos de aroma no mosto da uva Vermentino, pois o mesmo estava 

presente no mosto sintético. Os outros compostos voláteis quantificados estavam 

abaixo do limite de detecção. 

 

4. Discussão 

Para determinar a diferenciação fenotípica das linhagens isoladas de 

diferentes vinhedos, foi avaliada a capacidade de assimilação de carbono e 

nitrogênio, bem como as fontes de carbono foram testadas para capacidade 

fermentativa, produção de sulfeto de hidrogênio (Tabelas 1 e 2). Leveduras com 

uma elevada produção de sulfeto de hidrogênio são indesejáveis para a produção de 

vinho, pois confere aroma e sabor que comprometem a qualidade do vinho (Fleet, 

2008). A levedura Saccharomyces cerevisiae desempenha um papel central na 

produção de compostos voláteis de enxofre no vinho. Através da via de redução de 

sulfato, o íon HS (-) é formado, o que pode levar à formação de sulfeto de hidrogénio 

e de vários compostos de mercaptana (Swiegers & Pretorius, 2007). Outra estratégia 

utilizada foi a caracterização molecular destas leveduras, o que permitiu diferenciar 
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as linhagens isoladas nos vinhedos das linhagens comerciais utilizadas na produção 

de vinho (Fig. S1), esta diferenciação pode ser atribuída ao ambiente de isolamento 

(Guerra & Araújo, 2001). O gênero Saccharomyces pode ser encontrado em 

ambientes naturais e em fermentações industriais como híbridos inter-específicos 

entre S.cerevisiae, S. kudriavzevii, S. uvarum e S. eubayanus (Libkind et al., 2011; 

Nguyen, Legras, Neuvéglise, & Gaillardin, 2011). 

Das linhagens isoladas, observou-se que 06 CE, 11CE, 33CE não foram 

capazes de assimilar maltose como fonte de carbono, o que sugere um perfil 

bastante atípico para S. cerevisiae (Naumov et al., 2000). Outra hipótese é que 

possam pertencer a outra espécie, mas tenham perdido a capacidade de assimilar 

maltose. De acordo com Bosch-Fusté et al.( 2009). Isolados de vinhedos quando 

são esporulados e os seus descendentes testados para assimilação de açúcares 

como sacarose, maltose e galactose, aproximadamente 67% dos isolados 

segregados são incapazes de utilizar pelo menos um destes açúcares. Por outro 

lado, apresentaram um perfil típico para assimilação de fontes de nitrogênio. Nas 

condições de estresse testadas, em geral todas as linhagens apresentaram menos 

de 50% sobrevivência (Fig.2). Saccharomyces cerevisae apresenta uma 

predisposição natural superior para tolerar etanol e dióxido de enxofre (SO2), devido 

à adaptação e seleção natural, permitindo seu predomínio em muitos ambientes de 

fermentação (Blasco & Feijoo-Siota, 2009). Durante o processo de fermentação 

alcoólica, as linhagens do gênero Saccharomyces são expostas a severo estresse 

osmótico com altas concentrações de açúcar e baixa concentração de nitrogênio 

para o carbono.  

Então, para superar estas limitações, as leveduras têm desenvolvido diversos 

mecanismos, tais como, permeases específicas para metabolizar de forma eficiente 

os poucos compostos de açúcares, estratégias de resistência de etanol e um 

complexo mecanismo de regulação para a utilização do nitrogênio (Jara et al., 2014). 

Porém, ainda não está claro como estas linhagens adaptadas às condições de 

produção de vinhos, não utilizam a prolina, uma fonte de nitrogênio predominante 

neste meio, apesar de sofrer limitação de nitrogênio durante o processo de 

fermentação (Gutiérrez, Beltran, Warringer, & Guillamón, 2013). Como a levedura S. 
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cerevisiae pode apresentar-se no modo vegetativo como haploide, diploide e em 

estados de ploidia superiores (Ezov et al., 2006), presumivelmente reflete a natureza 

transitória da fase haploide em uma levedura no ambiente. As células assincrônicas 

geraram picos duplos de fluorescência com o segundo pico gerado atribuído a 

células sofrendo síntese de DNA, como observado em Haase & Reed (2014). É de 

conhecimento geral que S. cerevisiae historicamente apresenta-se como uma 

linhagem diploide (Fig. 3). 

Os genes cuja expressão está associada à variabilidade fenotípica, como 

aqueles que codificam proteínas envolvidas na biossíntese e transporte de 

aminoácidos, assimilação de enxofre e nitrogênio, bem como a degradação da 

proteína são fortemente regulados sob estresse ambiental (Carreto et al., 2011). 

Esta seletividade é realizada através da repressão catabólica de nitrogênio, um 

mecanismo regulador que inibe a expressão de genes necessária para a absorção e 

degradação de fontes pobres de nitrogênio (prolina e urea) quando são fornecidas 

em conjunto com uma boa fonte de nitrogênio, como glutamina e amônia (Jiménez-

Martí & del Olmo, 2008). 

