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RESUMO 

 

A identificação das leveduras participantes no processo fermentativo de vinhos 

comerciais e artesanais permite inferir as propriedades organolépticas, 

concentração de álcool e qualidade do produto final. Assim, a construção de uma 

base de dados que permita discriminar e identificar leveduras associadas a vinhos 

é necessário para monitorar o processo fermentativo e controlar os seus 

contaminantes.  A principal proposta deste trabalho foi avaliar a técnica MSP-PCR 

Fingerprinting usando o oligonucleotídeo iniciador (GTG)5 para discriminar 

espécies de leveduras associadas a vinho no sul do Brasil. O protocolo foi 

otimizado usando três cepas variando as concentrações de dNTPs, MgCl2, 

oligonucleotídeo iniciador e DNA. Foram analisadas 113 cepas de leveduras 

associadas a vinhos dos estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul (Brasil). 

A análise de clustering do tamanho e distribuição das bandas, baseada no 

algoritmo QAPgrid, usando distâncias euclidianas, gerou 20 agrupamentos com 

22 perfis genéticos. A comparação das sequências da região D1/D2 do gene 26S 

rDNA e/ou região ITS com a base de dados Genbank usando o algoritmo Mega 

Blast permitiu identificar 10 espécies dos gêneros Saccharomyces, Dekkera, 

Candida, Pichia, Torulaspora, entre outros, associadas a vinhos. Assim, o 

algoritmo QAPgrid foi capaz de analisar a variabilidade inter e intraespecífica dos 

113 isolados de forma não aleatória e dependente da similaridade genética. Se 

propõe o agrupamento molecular usando o primer (GTG)5 associado ao 

sequenciamento de 10% dos isolados dentro de cada grupo como ferramenta 

para identificar e monitorar as populações de leveduras de vinhos.  
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ABSTRACT 

 

The identification of yeasts involved in commercial and artisanal alcoholic 

fermentation allows inferences concerning the organoleptic properties and quality 

of the final product. Thus, the construction of a database that allows discriminating 

and identifying the wine yeasts is necessary to monitor the fermentation process 

and control their contaminants. The main purpose of this study was to evaluate the 

MSP-PCR fingerprinting technique using the primer (GTG)5 for discrimination of 

wine yeast species in Southern Brazil. The protocol was optimized using three 

strains varying concentrations of dNTPs mix, MgCl2, primer and DNA. We 

analyzed 113 strains of yeasts associated with wine from the states of Santa 

Catarina and Rio Grande do Sul (Brazil). The analysis of cluster size and 

distribution of bands, based on the QAPgrid algorithm using Euclidean distances 

generated 20 clusters with 22 genetic profiles. The comparison of sequences of 

the D1/D2 domain of the gene 26S rDNA and/or ITS region with the GenBank 

database using the Blast algorithm identified 10 species of the genera 

Saccharomyces, Dekkera, Candida, Pichia, Torulaspora, and others associated 

with the wine. The algorithm QAPgrid was able to analyze inter and intra-specific 

variability of 113 isolates in a non-random manner dependent on genetic similarity. 

We propose the molecular clustering using the primer (GTG)5 followed by 

sequencing of 10% of the isolates within each group can function as a tool for 

identifying and monitoring the wine yeast populations.  
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INTRODUÇÃO 

 

A transformação do mosto em vinho inclui um processo microbiológico 

envolvendo interações entre levedura, bactéria e fungo (FLEET, 2007; 

FUGELSANG & EDWARDS, 2007). As leveduras têm um papel fundamental no 

processo até o produto final, sendo dominantes na fermentação, produzindo o 

álcool e sendo responsáveis pela qualidade organoléptica da bebida (FLEET & 

HEARD, 1993; NYKÄNEN, 1986; LAMBRECHTS & PRETORIUS, 2000). Na 

microbiota natural do vinho, o gênero Saccharomyces é o principal responsável 

pela dominância e finalização da fermentação alcoólica (PRETORIUS, 2000). 

Porém, o uso de levedura seca ativa disponível comercialmente foi convertido 

numa prática padrão, limitando a diversidade de características organolépticas 

que a bebida pode ter.  

 

Embora Saccharomyces cerevisiae seja o principal agente na fermentação 

alcoólica, outras espécies de levedura podem alcançar populações perto de 107 

UFC/mL durante a fermentação do mosto (FLEET, 1999; FLEET, 2008). Assim, a 

variabilidade na composição de espécies e contagens de levedura deveria causar 

diferenças na concentração de etanol, sabor e aroma, criando um campo 

potencial de uso na indústria biotecnológica (CIANI & PICCIOTTI, 1995; 

ROMANO et al., 1997; ESTEVE-ZARZOSO et al., 1998).  
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O vinho é um produto fermentado que é produzido por fermentação 

espontânea pela microbiota natural presente nas uvas ou equipamentos, ou por 

fermentação induzida com inóculos de cepas de levedura pura seca ativa. 

Fermentações inoculadas incrementam a probabilidade de controle de qualidade 

do produto, são rápidas e diminuem problemas de contaminação. Cultivos puros 

podem contribuir na complexidade, aroma e qualidade do vinho (PRETORIUS, 

2000; VAUDANO & GARCIA-MORUNO, 2008). O monitoramento das 

fermentações espontâneas ou induzidas provê o entendimento da dinâmica e 

composição da microbiota total durante a fermentação e do ambiente da vinícola, 

consequentemente elucidando como esses organismos afetam a composição do 

vinho e finalmente a sua qualidade (QUEROL et al., 1992; SCHUTZ & GAFNER, 

1994; PRAMATEFTAKI et al., 2000).  

 

Levantamentos ecológicos de cepas de leveduras de vinhos de várias 

áreas foram publicados (REDŽEPOVIĆ et al., 2002; FLEET, 2003). A dinâmica de 

populações nos vinhedos revelou que espécies de leveduras são dependentes de 

fatores como localização geográfica, clima, variedade da uva e dano físico nas 

uvas (KHAN, 1999; PRETORIUS et al., 1999; VAN DER WESTHUIZEN, 1999). 

Isso levou à introdução de cepas de leveduras caracterizadas como ideais para 

uso comercial (Saccharomyces), que se adaptaram melhor a fermentações com 

altas concentrações de sacarose e, geralmente, têm tolerância a altas 

concentrações de etanol e sulfito (VEZINHET et al., 1990; QUEROL et al., 1992b; 

LAVALLEE et al., 1994; PRETORIUS, 2000). 
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Atualmente, mais de 200 cepas de levedura comercial estão disponíveis 

globalmente e consistem principalmente de isolados naturais (diploides, 

aneuploides ou poliploides) como também híbridos (HENSCHKE, 2004; 

BRADBURY et al., 2005). A necessidade da identificação não ambígua de 

espécies e cepas de levedura foi sempre uma preocupação na indústria de vinhos 

devido a suas implicações econômicas. A taxonomia e sistemática de leveduras 

foram revolucionadas nos últimos 15 anos com a chegada das técnicas de 

biologia molecular, passando da identificação microbiológica clássica (fenotípica), 

molecular até uma abordagem polifásica: descrição fenotípica, genotípica, 

genômica – preferencialmente usando sequências de vários genes (MLST)- e 

ecológica, sendo este o consenso entre os pesquisadores atualmente na área 

(VALENTE, 2012).  

 

A identificação de leveduras no passado baseou-se em propriedades 

bioquímicas e fisiológicas para caracterização e identificação, mas essas 

propriedades podem ser afetadas por condições de cultivo (BARNETT et al., 

2000; RIBEREAU-GAYON et al., 2006). Abordagens moleculares para 

caracterizar e identificar as leveduras substituíram em parte os métodos 

tradicionais e baseiam-se na composição de bases de DNA, reassociação 

genômica, sequenciamento gênico, cariotipagem cromossômica e métodos 

baseados em PCR (BALEIRAS-COUTO et al., 1995; ESTEVE-ZARZOSO et al., 

1999; PRETORIUS et al., 1999; PRETORIUS, 2000; SCHULLER et al., 2004; 

NISIOTOU & GIBSON, 2005; PULVIRENTI et al., 2005; FERNANDEZ-ESPINAR 

et al., 2006). 
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O monitoramento da contribuição de cada espécie ou população de 

leveduras, tanto nas fermentações industriais como artesanais, envolve o 

isolamento de um grande número de cepas, o que faz a identificação de todos os 

isolados por sequenciamento inviável em pesquisas de rotina, mesmo com os 

métodos de sequenciamento high throughput disponíveis atualmente. 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 para discriminar 

cepas do gênero Saccharomyces (LIECKFELDT et al., 1993; TORRIANI et al., 

1999; NAUMOVA et al., 2003; DELLAGLIO et al., 2003; SILVA-FILHO et al., 

2005) e Não-Saccharomyces (CARUSO et al., 2002; CAPECE et al., 2003; DE 

SOUZA et al., 2007; BASILIO et al., 2008) usando primers como (GAC)5, 

(GACA)4, (GTG)5 e M13.    

 

SCHULLER et al. (2004) mostraram que a resolução do MSP-PCR 

Fingerprinting é comparável com outras técnicas de tipagem molecular, como os 

elementos δ e análise de restrição do DNA mitocondrial. Porém, alguns estudos 

reportaram dificuldade em separar espécies usando diferentes iniciadores 

(GADANHO & SAMPAIO 2002; RODRIGUES & FONSECA 2003; ANDRADE et 

al., 2006; LIBKIND 2007; GUAMÁN & CARVAJAL 2009). Um exemplo claro deste 

problema foi mostrado por ANDRADE et al. (2006), que não conseguiram 

discriminar entre Debaromyces polymorphus e Pichia carsonii devido a essas 

espécies apresentarem o mesmo perfil genético. Além disto, cada trabalho reporta 
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diferentes protocolos de amplificação do DNA, representando uma dificuldade 

quando se compara perfis genéticos, impossibilitando compartilhar bases de 

dados de genótipos entre laboratórios. SILVA-FILHO et al. (2005) mostraram que 

o primer (GTG)5 foi útil na descrição da dinâmica de populações de leveduras ao 

longo do processo de fermentação de etanol combustível e para a identificação de 

cepas selvagens dominantes que poderiam ser usadas como starter, porém, este 

primer ainda não foi avaliado para monitorar a dinâmica de leveduras na produção 

de vinhos no Brasil.  

 

Os processos fermentativos de bebidas comerciais e artesanais precisam 

da avaliação constante e rápida da comunidade participante. Além disso, 

correlacionar as propriedades organolépticas únicas de cada bebida com as 

espécies que agem no processo fermentativo e a sua avaliação da qualidade do 

produto final permitem melhorar a qualidade do produto. Assim, uma técnica 

molecular eficaz e rápida, capaz de auxiliar no acompanhamento e melhoria da 

produção das bebidas na indústria, é de grande valia.  

 

A principal proposta deste trabalho foi padronizar a técnica de MSP-PCR 

Fingerprinting usando o primer (GTG)5 para avaliar a diversidade de leveduras de 

regiões produtoras de vinhos do sul do Brasil. A diferenciação de espécies de 

leveduras usando esta técnica visa à construção de uma base de dados das 

leveduras mais representativas de bebidas fermentadas que possa ser utilizada 

para a identificação rápida dessas leveduras.  
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REVISÃO DE LITERATURA 

 

Taxonomia, identificação e classificação.  

 

A palavra inglesa “yeast” (derivado do alemão “Gischt” que significa 

espuma) ou seu equivalente em outros idiomas faz referência direta aos 

microrganismos presentes na fermentação do pão ou cerveja. Por isso, às vezes 

são conhecidas como fungos fermentativos similares a Saccharomyces 

cerevisiae. As leveduras são fungos ascomicetos ou basidiomicetos unicelulares 

cujo crescimento resulta principalmente de brotamento ou fissão binária 

(KURTZMAN et al., 2011). Elas podem ser caracterizadas por estados sexuais 

que não são formados dentro ou sobre um corpo de frutificação (BARNETT, 

1992). No trabalho mais recente sobre taxonomia de leveduras, mais de 149 

gêneros e 1500 espécies de levedura estão descritos (KURTZMAN et al., 2011).  

 

A classificação se refere ao agrupamento de organismos em taxa baseado 

nas similaridades ou relações ancestrais comuns, enquanto que a identificação 

incorpora a ideia de comparar organismos desconhecidos a espécies 

classificadas baseado em características similares (KURTZMAN et al., 2011). A 

taxonomia é vista como uma descrição coletiva de ambas: classificação e 

identificação (BARNETT et al., 2000; RIBÉREAU-GAYON et al., 2006). 

 

Primariamente, o taxonomista classifica espécies de leveduras (sejam 

ascomicéticas ou basidiomicéticas) sobre a sexualidade ou perda de fase sexual 
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(KURTZMAN, 2003; RIBÉREAU-GAYON et al., 2006) e, secundariamente, por 

outras subdivisões, enquanto que a classificação e identificação são baseadas em 

critérios morfológicos, fisiológicos (nutricionais) e moleculares (PRETORIUS et al., 

1999; KURTZMAN et al., 2011). Além disso, a taxonomia molecular de leveduras 

é baseada em similaridades de composição de nucleotídeos de DNA, enzimas, 

características de ultraestrutura e composição da parede celular, entre outras 

(RIBÉREAU-GAYON et al., 2006). O arranjo ou agrupamento de isolados de 

levedura em espécies, gênero, família, ordem, classes e divisões se ajusta aos 

regulamentos do Código Internacional de Nomenclatura Botânica (GREUTER et 

al., 1994; KURTZMAN et al., 2011). A ultima versão deste código foi adotada na 

Áustria em 2005 (MCNEILL et al., 2007). 

 

Técnicas moleculares para identificar leveduras 

 

A identificação e caracterização de espécies e cepas de leveduras 

tradicionalmente são feitas usando testes morfológicos, fisiológicos e bioquímicos 

(BARNETT et al., 1990). Porém, este processo implica em aproximadamente 90 

testes e os resultados variam dependendo do estado fisiológico do cultivo ou da 

variabilidade intraespecífica, além disso, os testes bioquímicos não são muito 

sensíveis, levando a identificação de leveduras duvidosa (GUILLAMÓN et al., 

1996; ARIAS et al., 2002). 

 

No momento que chegaram as técnicas de biologia molecular como 

alternativa aos métodos microbiológicos tradicionais, foram propostas outras 
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formas de identificar leveduras. Várias delas foram avaliadas nos diferentes 

laboratórios (QUEROL et al., 1992a; QUEROL et al., 1992b; QUEROL et al., 1994; 

PIŜKUR et al., 1995, DE BARROS et al., 1998; ESTEVE-ZARZOSO et al., 2001), 

sendo que somente as propostas feitas por GUILLAMÓN et al. (1998), BELLOCH 

et al. (1998) e ESTEVE-ZARZOSO et al. (1999) foram aceitas pela comunidade 

industrial e acadêmica no início do século XXI. A construção de uma base de 

dados denominada “Yeastid.com” baseada nos perfis de restrição da região ITS1-

5.8S-ITS2 foi disponibilizada na Internet para fazer as análises com mais de 400 

espécies de leveduras, principalmente ascomicéticas (ver www.yeastid.com) 

(FERNÁNDEZ-ESPINAR et al., 2000; ESTEVE-ZARZOSO et al., 2003).  