Durante as fermentações em mosto sintético e mosto da uva, as linhagens 

foram desafiadas em um ambiente mais complexo. Permitindo a discriminação, 

através de análise multivariada com base no perfil de metabólitos secundários, 

destas linhagens em grupos com características fenotípicas semelhantes. Existe 

também uma forte influência da composição da uva sobre a formação de compostos 

de aroma ativo pela levedura do gênero Saccharomyces. Em muitos casos, o papel 

do metabolismo da levedura é a liberação de um composto aromático de uma 

molécula precursora não volátil (Jara et al., 2014). O perfil genético do gênero 

Saccharomyces é relevante na formação de metabólitos que conferem aromas 

específicos para vinho. No entanto, vários outros fatores também afetam o espectro 

de compostos formados. Muitos dos metabólitos derivam de metabolismo de 

nitrogênio, de modo que a natureza e nível das fontes de nitrogênio presentes irão 

afetar o espectro de compostos produzidos (Bisson & Karpel, 2010). 
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Para seleção de linhagens do gênero Saccharomyces, as indústrias de 

biotecnologia buscam fenótipos em função de capacidade relativa de produzir 

esteres, álcoois superiores e ácidos graxos voláteis. Em nosso estudo, tanto no meio 

sintético quanto no mosto da uva Vermentino, diferentes níveis de ácido butanoico, 

acetato de etila (frutado), hexanoato de etila (frutado, aniz) e β-pineno (pinus) foram 

encontrados, bem como outros compostos foram igualmente importantes como 

laurato de etila (9,90 mg.L-1), decanoato de etila (4,08 mg.L-1), α-pineno (1,93 mg.L-

1), quando as linhagens foram inoculadas no mosto da uva Vermentino. Em termos 

gerais, de acordo com Cordente, Curtin, Varela, & Pretorius (2012), as linhagens 

podem ser categorizadas em uma dimensão como frutado, floral, neutra, rançoso, 

espirituoso, dependendo da sua capacidade relativa de produção dos compostos 

acima descritos. Outra dimensão descrita é tropical ou sulfurados de acordo com a 

produção de enxofre. Outro importante fator é a concentração da maioria dos 

ésteres formados durante a fermentação por S. cerevisiae em torno de valores de 

seu respectivo limiar, até mesmo as pequenas mudanças na concentração destes 

metabólitos secundários pode ter grandes efeitos sobre a qualidade sensorial de 

bebidas fermentadas (Saerens, Delvaux, Verstrepen, & Thevelein, 2010). 

Ao contrário de difusão de acetato de etila, que é rápida e completa, a 

transferência de ésteres etila para o meio de fermentação é dependente da sua 

composição. Diminui drasticamente com o aumento do comprimento da cadeia, a 

partir de 100% para hexanoato de etila, 54-68% para octanoato de etila e 8-17% 

para decanoato de etila (Saerens et al., 2008). Embora os álcoois superiores, 

individualmente, não contribuam para um aroma agradável, tem sido estabelecido 

que o limite para ser considerado positivo para o perfil de aromas é abaixo de 300 

mg.L-1. (Genisheva, Vilanova, Mussatto, Teixeira, & Oliveira, 2014). Portanto 

concentrações superiores podem ser prejudiciais para a qualidade sensorial do 

vinho. 

5. Conclusões 

Os resultados da pesquisa demonstraram a caracterização de linhagens do 

gênero Saccharomyces com base em testes tradicionais, quando desafiamos em 
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ambientes estressantes mudando as concentrações de glicose e sacarose, 

percebemos que algumas linhagens foram mais sensíveis com menos de 50% de 

sobrevivência. O nível de ploidia foi consistente com a linhagem diploide BY4743, 

com exceção dos isolados 01PP e 12M, mas os seus efeitos variaram de acordo 

com a linhagem utilizada para a fermentação no mosto sintético e mosto da uva 

Vermentino. Porém foi possível separar em grupos de acordo com o perfil de 

compostos voláteis, a influência do mosto de Vermentino era mais evidente nas 

linhagens, naturalmente um meio mais complexo. Portanto, permitiu descrevê-las 

com as dimensões frutadas (acetato de etila), florais (laurato de etila) ou rançosas 

(ácido butanóico) de acordo com os descritores dos compostos majoritários. Além 

disso, foi possível identificar diferenças marcantes entre as linhagens do gênero 

Saccharomyces com respeito aos compostos de aroma voláteis. 
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Figuras e Tabelas 

Figura 1. Análise de citometria de fluxo por fluorescência. Histogramas foram 

analisados usando CellQuest software (Becton Dickson). Na parte superior da 
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coluna, da esquerda para direita (a) Linhagem BY4743; (b) Linhagem 11CE; (c) 

Linhagem 13PP; (d) Linhagem 33CE; (e) Linhagem 41PP; (f) Linhagem 01PP; e (g) 

Linhagem 12M. Barras indicam a mediana usada para determinação do coeficiente 

de Variação. Os CVs foram determinados na metade da altura do pico 1C. 

 

Figura 2. Análise de citometria de fluxo por fluorescência. Histogramas foram 

analisados usando CellQuest software (Becton Dickson). Na parte superior da 

coluna, da esquerda para direita (a) Linhagem controle diploide BY4743; (b) 

Linhagem SC 2028; (c) Linhagem SC 2033; (d) Linhagem SC 2048. Barras indicam 

a mediana usada para determinação do coeficiente de Variação. Os CVs foram 

determinados na metade da altura do pico 1C. 
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Figura 3. Efeito das linhagens desafiadas com as seguintes condições de estresse. 

(a) teste de estresse de etanol (EtOH); (b) teste de estresse osmótico com glicose 

(YPG 200 g / L) e etanol; (c) teste de estresse sacarose (YPS 200 g / L); (d) teste de 

estresse osmótico com sacarose e etanol (YPS 200 g / L). 
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Figura 4. Perfil de aromas das linhagens do gênero Saccharomyces. PC1 versus PC2 dispersão das principais fontes de 

variabilidade entre as linhagens: (a) relação entre a formação dos compostos voláteis e o mosto sintético; (b) entre as linhagens do 

gênero Saccharomyces no mosto sintético; (c) a relação entre a formação dos compostos voláteis e mosto do vermentino. (d) entre 

as linhagens do gênero Saccharomyces no mosto Vermentino. 
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Tabela 1. Respostas fisiológicas e bioquímicas das linhagens do gênero Saccharomyces isoladas de vinhedos. 

LINHAGENS    

Respostas dos testes    

FONTE DE CARBONO 01PP 11CE 12M 13PP 33CE 41PP 26PP 280AD 06CE SC2048 SB
a
 SCR

b
 SC

c
 

D-Glicose + + + + + + + + + + + + + 

D-Galactose + - + + + + + + + + v + v 

D-Xilose - - - - - - - - - - - - - 

D-Ribose - - - - - - - - - - - - - 

Rafinose + - + + + + + - - - + + + 

D-Arabinose - - - - - - - - - - - - - 

L-arabinose - - - - - - - - - - - - - 

Sacarose + + + + + + + + + + + + + 

D-Manitol - - - - - - - - - - - + - 

Celobiose - - - - - - - - - - - - - 

Ribitol - - - - - - - - - - - - - 

Inulina - - - - - - - - - - - - - 

L-Ramnose - - - - - - - - - - - - - 

Melibiose - - - - - - t+ - - - v - - 

Maltose + - + + - + + + + + + - + 

Salicina - - - - -  - - - - - - - 

Lactato - - - - - - - - - - - - v 

Gluconato - - - - - - - - - - v - - 

Lactose - - - - - - - - - - - - v 

α,α Trealose + - + + - + + + - + +/s - + 

Citrata - - - - - - - - - - - - - 

Amido solúvel - - - - - - - - - - - - - 

Tween 20 - - - - - - - - - - - - - 
Tween 80 - - -  - - - - - - - - - 

 

 

Fonte de carbono asssimilada (+); Fonte de carbono não asssimilada (-); não testada (nt); variável (v); tardia (t) e resposta fraca 
(w). (a) S. bayanus; (b) S. cariocanus e (c) S. cerevisiae descritas em Kurtman, et al., (2011). 
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Tabela 1 continuação.  

FONTE DE NITROGÊNIO 01PP 11CE 12M 13PP 33CE 41PP 26PP 28AD 06CE SC2048 SB
A
 SCR

B
 SC

C
 

              

L-lisina - - - - - - - - - - - - - 

Etilamina - - - - - - - - - - - - - 

Nitrata - - - - - - - - - - - - - 

Creatina - - - - - - - - - - - - - 

Creatinina - - - - - - - - - - - - - 

OUTROS TESTES 01PP 11CE 12M 13PP 33CE 41PP 26PP 28AD 06CE SC2048 SB
a
 SCR

b
 SC

c
 

Hidrólise de Ureia - - - - - - - - - - - - - 

Produção de sulfeto de hidrogênio - - - - + W - + + + - nt nt nt 

DDB - - - - - - - - - - - - - 

Crescimento a 25°C + + + + + + + + + + + + + 

Crescimento a 30°C + + + + + + + + + + + + nt 

Crescimento a 37°C + - + + + + + + + + - - v 

 
 

Fonte de carbono asssimilada (+); Fonte de carbono não asssimilada (-); não testada (nt); variável (v); tardia (t) e resposta fraca 
(w); (a) S. bayanus; (b) S. cariocanus e (c) S. cerevisiae descritas em Kurtman, et al., (2011). 
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Tabela 2. Perfil fermentativo das linhagens do gênero Saccharomyces isoladas de vinhedos. 

Linhagens     

Resultados da Capacidade Fermentativa     

Fontes de Carbono 01PP 11CE 12M 13PP 33CE 41PP 26PP 28AD 06CE SC2048 SC2033 SC2028 SB
a
 SCR

b
 SC

c
  

D-Glicose + g + g +g + g +g + g + g + g + g + g + g + g +g +g +g  

D-Galactose + g + g + g + g - + g + g + g + g + g + g - v +g v  

D-Xilose - - - - - - - - - - - - -  -  

Sucrose + g + g + g + g + g + g + g + g + g + g + g + g +g +g +g  

D-Manitol + g - + g +g - - + g +g - + g - - nt nt nt  

Melibiose - - - - - - - - - - - - nt - -  

Maltose + g - + g +g - + g +g + g - + g + g +g +g - +g  

Lactose - - - - - - - - - - - - - - -  

Frutose + g + g + g + g - + g + g + g + g + g + g + g nt nt nt  

 

Fonte de carbono fermentada (G); não testada (nt); (a) S. bayanus; (b) S. cariocanus; (c) S. cerevisiae descritas em Kurtman, et 

al., (2011). 
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Tabela 3. Composição de compostos voláteis das linhagens do gênero Saccharomyces no mosto sintético. 