 

Nos últimos anos, outros pesquisadores tentaram fazer novas propostas de 

técnicas moleculares para identificar leveduras (MARTORELL et al., 2005a; 

SALINAS et al., 2009; MASNEUF-POMAREDE et al., 2007; 

PRAKITCHAIWATTANA et al., 2004; BOYANTON et al., 2008), mas a técnica 

proposta por KURTZMAN & ROBNETT (1998), e SCORZETTI et al. (2002) 

baseada no sequenciamento da região D1/D2 do 26S rDNA e da região ITS foi 

aceita na comunidade científica por vários anos para identificar leveduras tanto 

ascomicéticas como basidiomicéticas, com uma ampla base de dados publicados 

no Genbank e Mycobank (ARIAS et al., 2002).  

 

Atualmente, a taxonomia de leveduras tem uma abordagem polifásica, com 

espécies e gêneros formados por clados monofiléticos e baseados em dados 

genômicos, genotípicos, fenotípicos e ecológicos. Isso faz com que a identificação 

http://www.yeastid.com/
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seja mais difícil na rotina dos laboratórios e mais ainda quando há um alto número 

de isolados, como no caso de estudos de microbiologia ambiental e alguns 

processos industriais.  

 

Métodos moleculares para agrupar isolados de leveduras 

 

As técnicas moleculares para agrupar leveduras apresentam a 

potencialidade de diferenciar entre espécies (variabilidade interespecífica) ou 

cepas da mesma espécie (variabilidade intraespecífica) e são aplicadas com o 

objetivo de melhorar a sensibilidade e diminuir o custo da identificação de 

leveduras (FERNANDEZ-ESPINAR et al., 2006). Mesmo que estes métodos não 

sejam considerados eficientes para delimitar espécies ou descrever novas 

espécies, eles são bem vistos do ponto de vista prático, especialmente quando 

uma cepa deve ser monitorada durante um processo industrial ou quando uma 

grande quantidade de isolados é obtida de uma amostra ambiental. Em qualquer 

caso, somente um ou poucos representantes de cada perfil genotípico precisam 

continuar o processo de identificação molecular, diminuindo o trabalho, custo e 

tempo da identificação de leveduras (VAUGHAN-MARTINI, 2003). 

 

Foram desenvolvidos vários métodos capazes de demonstrar a 

variabilidade genética em ambientes naturais e industriais. Entre eles se 

encontram, por exemplo, PFGE – “Pulsed Field Gel Electrophoresis” (BLONDIN & 

VEZINHET, 1988; VAN DER WHESTUIZEN & PRETORIUS, 1992), RAPDs – 

“Random Amplified Polymorphic DNA” (BALEIRAS COUTO et al., 1994, 
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ANDRIGHETTO et al., 2000; ECHEVERRIGARAY et al., 2000; QUESADA & 

CENIS, 1995), PCR-RFLPs da região ITS1-5.8S-ITS2 (CONSTANTÍN et al., 1998; 

GUILLAMÓN et al., 1998; ESTEVE-ZARZOSO et al., 1999), hibridização (DEGRÉ 

et al., 1989; QUEROL et al., 1992a; NADAL et al., 1999), RFLPs do DNA 

mitocondrial (VEZINHET et al., 1990, QUEROL et al., 1992a, QUEROL et al., 

1992b, LÓPES et al., 2007), AFLPs (DE BARROS LOPES et al., 1999), MSP-

PCR – “Microsatellite Primed PCR” (LIECKFELDT et al., 1993; SILVA-FILHO et 

al., 2005; SILHAVY et al., 2006; VILA-NOVA et al., 2009) e PCR dos elementos δ 

(NESS et al., 1993; VERSAVAUD et al., 1995;  LE JEUNE et al., 2006). 

 

Atualmente, as técnicas usadas com mais frequência nos laboratórios são 

as baseadas somente em PCR, isto é, MSP-PCR e RAPDs, já que diminuem o 

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 interessante para avaliar a dinâmica de 

comunidades e populações de leveduras na indústria e em microbiologia 

ambiental. 
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MSP-PCR Fingerprinting 

 

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, etc., 

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). 

 

Os loci mais usados são (GTG)5, (GAC)5, (GACA)4 e M13 (5' 

GAGGGTGGCGGTTCT 3'), todos caracterizados por ter um alto índice de 

polimorfismos e reprodutibilidade entre os diferentes laboratórios e usados para 

um amplo grupo de organismos, desde procariontes até mamíferos (GEVERS et 

al., 2001; CANTEROS et al., 2005; RODRIGUEZ-BLANCO et al., 2010; PÖCHE 

et al., 1991; MOHAPATRA et al., 2008; BASILIO et al., 2008; MAQUEDA et al., 

2010). Em leveduras, a sua aplicação principal tem a ver com a caracterização de 

cepas de Saccharomyces cerevisiae e avaliação da dinâmica de populações em 

processos industriais (SILVA-FILHO et al., 2005; BRITO et al., 2007; BASILIO et 

al., 2009; VILA-NOVA et al., 2009). 

 

Usando esta técnica, foram agrupados com sucesso perfis genéticos 

similares de isolados ambientais dos gêneros Rhodotorula (GADANHO & 

SAMPAIO 2002; ANDRADE et al., 2006; LIBKIND 2007; GUAMÁN & CARVAJAL 

2009), Taphrina (RODRIGUES & FONSECA, 2003) e Candida (LOPES et al., 
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2007). Também foi testada a sua eficiência no monitoramento de processos 

industriais como a produção de vinhos em diversos países, onde foi desenvolvida 

e avaliada a técnica (LIECKFELDT et al., 1993; BALEIRAS COUTO et al., 1996; 

CARUSO et al., 2002; CAPECE et al., 2003). 

 

Bebidas fermentadas 

 

O conhecimento das técnicas de fermentação de bebidas foi transmitido 

entre as famílias ao longo do tempo, desde o início da sociedade humana até a 

atualidade, adaptando o produto final dependendo dos hábitos culturais do ser 

humano. Muitas bebidas tradicionais continuam na cultura de países específicos e 

outras foram industrializadas e distribuídas no mundo inteiro (BEJARANO, 1950). 

Exemplos claros são encontrados em América do Sul, onde se pode encontrar 

bebidas fermentadas artesanais, como a “chicha”, original de países como 

Colômbia, Peru, Chile e Equador (BEJARANO, 1950) e a cachaça, original do 

Brasil; ou bebidas às vezes industrializadas, como no caso dos vinhos e cervejas. 

 

O processo de fermentação envolve interação entre leveduras, bactérias e 

fungos filamentosos (FLEET, 2007; FUGELSANG & EDWARDS, 2007), sendo as 

leveduras dominantes no produto final, produzindo o álcool e fornecendo as 

qualidades organolépticas à bebida (NYKÄNEN, 1986; LAMBRECHTS & 

PRETORIUS, 2000). No entanto, a variabilidade na composição de espécies e 

populações de leveduras vai gerar diferenças na quantidade de etanol, sabor e 
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aroma, o que gera um potencial campo de uso biotecnológico na indústria (CIANI 

& PICCIOTTI, 1995; ROMANO et al., 1997; ESTEVE-ZARZOSO et al., 1998). 

 

Neste sentido, o mercado de bebidas fermentadas é variado e dependente 

do tipo de bebida e do caráter de produção (industrial ou artesanal). De qualquer 

forma, é desejável que as bebidas tenham características de aroma próprias das 

regiões onde são produzidas, conferindo um diferencial em relação a outras 

bebidas fermentadas disponíveis no comércio.  

 

Este diferencial é dado pela matéria-prima utilizada para a fermentação, 

pelo próprio processo fermentativo, que pode ter características únicas em cada 

região, e pelo agente de fermentação utilizado (levedura). As leveduras podem 

contribuir positivamente no processo de diferenciação, na medida em que 

produzam metabólitos diferenciados a partir da constituição genética própria das 

linhagens adaptadas às condições geoclimáticas de cada região. Estes 

compostos contribuiriam para o aroma e sabor do produto, que poderiam 

constituir uma marca da região e mesmo de diferentes produtores da região. Além 

disso, diferentes espécies de leveduras podem contribuir negativamente para a 

qualidade do produto e devem ser identificadas e eliminadas. Portanto, a busca 

deste conjunto organoléptico a partir da prospecção da biodiversidade local das 

bebidas fermentadas parece uma iniciativa interessante. 

 

A literatura que relata a diversidade e monitoramento de fermentações 

tradicionais na América Latina é escassa (CASTILHO et al., 1990; WACHER et 
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al., 1993; LACHANCE, 1995; LOPES et al., 2007; VIANNA et al., 2008, VILA-

NOVA et al., 2009). Em geral, é comum encontrar leveduras dos gêneros 

Kloeckera/Hanseniaspora, Candida, Cryptococcus, Hansenula, Kluyveromyces, 

Pichia, Rhodotorula, Torulaspora e Zygosaccharomyces no início da fermentação 

e S. cerevisiae e outras leveduras etanol-tolerantes no final do processo. 

 

Vinho 

 

A produção de uvas no Brasil se localiza nas regiões Sul, Sudeste e 

Nordeste, tendo importância socioeconômica nos estados do Rio Grande do Sul, 

São Paulo, Paraná, Santa Catarina, Pernambuco, Bahia e Minas Gerais. Cerca de 

50% da produção nacional de uva é destinada à elaboração de vinhos. O Rio 

Grande do Sul é o maior produtor de vinho do país, elaborando uma média de 

300 milhões de litros de vinho e mosto por ano, representando 90% da produção 

nacional. A maior região produtora de vinho no RS é a Serra Gaúcha, possuindo 

cerca de 400 estabelecimentos vinícolas. Das 10 maiores vinícolas gaúchas, 

cinco são cooperativas e absorvem 71% da uva processada. O restante da 

produção de uva é consumido por pequenas e médias empresas, das quais 227 

são vinícolas, 20 são cooperativas e 163 são cantinas rurais (DE MELO, 2010).  

 

A qualidade do vinho está, em certa medida, relacionada e é consequência 

direta da microbiota que se desenvolve durante a fermentação (FLEET, 2008), 

principalmente em se tratando de um processo de fermentação espontânea. Em 

processos industriais que utilizam fermentos comerciais, este desenvolvimento 
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não é tão marcante, pois a população microbiana é mantida "quase" pura no 

processo. Entretanto, o uso de fermento comercial tem trazido um problema 

relacionado à qualidade final do produto que é a não participação desta 

microbiota autóctone nas características finais do produto. Esta participação 

marcante nos processos espontâneos se dá pela produção de álcoois superiores, 

aldeídos, ácidos, ésteres e outras substâncias aromatizantes ao longo da 

fermentação por uma ou mais leveduras ou linhagens de leveduras que se 

revezam no processo (DUMONT & DULAU, 1997; LAMBRECHTS & 

PRETORIUS, 2000; MURAT et al., 2001). Este traço enológico típico da 

população autóctone de leveduras tem sido considerado representativo de uma 

região enológica 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. A distribuição geográfica de linhagens de S. 

cerevisiae nas diferentes regiões vitivinícolas específicas tem sido relatada 

(VERSAVAUD et al., 1995; CARUSO et al., 2002; REDZEPOVI et al., 2002; 

CAPELO et al., 2004) e mudanças na composição da microbiota em diferentes 

vinhedos têm sido observadas (CAPELLO et al., 2004). Por vários anos 

consecutivos, linhagens predominantes de leveduras têm sido observadas em 

alguns vinhedos (VERSAVAUD et al., 1995). Estudos revelam que apesar de 

serem encontradas centenas de espécies de leveduras nos vinhos, somente 15 

são consideradas associadas à produção do vinho (RIBÉREAU-GAYON et al., 

2006). 
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OBJETIVO 

 

Objetivo geral 

 

Padronizar e avaliar a técnica MSP-PCR Fingerprinting para discriminar 

espécies de leveduras associadas a vinhos do sul do Brasil. 

 

Objetivos específicos 

 

Isolar leveduras associadas a vinhos envasados de procedência artesanal 

ou semi-industrializada dos estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina 

(Brasil); 

  

Padronizar e avaliar a técnica MSP-PCR Fingerprinting para avaliação de 

leveduras associadas a vinhos com os primers (GTG)5 e M13; 

 

Agrupar isolados de acordo com o seu perfil genético usando a técnica de 

MSP-PCR Fingerprinting com o primer (GTG)5 e o algoritmo QAPgrid. 

 

Identificar isolados representativos de cada grupo mediante 

sequenciamento da região D1/D2 do 26S rDNA e/ou da região ITS. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Amostragem 

 

Amostras de vinho fino e colonial, branco e tinto (n=44) foram coletadas 

diretamente no ponto de produção e distribuição de vinho nos estados de Rio 

Grande do Sul e Santa Catarina (Brasil), entre 2003 e 2011. De cada amostra de 

vinho, foram inoculados 100 mL de vinho puro e diluições (1:1, 1:3) em água 

destilada, filtradas em membranas com poro de 45µm, sobre meio de cultura GYP 

(2% glicose, 1% peptona, 0,5% extrato de levedura, 2% ágar) por 72 horas a 

28ºC. Cepas representativas dos diferentes morfotipos foram isoladas e 

purificadas em meio GYP e/ou cultivadas para análises moleculares.  

 

Extração de DNA 

 

Dois protocolos foram usados neste estudo. DNA genômico de amostras 

coletadas entre 2003 e 2010 foi extraído usando o protocolo clássico com 

fenol/clorofórmio (AUSEBEL et al. 1999). DNA de amostras coletadas em 2011 foi 

extraído com o protocolo baseado em acetato de potássio proposto por OSORIO-

CADAVID et al. (2009), com algumas modificações. Cultivos puros de cada cepa 

foram cultivados em meio GYP (0.5% extrato de levedura, 2% glicose, 1% 

peptona) a 30ºC por 18 horas. Depois de centrifugar e lavar com água destilada, a 

biomassa de cada cultivo foi ressuspendida em 400µL de tampão de lise (NaCl 

0.5M, EDTA 10mM, SDS 2%, Tris-HCl 50mM; pH 8) e incubada por 60min a 65ºC. 



30 

 

Imediatamente depois, foi adicionado 200µL de Acetato de Potássio (5M, pH 4.8) 

e as amostras foram mantidas por 30min em banho de gelo. As amostras foram 

centrifugadas a 14.000 rpm por 5 min, o sobrenadante foi transferido para outro 

tubo e centrifugado novamente a 14.000 rpm por 5 min.  

 

O sobrenadante foi transferido para um tubo limpo e foi adicionado 1mL de 

isopropanol a -20ºC, agitando suavemente os tubos durante 5min.  Depois de 

centrifugar a 14.000 rpm por 10min, o sedimento foi lavado com etanol 70% (v/v) 

e centrifugado novamente a 14.000 rpm por 5 min. Os pellets secos foram res-

suspendidos em 50µL de tampão TE (Tris-EDTA, pH 7.4). Depois de incubar as 

amostras a 37ºC durante 30min com 3µL de RNAse (10mg/mL), as amostras de 

DNA foram armazenadas a -20ºC. A qualidade do DNA extraído foi analisada em 

géis de agarose 1% (p/v).  