 01PP 
 

11 CE 12M 13PP 33CE 41PP Sc2028 Limiar de Odor Odor Caracteristico 

Alcoois (ppm)          

n-Butanol - - - - - - - 0,15[a] Medicinal, etanol 

3-metil-1-butanol - - - - - - - 0,30[b] Fermentedo, malte 

Todos - - - - - - -   

Acidos (ppm)          

Ácido butanoico 4,94 0,41 14,1 34,04 1,03 18,01 0,81 0,17[b] Suor  

Ácido valérico 1,88 <0,032 <0,032 <0,032 <0,032 <0,032 <0,032 - Desagradável 

Ácido heptanoico 0,17 <0,063 3,62 7,16 7,10 4,47 <0,063 0,3 Gorduroso 

Ácido pelargonico  0,86 <0,031 0,98 0,91 <0,031 0,71 <0,031 - Verde, noz tostada 

Ácido cáprico 2.69 <0.032 3,39 0,55 <0,032 4,31 <0,032 15,0 Gordura, desagradável 

Ácido n-undecanoico <0,036 <0,036 <0,036 <0.036 <0,036 <0.036 <0.036 -  

Ácido 11-undecanoico  0,05 - <0,031 - <0,031 <0,031 - -  

Ácido caproico - 4,41 - <0,031 <0,031 - <0,031 3,0 Queijo, rancidez.  

Ácido propanoico - - - - - <0.032 - 8,1 Pungente 

Todos 10,55 4,82 22,09 42,66 8,13 27,50 0,81   

Esteres (ppb)          

Butanoato de etila - - - - - <0,032 - 0,13[b] Frutado, morango.  

Hexanoato de etila 6,06 1,90 0,02 6,94 4,18 4,06 <0,031 14[a] Anis, frutado,alcaçus 

Acetato de etila 2,48 1,88 2,31 2,12 100,3 2,90 1,70 2[b] Frutado, ester 

Heptanoato de etila - - - - - - <0,031 2[b] Frutado, damasco 

Octanoato de etila 1,43 - 1,34 <0,031 <0,031 <0,031 <0,031 8-12[b] Frutado 

Decanoato de etila 1,51 <0,032 1,50 1,59 <0,032 <0,032 <0,032 8-12[b] Uva 

Pentanoato de etila - <0,076 <0,076 <0,076 <0,076 <0,076 - - Frutado, maçã  

Nonanoato de etla - <0,032 <0,032 <0,032 <0,032 - 2,44 -  

Laurato de etila 9,90 <0,52 <0,52 9,92 <0,52 <0,52 <0,52 1,5[c] Doce, floral, creme 

Undecanoate de etila - <0.031 - <0,031 <0,031 <0,031 -   

Todos 21,38 3,78 5,17 7,47 104,48 6,96 4,14   

 

 

Letras correspondem às referências para limiar de odor (a) Caliari, Burin, Rosier, & Bordignon Luiz, 2014; (b) Maio, Polizzotto, & Gangi, 2012; (c) 
Tao & Zhang, 2010, (<): não quantificado (identificado, porém está abaixo do limite de quantificação do método). 
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Tabela 3 continuação. 

Terpenos and lactona (ppm)          

α-pineno - - - - 0,51 - - 0,062 Pinus, resina 

β-pineno 0,48 - 0,53 0,43 0,40 0,53 0,34 0,082 Pinus,resina,terebentina 

Ɣ-nonalactona <0,032 <0,032 <0,032 <0,032 <0,032 <0,032 <0,032 0,03 Coco. Doce 

Todos 0,48 - 0,53 0,43 0,91 0,53 0,34   

 

 

Letras correspondem às referências para limiar de odor (a) Caliari, Burin, Rosier, & Bordignon Luiz, 2014; (b) Maio, Polizzotto, & 
Gangi, 2012; (c) Tao & Zhang, 2010, (<): não quantificado (identificado, porém está abaixo do limite de quantificação do método). 
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Tabela 4. Composição de compostos voláteis das linhagens do gênero Saccharomyces no mosto Vermentino. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Letras correspondem às referências para limiar de odor (a) Caliari, Burin, Rosier, & Bordignon Luiz, 2014; (b) Maio, Polizzotto, & Gangi, 2012; 
(c) Tao & Zhang, 2010, (<): não quantificado (identificado, porém está abaixo do limite de quantificação do método). 

 01PP 
 

11 CE 12M 13PP 33CE 41PP Sc2028 Limiar de Odor Odor característico 

Alcools (ppm)          

n-Butanol - - - 4,41 - - - 0,15[a] Medicinal, etanol 

3-metil-1-butanol 0,66 0,77 0,94 0,84 0,80 1,01 0,80 0,30[b] Fermentado, malte 

Todos - - - 5,25 -  -   

Acidos (ppm)          

Ácido butanoico 3,62 0,15 0,84 29,7 2,20 35,60 41,12 0,17[b] Suor, queijo 

Ácido valérico 2,14 <0,032 <0,032 <0,032 <0,032 <0,032 <0,032 - Desagradável 

Ácido heptanoico <0,063 <0,063 <0,063 1,42 3,89 1,32 1,07 0,3 Gordura. 