 

MSP-PCR Fingerprinting 

 

MSP-PCR Fingerprinting usando os primers (GTG)5 e M13 foram 

otimizados a partir de SILVA-FILHO et al. (2005). Concentrações diferentes de 

cada reagente usado na PCR foram testadas, variando MgCl2 (1,5-4,5mM), 

concentração de primer (0,2-1,4pmol/µL), dNTPs (10-70µM) e DNA (110-

0,1ng/µL). Foram testadas e otimizadas as condições para duas Taq DNA 

Polimerases (1U, Invitrogen recombinante; 1,2U, Ludwig Biotech Brasil) por 

reação. O programa iniciou a 94ºC por 5min seguido de 35 ciclos de 94ºC por 

15s, 55ºC por 45s e 72ºC por 90s, com extensão final de 72ºC por 6min.  
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Os produtos de PCR foram separados em géis de agarose a 1,5% (p/v) em 

1X TAE a 7,5v/cm por 180min. Os géis foram corados com GelRed ® para 

visualização com luz UV e os marcadores de tamanho molecular 1Kb plus ou 1Kb 

(Invitrogen) foram usados para comparar os tamanhos das bandas usando o 

software UVI Mw Start Gel ® 11.  

 

Análise de agrupamento 

 

Inicialmente, foi desenvolvido o agrupamento mediante a construção de 

dendrogramas, construindo uma matriz binária de dados com os perfis genéticos 

baseados na presença /ausência de bandas e análise de cluster usando: (a) 

coeficiente de Pearson ou distância euclidiana, e (b) método UPGMA 

(Unweighted Pair Group with Arithmetical Average) ou método de Ward, usando o 

software STATISTICA 7.0 ®. Foi estabelecido o critério de 60% ou 80% de 

similaridade para definir grupos dependendo de cada dendrograma. 

 

Posteriormente, a análise de agrupamento dos perfis genéticos foi 

otimizada usando um algoritmo de cluster de grafo não supervisionado e um 

método de traçado de otimização combinatório. Cada uma das amostras foi 

representada por um vetor de números inteiros que contém o tamanho das 

bandas encontradas na amostra, de forma quantitativa. Então, a matriz de 

distância é computada usando distâncias euclidianas entre cada dupla de 

amostras. Usando a matriz, uma representação gráfica dos dados é gerada e o 
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algoritmo de agrupamento (INOSTROZA-PONTA et al., 2007) automaticamente 

computa a partição do grafo sem precisar de parâmetros definidos pelo usuário, 

como o número de clusters. Como resultado, o algoritmo encontra 20 grupos de 

amostras, com tamanhos variando entre duas e 19 amostras. Depois, a interface 

gráfica foi obtida usando o algoritmo QAPGrid (INOSTROZA-PONTA et al., 2011). 

QAPGrid produz uma interface que, baseada somente no gráfico de partição e o 

perfil genético das amostras, organiza e agrupa espacialmente as amostras de 

acordo com a sua similaridade, enquanto que o algoritmo de agrupamento separa 

os grupos menores. 

 

Índice de Conteúdo Polimórfico (PIC) 

 

O poder discriminatório dos primers (GTG)5 e M13 foi comparado usando o 

Índice de Conteúdo Polimórfico (PIC), de acordo com SMITH et al. (1997). 

Supondo que cada iniciador funciona como um “locus” e a presença/ausência de 

bandas como os “alelos” de cada um, é possível estimar o nível de polimorfismo 

obtido no fingerprinting, onde valores perto de “0” indicam que o “locus” é 

monomórfico (sem poder discriminatório) e valores perto de “1” que o “locus” é 

altamente polimórfico e/ou discriminatório.  
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Identificação molecular de leveduras 

 

O domínio divergente D1/D2 do 26S rDNA foi amplificado com os primers 

NL1 e NL4 (O’DONNELL, 1993) e a região ITS1-5.8S-ITS2 com os primers ITS1 e 

ITS4 (WHITE et al., 1990). As condições de amplificação foram as seguintes: Um 

ciclo inicial a 94ºC por 5min; 35 ciclos a 94ºC por 15s, 55ºC por 45s, 72ºC por 90s 

e um ciclo de extensão final de 72ºC por 6min. Os produtos de PCR foram 

examinados por eletroforese sobre um gel de agarose 1,5% a 100V por 45min,  

corados com GelRed ® para visualização em luz Ultravioleta, e purificados 

usando precipitação mediada por tRNA transportador (SAMBROOK & RUSSEL, 

2001).  

 

As sequências foram obtidas com o sequenciador automático Amersham 

MegaBACE 1000, usando os protocolos padronizados na Rede Genoma 

Brasileira, e o sequenciador automático ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer, 

usando os protocolos estabelecidos pela empresa Ludwig Biotech Brasil. Ambos 

equipamentos se localizam no Centro de Biotecnologia, Cbiot-UFRGS-RS, Brasil.  
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RESULTADOS 

 

Padronização da técnica MSP-PCR-Fingerprinting 

 

Foi extraído o DNA genômico de 113 cepas de vinho, 47 isolados de vinhos 

do Rio Grande do Sul e 66 de Santa Catarina, entre 2003 e 2011 (Tabela 1). 

Foram selecionadas amostras de DNA de três isolados de leveduras para avaliar 

e padronizar a técnica MSP-PCR Fingerprinting, testando duas variáveis: tipo de 

Taq DNA polimerase (Ludwig Biotech Brasil ou Invitrogen recombinante) e 

iniciador  (M13 ou (GTG)5). 

  

Tabela 1. Lista de cepas de levedura usadas e tipo de extração de DNA usado.  

Tipo de vinho 

/uva 

Região* No. de 

isolados 

Método de extração DNA 

Bordaux Isabel RS 2 OSORIO-CADAVID et al. (2009) 

Branco RS 1 OSORIO-CADAVID et al. (2009) 

SC 9 

BrancoDemiSec RS 5 OSORIO-CADAVID et al. (2009) 

Chardonnay SC 7 OSORIO-CADAVID et al. (2009) 

Lorena RS 2 OSORIO-CADAVID et al. (2009) 

Mattana SC 4 OSORIO-CADAVID et al. (2009) 

Moscatto Giallo RS 2 OSORIO-CADAVID et al. (2009) 

Niagara Isabel RS 2 OSORIO-CADAVID et al. (2009) 

Niagara RS 6 OSORIO-CADAVID et al. (2009) 
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Rosé RS 2 OSORIO-CADAVID et al. (2009) 

SC 2 AUSUBEL et al. (1999)  

Tinto Bordaux RS 10 OSORIO-CADAVID et al. (2009) 

SC 25 

Tinto Isabel RS 6 OSORIO-CADAVID et al. (2009) 

Tinto suave RS 9 OSORIO-CADAVID et al. (2009) 

SC 5 AUSUBEL et al. (1999)  

Branco Niágara SC 1 AUSUBEL et al. (1999)  

Branco seco SC 4 AUSUBEL et al. (1999)  

Branco mesa / 

Courdec  

SC 4 AUSUBEL et al. (1999)  

Tinto Cabernet SC 4 AUSUBEL et al. (1999)  

Tinto seco SC 1 AUSUBEL et al. (1999)  

Total de isolados  113  

 *RS: Rio Grande do Sul, SC: Santa Catarina. 

 

Inicialmente, foi usada a Taq polimerase da marca Ludwig Biotech Brasil 

para padronizar a técnica MSP-PCR Fingerprinting, usando o primer (GTG)5, em 

uma amostra posteriormente identificada como Saccharomyces cerevisiae (20E). 

A concentração escolhida para MgCl2 foi 3mM, seguindo as recomendações do 

fabricante. Foram testadas duas concentrações de Taq DNA polimerase em três 

amostras por triplicata (1U e 1,2U), mas quando foi avaliada 1U (seguindo a 

sugestão do fabricante), os géis mostraram arraste. Porém, o fingerprinting foi 

bem resolvido apenas quando foi usado 1,2U de Taq por cada reação. O primer 
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(GTG)5 foi testado em oito concentrações diferentes, sendo que na concentração 

de 1,4 pmol/µL foi observado maior número de bandas com melhor resolução 

(Figura 1). De forma similar, na Figura 2 se apresenta o efeito da concentração do 

dNTP Mix na reação de PCR. A concentração escolhida na padronização foi de 

50µM, por apresentar bandas mais separadas e definidas. 

 

   

Figura 1. Efeito da concentração do primer (GTG)5 (pmol/µL) na amostra 20E (S. 

cerevisiae) com a utilização da Taq DNA polimerase Ludwig Biotech Brasil. L1: 

0,2; L2: 0,4; L3: 0,6; L4: 0,8; L5: 1; L6: 1,2; L7: 1,4; L8: 1,6; L9: C(-); L11: MPM 

1Kb plus. Todos os poços tem o mesmo volume de produto de PCR. Gel de 

agarose 1,5% (p/v). 
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Figura 2. Efeito da concentração do dNTP Mix (µM) na amostra 20E (S. 

cerevisiae) com a utilização da Taq DNA polimerase Ludwig Biotech Brasil. 

MARCADOR DE TAMANHO MOLECULAR: 1Kb plus (Invitrogen). Todos os 

poços tem o mesmo volume de produto de PCR. Gel de agarose 1,5% (p/v). 

 

As reações padronizadas contêm, para um volume final de 25µL: 5µL de 

DNA (1ng/µL), 1,4pmol/µL do iniciador, 3mM MgCl2, 0,05mM do dNTPs Mix e 

1,2U de Taq polimerase Ludwig Biotech Brasil em 1X tampão de amplificação.  

 

 

De forma semelhante, foi usada a Taq DNA polimerase da marca 

Invitrogen para padronizar a técnica MSP-PCR Fingerprinting, usando o primer 

(GTG)5, em três amostras de DNA: 20E, 04C e MRC67. Foi usada 1U de Taq por 

amostra, de acordo com a sugestão do fabricante. A concentração ideal de MgCl2 

foi 3mM (Figura 3), iniciador 1pmol/µL (Figura 4) e dNTP Mix 60µM (Figura 5).   
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Figura 3. Avaliação da concentração de MgCl2 com a utilização da Taq DNA 

polimerase Invitrogen. 1-5, amostra 20E; 6, MPM 1Kb; 7-11, amostra 04C; 12,   

C(-). Foram testadas as seguintes concentrações: 1,5mM (1 e 7), 2,25mM (2 e 8), 

3mM (3 e 9), 3,75mM (4 e 10), e 4,5mM (5 e 11). Foi adicionado 2µL de GelRed 

(diluído 1:500) por amostra, mas a linha 2 teve adição em excesso do corante, 

que alterou a migração de DNA quando comparadas com as outras. Todos os 

poços tem o mesmo volume de produto de PCR. Gel de agarose 1,5% (p/v). 

 

  

 

Figura 4. Avaliação da concentração do primer (GTG)5 (pmol/µL) com a utilização 

da Taq DNA polimerase Invitrogen. Marcador de Tamanho Molecular: 1Kb. Todos 

os poços tem a mesma quantidade de produto de PCR. Gel de agarose 1,5% 

(p/v). 
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Figura 5. Avaliação da concentração de dNTPs (µM) com a utilização da Taq 

DNA polimerase Invitrogen. Concentrações avaliadas (µM): 10, 20, 30, 40, 50, 60, 

70, 80. Foi adicionado 2µL de GelRed diluído (1:500) em cada amostra, sendo a 

variação observada entre os poços devido a erro de pipetagem do corante 

GelRed. Todos os poços tem o mesmo volume de produto de PCR. Gel de 

agarose 1,5% (p/v). 

 

Também, foi avaliado o efeito da concentração de DNA no perfil do 

fingerprinting obtido (Figura 6). Concentrações menores que 10ng/µL não tiveram 

efeito sobre o perfil, porém, não houve amplificação quando foi testada numa 

concentração de DNA de 110ng/µL, o que pode ser devido a uma interferência da 

alta concentração de DNA ou/e de impurezas. 

 

 

 

20E 04C 
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Figura 6. Avaliação da concentração do DNA (ng/µL) com a utilização da Taq 

DNA polimerase Invitrogen em diluições seriadas das amostras 20E (L1-L5) e 

04C (L6-L10). L1: 5 ng/µL; L2: 1 ng/µL; L3: 0,5 ng/µL; L4: 0,25 ng/µL; L5: 0,1; L6: 

110 ng/µL; L7: 11 ng/µL; L8: 2,2 ng/µL; L9: 1,1 ng/µL; L10: 0,55 ng/µL. Todos os 

poços tem o mesmo volume de produto de PCR. Gel de agarose 1,5% (p/v). 

 

A cepa 20E foi identificada como S. cerevisiae por sequenciamento da 

região D1/D2 do 26S rDNA. O número de bandas reminiscentes no perfil de S. 

cerevisiae 20E foi similar a outros perfis de fingerprinting com o iniciador (GTG)5 

para esta espécie em outros estudos (SILVA-FILHO et al., 2005; BRITO et al., 
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2007; MAQUEDA et al., 2010), e a sua reprodutibilidade foi testada em reações  

de PCR independentes usando concentrações de DNA diferentes. A Figura 7 

mostra o teste de repetitividade no Fingerprinting usando o isolado 20E em 

diferentes reações de PCR e a sua comparação com outros perfis genéticos 

obtidos em trabalhos semelhantes.  

 

Pode-se notar que a intensidade das bandas varia e algumas bandas 

desaparecem e aparecem em cada migração no gel. Porém, algumas bandas 

apresentam um padrão de bandas específico que não muda, pelo qual o perfil 

genético pode ser detectado e agrupado como S. cerevisiae, apesar da resolução 

do tipo de gel feito.  

 

 

Figura 7. Avaliação da repetitividade da técnica MSP-PCR Fingerprinting 

comparando os perfis genéticos obtidos para a amostra 20E(Saccharomyces 

cerevisiae) usando o primer (GTG)5. A-F. Amostra 20E (Analisado neste 

trabalho), onde cada letra representou reações de PCR independentes (A e C 

usando a Taq Ludwig Biotech Brasil e B,D, E, F a Taq Invitrogen Recombinante), 

e dentro de cada letra repetições da mesma amostra migrados no mesmo gel de 

agarose. G. Perfis genéticos obtidos por MAQUEDA et al. (2010) 
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Comparação dos primers M13 e (GTG)5 

 

A partir de uma matriz binária de similaridade baseada em 

presença/ausência de bandas, foram elaborados dendrogramas para cada um 

dos primers testados em 49 amostras (Figuras 8 e 9). O primer M13 agrupou 34 

perfis diferentes (21 “alelos”) e o primer (GTG)5 29 perfis diferentes (18 “alelos”) 

usando o coeficiente de Pearson e o critério de agrupamento de 80% de 

similaridade. De forma similar, o primer M13 agrupou 30 perfis e o primer (GTG)5 

32 perfis usando distâncias euclidianas, mas o critério de agrupamento foi de 60% 

de similaridade (80% de similaridade como é comum, não conseguiu agrupar para 

esta análise). Quando os primers foram comparados de acordo com o Índice de 

Conteúdo Polimórfico, os valores foram muito semelhantes (0,92 e 0,94, 

respectivamente), indicando que qualquer dos dois primers é suficientemente 

discriminatório para definir perfis genéticos diferentes. Consequentemente, a 

escolha do primer foi baseada na visualização dos géis de agarose, tendo como 

critério a melhor resolução e separação de bandas. Assim, as análises posteriores 

foram feitas usando somente o primer (GTG)5. 
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Figura 8. Comparação de dendrogramas usando o método UPGMA e correlação 

de Pearson, baseado em uma matriz binária de presença/ausência de bandas 

usando os primers M13 (A) e (GTG)5 (B). O ponto de corte foi de 80% de 

similaridade para Pearson.  
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Figura 9. Comparação de dendrogramas usando o método UPGMA e distância 

euclidiana, baseado em uma matriz binária de presença/ausência de bandas 

usando os primers M13 (A) e (GTG)5 (B). O ponto de corte foi de 60% de 

similaridade para Pearson.  
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Avaliação da técnica 