Ácido pelargônico 0,86 <0,031 0,98 0,91 <0,031 0,71 0,16 - Verde,noz tostada 

Ácido cáprico <0,032 <0,032 3,48 2,42 <0,032 - 1,64 15,0 Gordura, desagradável 

Ácido n-undecanoico <0,036 <0,036 <0,036 <0,036 <0,036 <0,036 <0,036 -  

Ácido 11-undecanoico  0,93 <0,031 <0,031 <0,031 <0,031 <0,031 - -  

Ácido caproico - <0,031 - <0,031 <0,031 - - 3,0 Queijo, rancidez, gordura 

Ácido propanoico - <0,032 <0,032 <0,032 <0,032 - - 8,1 Pungente 

Todos 7,55 0,15 5,30 34,45 6,09 37,63 43,99   

Esters (ppb)          

Butanoato de etla <0,032 - <0,032 <0,032 <0,032 - - 0,13[a] Frutado,morango 

Hexanoato de etila 0,73 0,002 4,18 2,81 2,06 0,26 3,77 14,0[a] Anis, frutado, alcaçus 

Acetato de etila 3,18 1,67 1,67 3,70 210,4 5,58 4,05 2,0[b] Frutado 

Heptanoato de etila - - - - - - - 2,0[b] Frutado, damasco 

Octanoato de etila 0,78 <0,031 <0,031 0,68 <0,031 <0,031 <0,031 8-12[b] Frutado, gorduroso 

Decanoato de etila 4,08 <0,032 0,59 0,28 <0,032 <0,032 0,49 8-12[b] Uva 

Pentanoato de etila <0,076 <0,076 <0,076 <0,076 <0,076 <0,076 <0,076 - Frutado, maçã 

Nonanoato de etila - <0,032 <0,032 <0,032 <0,032 <0,032 - -  

Laurato de etila 8,56 <0,52 <0,52 <0,52 <0,52 <0,52 <0,52 1,5[c] Doce, floral, creme 

Undecanoate de etila <0,031 <0,031 <0,031 - <0,031 - -   

Todos 17,33 1,67 6,44 7,47 212,46 8,31    
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Tabela 4. Continuação. 

Terpenes and lactone (ppm)          

α-pineno - - - - 1,93 - - 0,062 Pinus, resina 

β-pineno 0,43 - 0,58 - 0,50 0,65 0,48 0,082 Pinus, resina, terebentina 

Ɣ-nonalactone <0,032 <0,032 <0,032 <0,032 <0,032 <0,032 <0,032 0,03 Coco, doce 

Todos 0,43 - 0,58 - 2,43 0,65 0,48   

 

 

Letras correspondem às referências para limiar de odor (a) Caliari, Burin, Rosier, & Bordignon Luiz, 2014; (b) Maio, Polizzotto, & 
Gangi, 2012; (c) Tao & Zhang, 2010, (<): não quantificado (identificado, porém está abaixo do limite de quantificação do método). 
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Material Suplementar 

 

Figura S1. Diferenciação de linhagens do gênero Saccharomyces com o primer EI1. 

Linhas 1 a 3, Saccharomyces cerevisiae 2028, 2033, 2048; Linhas 4 a 8 Linhagens 

isoladas de vinhedos, Linha 9, S. cerevisiae 20E (isolado de amostra de vinho), 

Linha 10, Marcador molecular 1kb plus, Affimetrix 
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Discussão Geral 

O recente aumento do número de estudos ecológicos de leveduras 

associadas a vinhedos vem contribuindo para um conjunto significativo de novos 

conhecimentos a respeito do microbioma de vinhedos. Por outro lado, foi observado 

um desenvolvimento significativo em outras áreas de ecologia de leveduras, como 

os relacionados com as plantas, insetos, solo ou habitats extremos (LIBKIND et al., 

2009; BARATA et al., 2012). Estes estudos da biodiversidade (riqueza de espécies e 

a equitabilidade) são importantes para a macro e microecologia pela sua potencial 

relação com o funcionamento do ecossistema (SAIKALY et al., 2005). Devido ao fato 

da biodiversidade microbiana diferir em grande parte dos habitats, nenhuma 

comparação significativa de avaliações da biodiversidade pode ser realizada sem a 

compreensão da diversidade alfa em um substrato (YURKOV et al., 2011). 

Nos últimos anos, os métodos moleculares foram incluídos como parte de 

uma identificação rápida e confiável em leveduras, permitindo, assim, a investigação 

de um grande número de espécies em um período muito mais curto. Todo método 

tem suas próprias vantagens e desvantagens em relação ao objetivo do trabalho, 

custo, instalações disponíveis e velocidade e confiabilidade do resultado (MUIR et 

al., 2011). Os métodos fundamentados em ferramentas moleculares à base de PCR 

e relacionados a sequenciamento de DNA são os mais comuns devido a sua 

confiabilidade, e são aplicados com sucesso para diferenciação de espécies, bem 

como para identificação de leveduras. 