 

Foram avaliadas várias estratégias para agrupar os perfis genéticos em 

clusters coerentes. Primeiro, foram construídos dendrogramas com as 113 

leveduras isoladas de vinhos usando dois métodos de agrupamento baseados 

numa matriz binária de presença/ausência de bandas, UPGMA e método de 

Ward, mostrando diferenças entre os grupos de cepas (Figura 10). Porém, a alta 

variabilidade do método UPGMA usando o critério de agrupamento de 60% de 

similaridade permitiu separar 47 perfis a partir das 113 amostras. O método de 

Ward, usando o critério de 60% agrupou somente cinco perfis genéticos, portanto 

o critério foi mudado para 80%, onde se formaram 13 grupos de perfis. Assim, 

comparando os dois métodos, o primeiro não conseguiu agrupar os perfis 

genéticos, sendo muito sensível a qualquer variação na matriz, enquanto que o 

método de Ward incrementa a probabilidade de encontrar falsos positivos na hora 

da identificação por sequenciamento. 
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Figura 10. Dendrogramas obtidos usando o método UPGMA (A) e Ward (B) 

baseado em distâncias euclidianas a partir de 113 amostras de leveduras. O 

critério de agrupamento foi de 60% de similaridade para UPGMA e 80% para 

Ward. 
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Em consequência, foi avaliada outra estratégia para calcular as distâncias 

euclidianas, usando uma matriz quantitativa baseada no tamanho molecular das 

bandas. Esta abordagem, além de contar a presença ou ausência de bandas, 

proporciona a posição e distribuição do perfil, o que permite a melhor 

caracterização dos resultados. Além disso, a interface gráfica gerada permite 

separar espacialmente os grupos e fornece informação completa sobre 

divergência dos perfis e as variáveis testadas. Assim, o algoritmo QAPgrid 

separou 20 clusters correspondentes a 22 perfis genéticos detectados 

visualmente (Figura 11). 

 

Várias cepas representativas de cada grupo foram sequenciadas no 

domínio D1/D2 do 26S rDNA e/ou na região ITS1-5.8S-ITS2 para a identificação. 

A identificação molecular das espécies e a sua associação com cada perfil de 

fingerprinting detectado são mostrados na Tabela 2. 



 

Figura 11. Cluster de perfis genéticos de vinhos do sul do Brasil usando o algoritmo QAPgrid. Os clusters foram obtidos a 

partir de uma matriz de dados quantitativo baseado no tamanho das bandas e usando distância euclidiana. Os clusters P3-P4 

e P9-P10 foram separados de acordo com a detecção visual dos perfis genéticos.  
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Tabela 2. Identificação de leveduras associadas a vinhos do sul do Brasil e a sua 

associação com os perfis genéticos encontrados. 

Código do perfil Espécie No. isolados 

sequenciados 

Identidade 

máxima (%) 

P1 Saccharomyces 

cerevisiae 

1 99 

P2 Candida magnoliae 1 98 

P3 (17E) Torulaspora delbrueckii 1 98 

P3 (MRC148) Aureobasidium 

pullulans 

1 99 

P4, P17, P18, 

P19, P20, P21, 

P22 

Dekkera bruxellensis 

7 98-99 

P5 Issatchenkia orientalis 1 99 

P9, P16 Pichia membranifaciens 6 99 

P10, P11, P12, 

P13, P14, P15 
Pichia manshurica 

5 99 

P18 (MRC162), 

P6 (MRC161) 

Zygosaccharomyces 

bailii 

2 99 

P1 (18E) Candida zeylanoides 1 99 

P3, P6, P7, P8 Não identificados   

Total  26  
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Em geral, as espécies mais abundantes se apresentaram em vários 

grupos. Assim, foram encontrados sete perfis genéticos para Dekkera bruxellensis 

e seis para Pichia manshurica, embora os géis de agarose somente permitissem 

a identificação visual de quatro genótipos em D. bruxellensis. A diferença entre a 

detecção visual e do algoritmo pode-se dever a diferenças sutis no tamanho 

molecular das bandas devido à baixa resolução do gel de agarose (6,43% de 

média de erro em tamanho das bandas). 

 

Alguns clusters gerados pelo algoritmo agruparam isolados de perfis 

genéticos diferentes, posteriormente identificados como espécies diferentes por 

sequenciamento de DNA. Por exemplo, uma cepa (18E) agrupou no cluster de S. 

cerevisiae (P1), porém, foi identificada como Candida zeylanoides. Uma possível 

explicação foi o baixo número de bandas obtidas para esta cepa (o isolado 18E 

somente apresentou uma banda, o que reduz a resolução do algoritmo para 

separar os diferentes grupos genéticos). Este caso aconteceu também com as 

cepas 17E e MRC148 onde somente foram visualizadas uma e duas bandas, 

respectivamente. Neste sentido, os dois isolados foram agrupados no cluster P3, 

e foram identificados por sequenciamento, como Torulaspora delbrueckii e 

Aureobasidium pullulans, respectivamente. Também, um genótipo de Pichia 

membranifaciens (P9) agrupou junto com P. manshurica (P10), o que pode ser 

devido a sua proximidade filogenética (NAUMOV & NAMOVA, 2009). No entanto, 

o perfil de Zygosaccharomyces bailii (MRC162) foi muito semelhante com um dos 

perfis de Dekkera bruxellensis (P18), embora o número de bandas tenha sido 

aparentemente suficiente para inferir uma boa resolução do perfil genético de 
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ambas as espécies. Finalmente, quatro grupos ainda não foram identificados por 

sequenciamento.  
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DISCUSSÃO 

 

A técnica MSP-PCR Fingerprinting baseada no primer (GTG)5 foi avaliada 

para a caracterização de comunidades de leveduras de vinhos do Sul do Brasil. 

Este primer foi usado em outros trabalhos e mostrou confiabilidade para este 

propósito (LIECKFELDT et al., 1993; BALEIRAS-COUTO et al., 1996; TORRIANI 

et al., 1999; SILVA-FILHO et al., 2005; BRITO et al., 2007). Porém, o uso de 

diferentes protocolos e a falta de uma base de dados padronizada não permitem o 

compartilhamento de dados entre os diferentes grupos de pesquisa. Atualmente 

somente existe disponível uma base de dados com perfis moleculares  

(www.yeast-id.com) com o objetivo de identificar leveduras associadas a 

alimentos e bebidas fermentadas, usando a técnica PCR-RFLPs com pelo menos 

três enzimas de restrição (ESTEVE-ZARZOSO et al., 1999). Porém, as 

dificuldades para identificação de algumas espécies de leveduras levaram à ideia 

de desenvolver novas metodologias e ferramentas para a sua identificação. Neste 

sentido, foi proposto o desenvolvimento de uma base de dados de perfis 

genéticos de leveduras associadas a vinhos, baseada num protocolo simples e 

otimizado, que possibilite analisar uma quantidade grande de amostras com baixo 

custo, em curto tempo, com reprodutibilidade e que possa ser facilmente 

alimentada com novos dados.  