O método MSP-PCR fingerprinting com o primer (GTG)5 foi o selecionado 

para monitoramento de cada espécie ou população no presente trabalho. Este 

método permite a análise de um grande número de isolados, sendo uma ferramenta 

para discriminação de diferentes espécies e agrupamentos de isolados pertencentes 

à mesma espécie, sem necessidade de informação genômica prévia. As leveduras 

isoladas de ambientes diversos (vinhos envasados e vinhedos) foram usadas para 

responder às seguintes questões básicas, que não foram consideradas 

anteriormente: (1) A procedência das leveduras isoladas tem um efeito sobre os 

resultados do método (GTG)5 MSP-PCR fingerprinting? (2) Qual é a diversidade e 
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riqueza esperada em três vinhedos estudados em Santa Catarina? (3) Qual é o 

impacto e potencial biotecnológico das linhagens autóctones isoladas de vinhedos? 

Para o conjunto de dados estudados, a procedência das amostras, sejam de 

um substrato com baixa diversidade (vinhos envasados) ou alta diversidade 

(vinhedos), parece não influenciar na qualidade dos resultados (GTG)5 MSP-PCR 

fingerprinting, obtendo-se semelhante índice Kappa, sensibilidade e especificidade 

para os dois tipos de substratos. Inúmeros fatores foram considerados por 

MATSHEKA et al., (2006) para fraca reprodutibilidade, como pureza do DNA, 

inconsistência dos reagentes usados e termocicladores na reação de (GTG)5 MSP-

PCR fingerprinting, bem como as condições de eletroforese para migração do gel 

que interferem na técnica. Não existe consenso nos parâmetros acima descritos, 

contribuindo para fraca reprodutibilidade da técnica e comprometendo qualquer 

comparação entre os resultados. 

Para os dois tipos de substratos analisados (vinhos envasados e vinhedos), 

espécies não relacionadas foram agrupadas no mesmo grupo pela técnica de 

(GTG)5 MSP-PCR fingerprinting. Além disso, linhagens P. membranifaciens tiveram 

o mesmo padrão de bandas, no entanto diferiram na intensidade da fluorescência da 

banda. Portanto, a variável intensidade da banda não foi usada para formar 

agrupamentos dos isolados em nosso estudo. Os resultados obtidos pelo 

sequenciamento parcial do domínio LSU do gene rRNA foram usados para avaliar o 

impacto das espécies de leveduras na diversidade e riqueza dos vinhedos. 

Um total de 106 linhagens isoladas correspondendo a 22 espécies de 

leveduras foram isolados nos três vinhedos de leveduras. Foram isoladas apenas do 

vinhedo mais antigo (Pinheiro Preto) as seguintes espécies Saccharomyces 

cerevisiae, Rhodotorula mucilaginosa, Clavispora lusitaniae, Metschnikowia 

pulcherrima, Trichomonascus ciferrii e Candida allociferrii, enquanto Saccharomyces 

ssp., Pichia manshurica, Meyerozyma caribbica, Pichia membranifaciens, 

Zygosaccharomyces bailii e Pichia sp. foram detectadas apenas no vinhedo na Serra 

do Marari. Outras três espécies (Candida zemplinina, Candida intermedia e 

Zygoascus meyerae) foram isoladas apenas do vinhedo em Campos Novos. 
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Notavelmente, espécies de Saccharomyces só foram obtidas nas áreas amostradas 

na Serra do Marari e Pinheiro Preto, e as leveduras isoladas da Serra do Marari 

foram identificadas como Saccharomyces spp. por apresentarem características 

fenotípicas atípicas para a espécie S. cerevisiae. 

As espécies encontradas nestes locais já foram anteriormente observadas 

nos estudos de ZOTT et al. (2010); CORDERO-BUESO et al. (2011). Os vinhedos 

localizados na Serra do Marari e Campos Novos têm uma comunidade diversa e alta 

riqueza de espécies, o que é evidenciado pelos índices de riqueza e diversidade 

obtidos. A comparação em termos de diversidade taxonômica usando o índice de 

Simpson recíproco mostrou uma diferença significativa entre os vinhedos de 

Pinheiro Preto, Serra do Marari e Campos Novos. Além disso, o número de espécies 

mais comuns foi maior na Serra do Marari do que em Campos Novos. Na análise de 

diversidade funcional, os vinhedos diferem entre si. 

Os estudos realizados por PINTO et al. (2014) mostraram a alta 

biodiversidade, o balanço entre os diferentes microrganismos e a dinâmica da 

maturação da videira, porém ainda há uma imensa lacuna no conhecimento da 

diversidade funcional e significado da interação microbiana dos vinhedos. De fato, a 

coexistência de diferentes populações microbianas gera competição por nutrientes, 

as diferentes interações são estabelecidas e compostos enzimáticos são produzidos. 

Com efeito, este último pode ter um efeito tóxico como produção de álcool, produção 

de sulfeto de hidrogênio e secretoras de toxinas killer sobre as outras espécies, 

portanto possuem propriedades antifúngicas (FLEET, 2003). 

Saccharomyces cerevisiae foi isolada a partir da cantina (equipamentos e 

efluentes) e parreiral (solo, folhas e bagos de uva) no vinhedo de Pinheiro Preto. 

Dos três vinhedos, Pinheiro Preto é o mais antigo (cerca de 80 anos de idade) e a 

presença disseminada de S. cerevisiae é consistente com uma possível propagação 

da levedura a partir da vinícola. Esta espécie é relatada como rara na natureza 

(VALERO et al., 2007; CLAVIJO et al., 2010). 
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Por fim, as linhagens do gênero Saccharomyces isoladas foram testadas em 

relação a características fenotípicas e genotípicas. Através da determinação da 

tolerância a condições de estresse testadas, todas as linhagens apresentaram 

menos de 50% de sobrevivência, com exceção da linhagem 13PP. Foi observado 

que os isolados 06CE, 11CE e 33CE não foram capazes de assimilar maltose como 

fonte de carbono, o que sugere que estas linhagens podem ser clones, uma vez que 

têm a mesma procedência. Outra hipótese é que possam pertencer a outra espécie, 

mas tenham perdido a capacidade de assimilar maltose. Através da análise 

fenotípica (assimilação e fermentação de fontes de carbono), sugere-se que os 

isolados 06CE, 11CE e 33CE pertençam à espécie S. cariocanus. Quando isolados 

de vinhedos são esporulados e os seus descendentes testados para assimilação de 

açúcares como sacarose, maltose e galactose, aproximadamente 67% dos isolados 

segregados são incapazes de utilizar pelo menos um destes açúcares (BOSCH-

FUSTÉ et al., 2009). 

Através da análise de ploidia, a maioria das células gerou picos duplos de 

fluorescência, com o segundo pico gerado correspondendo à síntese de DNA, 

consistentes com a linhagem diplóide BY4743. As células da linhagem 01PP e 12M 

geraram um único pico com a metade da fluorescência da linhagem diplóide 

(BY4743), sendo que a suspensão de células utilizada no experimento continha 

células em divisão, o que pode indicar problemas na obtenção de células em fase 

G1 do ciclo celular. A seleção de leveduras para uso em vinificação para algumas 

características, como produção de etanol e tolerância ao etanol, resistência ao 

dióxido de enxofre, fermentação rápida e eficiente do mosto, têm favorecido 

genótipos deficientes para reprodução sexual (aneuplóide, homotálico, apomítico), 

onde mutações recessivas são eliminadas do genótipo como um resultado da 

constituição cromossômica (poliploidia e/ou aneuploidia) (GUIJO et al., 1997). 

Para seleção de linhagens de Saccharomyces cerevisiae para fermentação, 

são avaliados fenótipos em função da capacidade relativa de produzir ésteres, 

álcoois superiores e ácidos graxos voláteis. A linhagem de levedura causa um 

grande impacto na composição de éster em vinhos (GAMMACURTA & REVEL, 

2014). Variáveis importantes foram observadas para diferenciação das linhagens do 
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genero Saccharomyces nos dois tipos de mosto, com diferentes níveis de ácido 

butanóico, acetato de etila (frutado, solvente), hexanoato de etila (frutado) e α-

pineno. 

CONCLUSÕES GERAIS 

Os resultados obtidos nesse trabalho possibilitaram as seguintes conclusões:  

• O método de (GTG)5 MSP-PCR fingerprinting não foi adequado para o 

agrupamento prévio dos isolados obtidos, tendo sido necessária a identificação por 

sequenciamento de todas as linhagens. 

• Um total de 106 linhagens foram isolados de vinhedos em Santa Catarina, 

correspondendo a 22 espécies de leveduras. Foram avaliadas informações 

adicionais sobre a diversidade taxonômica e funcional das espécies encontradas; 

• Por meio da análise fenotípica (assimilação e fermentação de fontes de 

carbono), sugere-se que os isolados 06CE, 11 CE e 33CE sejam de Saccharomyces 

cariocanus. 

• Foram obtidos 4 perfis genotípicos diferentes com o primer EI1 entre as 9 

linhagens do gênero Saccharomyces analisadas, o que permite constatar a baixa 

variabilidade genética. Isso é reforçado pela existência de linhagens de 

Saccharomyces consistentes com uma possível dispersão da vinícola para o 

vinhedo. 

• Foi possível separar as linhagens em grupos de acordo com o perfil de 

compostos voláteis produzidos, sendo a influência do mosto da uva Vermentino mais 

evidente por ser naturalmente um meio complexo.  

• Foi possível constatar a sensibilidade das linhagens de Saccharomyces em 

relação ao estresse osmótico, não estando relacionada com o conteúdo de DNA, 

consistente com a linhagem diploide BY4743. 
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PERSPECTIVAS 

A informação obtida neste estudo da diversidade de leveduras associadas irá 

servir para implementar estudos futuros focados na melhoria da produção de vinhos 

locais.  

• Neste contexto, estudar a comunidade de leveduras em outras regiões de 

vinhedos aprofundando o conhecimento de diversidade funcional para entender 

melhor as relações das comunidades de leveduras e as práticas agrícolas 

intensivas.  

• Avaliar as linhagens em diferentes condições de estresse oxidativo 

crescidas na presença de agentes antifúngicos aplicados a campo, diferentes 

concentrações de etanol em períodos variando de 24 a 48 horas. Esses 

experimentos poderão esclarecer a resposta ao estresse oxidativo neste ambiente.  

• Avaliar o potencial enológico e realizar ensaios de produção de ester e 

enzimas em linhagens do gênero Saccharomyces isoladas neste estudo. 
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APÊNDICES 

 

 

Figure S1. Dendrograms of the MSP-PCR fingerprinting profiles with the primers 

M13 (a) and (GTG)5 (b) of a subset of 16 strains from the "lower diversity" dataset for 

the analysis of the discriminatory power of the primers. The dendrograms were 

constructed by the Hierarchical Clustering using the Wards method, and the distance 

was computed using the Euclidean distance between the genetic profiles. We used a 

cut-off of 50% for the calculation of the discriminatory power. 
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Figure S2. QAPGrid layout for the clustering of the strains from the "lower diversity" dataset. The distance was computed using the 

Euclidean distance between the genetic profiles based on the MSP-PCR fingerprinting with the primer GTG5. Each strain is 

represented as a bar chart. The colors represent the different species based on the molecular identification, and the legend is the 

same as in Figs. 1A and 1B. Each barre presents one band in the fingerprinting profile of each strain, the horizontal axis shows the 

band position in the fingerprinting, and the vertical axis represents the size of the band (bp). The dashed lines indicate the two 

clusters (smaller and bigger) used for the calculation of the probability of misidentification and consequent underestimation of the 

species richness. 
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Figure S3. Layout of the MSP-PCR fingerprinting profiles with the primer (GTG)5 of 

the most abundant species within the "higher diversity" dataset. Each symbol 

represents one band in the fingerprinting profile. S. cerevisiae (a) H. uvarum (b), 

P.kudriavzevii (c) and P. occidentalis (d). The profiles of the reference strains 

S.bayanus CLIB 2033 S. uvarum CLIB 2028 and S. Cerevisiae CLIB 2048 are shown 

in Fig. S2a. Each symbol represents one band in the fingerprinting profile of each 

strain, and the vertical axis shows the size of the band (bp). 
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Figure S4. Representative agarose gel of MSP-PCR fingerprinting using the primer 

(GTG)5. 01: Dekkera bruxellensis MRC181; 02: Pichia manshurica MRC163; 03: 

D.bruxellensis MRC172; 04: Pichia membranifaciens MRC152A; 05: D. bruxellensis 

MRC177; 06: Torulaspora delbrueckii MRC183; 7: Zygosaccharomyces bailii 

MRC162; 08: D. bruxellensis MRC178; 10: D. bruxellensis MRC180; 11: D. 

bruxellensis MRC88; 12: P. manshurica MRC188. 1Kb Plus was used as Molecular 

Weight Marker (MPM). 
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Table S1. Yeast species from the vineyard and winery environments collected in 

Santa Catarina, Brazil. 

 Species Number of strains 

Hanseniaspora uvarum 32 

Pichia kudriavzevii 19 

Pichia occidentalis 11 

Saccharomyces cerevisiae 9 

Meyerozyma guilliermondii 5 

Pichia manshurica 3 

Meyerozyma caribbica 3 

Hanseniaspora opuntiae 3 

Metschnikowia chrysoperlae 2 

Clavispora lusitaniae 2 

Hanseniaspora clermontiae 2 

Candida zemplinina 2 

Candida allociferri  1 

Trichomonascus ciferri 1 

Rhodotorula mucilaginosa 1 

Metschnikowia pulcherrima 1 

Zygoascus meyerae 1 

Candida intermedia 1 

Pichia membranifaciens 1 

Pichia aff fermentans 1 

Non identified 38 

Total 139 
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Table S2. Discriminatory power of each band obtained by the MSP-PCR 

fingerprinting with (GTG)5 for the five most abundant species from the "lower 

diversity" dataset. 

 

 

Species 

  

Discriminatory Index (D) 

 

Number of 

Strains  

 

D Value of 

bands 

 

C. Interval
1
 

D. bruxellensis 30 0.065-1.000 0.181-1.000 

P. manshurica 36 0.053-0.973 0.151-0.950 

P. membranifaciens 9 0.180-0.880 0.478-0.930 

S. cerevisiae 7 0.118-1.000 0.308-0.950 

Z. bailii 14 0.124-0.933 0.343-0.950 

 
 

Confidence Interval1 = Precision of the Discriminatory Index, expressed as 95% 

upper and lower boundaries. 
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Table S3. Discriminatory power of each band obtained by the MSP-PCR 

fingerprinting with (GTG)5 for the five most abundant species from the "higher 

diversity" dataset. 

 

 

Species 

  

Discriminatory Index (D) 

 

Number of 

Strains 

 

D Value of 

bands 

 

C. Interval
1
 

H. uvarum 32 0.048-1.000 0.135-1.000 

P. kudriavzevii 19 0.080-1.000 0.221-1.000 

P. occidentalis 11 0.222-1.000 0.542-1.000 

S. cerevisiae 9 0.118-1.000 0.308-0.950 

M. guilliermondii 5 0.250-0.964 0.594-1.000 

 

Confidence Interval1 = Precision of the Discriminatory Index, expressed as 95% 

upper and lower boundaries. 
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