 

O primer (GTG)5 foi escolhido entre várias alternativas de oligonucleotídeos 

para otimizar a técnica MSP-PCR Fingerprinting. SILVA-FILHO et al. (2005) 

recomendou este primer para monitorar populações de leveduras em 
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fermentações de bioetanol e selecionar cepas selvagens como starter. Grupos de 

espécies participantes na fermentação também foram avaliados usando vários 

primers e mostraram perfis similares usando M13 e (GACA)4 e maior variabilidade 

usando os primers (GAC)5 e (GTG)5 para cepas Não-Saccharomyces 

(BALEIRAS-COUTO et al., 1996; URZI et al., 1999; CARUSO et al., 2002, 

BASILIO et al., 2008), além de conseguir diferenciar 16 cepas de S. cerevisiae 

(LOUREIRO, 2000), mas as condições de amplificação foram diferentes das deste 

trabalho.  

 

A reprodutibilidade deste primer foi avaliada por BRITO et al. (2007) em 

espécies do grupo Saccharomyces sensu stricto e foi confirmada neste estudo 

usando três cepas, sendo uma delas identificada como Saccharomyces 

cerevisiae. A variabilidade na intensidade de algumas bandas entre réplicas do 

mesmo isolado foi observada nos resultados e por este motivo não foi usada essa 

variável como parte da análise de clustering. No entanto, SILVA-FILHO et al. 

(2005) sugeriram que a identificação de duas ou mais amostras com o mesmo 

padrão de amplificação (número e intensidade de bandas) poderia indicar origem 

clonal de cepas de origem geográficas diferentes.  

 

PAN et al. (2010) sugeriram que a fonte de variabilidade em trabalhos de 

análise de diversidade microbiológica usando biologia molecular envolve 

principalmente o método de extração de DNA e os reagentes usados na PCR. 

Com o objetivo de avaliar a reprodutibilidade da metodologia proposta simulando 

diferentes condições de laboratório, dois métodos de extração de DNA genômico 
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e duas marcas de Taq polimerase, além de dois diferentes termocicladores, foram 

aplicados. Os resultados mostraram variação na intensidade das bandas e, como 

consequência, no seu número, mas não na distribuição do padrão de bandas 

amplificadas. Isso permitiu continuar a construir a base de dados usando o 

algoritmo aplicado neste trabalho. Consequentemente, cepas da mesma espécie 

mostraram perfis genéticos definidos caracterizados por bandas do mesmo 

tamanho, diferindo de outras espécies em pelo menos uma banda intensa. 

 

A Figura 11 mostrou 20 clusters subdivididos em 22 perfis genéticos (por 

detecção visual dos géis) e foram identificados até nível de espécie, sem 

ambiguidades, representantes de 15 clusters de leveduras associadas à 

fermentação do vinho no sul do Brasil (ver Apêndice). Por outro lado, o algoritmo 

usado foi capaz de diferenciar vários clusters dentro da mesma espécie com uma 

distribuição não aleatória e dependente da similaridade genética, como sugeriram 

MARTINEZ et al. (2004) e VRANCKEN et al. (2010), mostrando alta sensibilidade 

à variação genética apesar da porcentagem de erro nos tamanhos de bandas 

devido à resolução do gel de agarose (média de erro de 6,43%). Cabe ressaltar 

que o algoritmo ainda não leva em conta este erro nas análises, separando 

somente os agrupamentos pelas diferenças entre tamanhos de bandas. De 

acordo com o anterior, se sugere fazer o agrupamento molecular das cepas 

usando o primer (GTG)5, seguido do sequenciamento de 10% dos isolados em 

cada cluster seja usado como ferramenta para identificar e monitorar populações 

de leveduras participantes na produção de vinho. 
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A maioria da fermentação do vinho fino no sul do Brasil adiciona no mosto 

cepas comerciais de S. cerevisiae, e isso pode explicar a baixa variabilidade 

encontrada de genótipos dessa espécie. Alternativamente, a metodologia usada 

neste trabalho pode não ser suficientemente sensível para reconhecer a 

variabilidade genotípica dentro de isolados de S. cerevisiae, embora tenha sido 

capaz de diferenciar genótipos em outras espécies. Como S. cerevisiae está sub-

representado nos isolados, provavelmente a variabilidade de genótipos dessa 

espécie não foi totalmente avaliada.  

 

Dekkera bruxellensis apresentou sete genótipos claramente separados, e 

vale a pena ressaltar a grande diversidade genética que caracterizou esta espécie 

como contaminante de vinhos no sul do Brasil, principalmente em vinhos 

produzidos colonialmente (Apêndice). Seis dos sete genótipos agruparam 

proximamente, mas o genótipo P4 é geneticamente diferente dos outros, o que 

pode ser devido à falta de bandas superiores no padrão de amplificação quando 

comparados com outros genótipos da mesma espécie. Uma cepa identificada 

como Zygosaccharomyces bailii (MRC162) teve o mesmo perfil genético do 

cluster D. bruxellensis P18 (Figura 11), sendo falso positivo da técnica. A técnica 

MSP-PCR Fingerprinting resulta em padrão de bandas no gel que correlaciona o 

tamanho molecular das bandas. É possível que bandas com sequências 

diferentes tenham o mesmo padrão de mobilidade num gel de agarose, levando a 

uma identificação falsa positiva. Como estratégia alternativa, usou-se o primer 

M13 nas mesmas condições de amplificação e eletroforese e a separação das 

duas espécies foi conseguida neste cluster. Portanto, o uso do primer (GTG)5 e 
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do M13 daria a clara separação das duas espécies neste grupo, como sugerido 

em outros trabalhos (BRITO et al., 2007). Este resultado é pouco representativo 

da diversidade genética de Z. bailii, já que foram encontrados anteriormente 

quatro perfis genéticos nesta espécie (MARTORELL et al., 2005b) usando a 

mesma técnica (protocolo diferente) e o mesmo primer (GTG)5. 

 

Os clusters que compreendem P. membranifaciens e P. manshurica foram 

também diversos genotípicamente. Depois de estudos moleculares extensivos, 

estas duas espécies são as únicas remanescentes do complexo de espécies P. 

membranifaciens, ambas presentes em fermentações naturais (NAUMOV & 

NAUMOVA, 2009; KURTZMAN et al., 2011). É interessante notar que ambos os 

genótipos de P. membranifaciens e seis genótipos de P. manshurica encontrados 

no presente trabalho agruparam muito próximo, com dois deles (P. 

membranifaciens P9 e P. manshurica P16) misturados. Isso ressalta a dificuldade 

para resolver estas espécies, fato que pode ser responsável pela identificação de 

isolados de P. manshurica como P. membranifaciens (KURTZMAN et al., 2011). 

Ambas as espécies são consideradas como potenciais microrganismos 

contaminantes de bebidas e alimentos. 

  

Foram analisadas duas variáveis a correlacionar com as amostras: 

procedência geográfica e tipo de vinho empregado, porém os agrupamentos 

obtidos não tiveram nenhum tipo de associação com a procedência e o tipo de 

vinho analisado. Este resultado concorda com outros trabalhos analisando 

variabilidade interespecífica de leveduras em vinhos usando outras técnicas de 
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agrupamento, como Eletroforese em campo pulsado (MARTINEZ et al., 2004) ou 

PCR-RFLPs (TORIJA et al., 2001). No entanto, NAUMOVA et al. (2011) 

encontraram associação da origem geográfica com a variabilidade intraespecífica 

de isolados de S. cerevisiae em vinhos usando o primer (GTG)5. Apesar de não 

ser encontrada correlação no presente trabalho, quatro dos seis genótipos de P. 

manshurica foram isolados exclusivamente em Santa Catarina.   

 

A diversidade de leveduras encontrada nos vinhos do sul do Brasil mostra 

alta presença de leveduras denominadas Não-Saccharomyces (NS) e baixa 

abundância de leveduras do gênero Saccharomyces. As espécies encontradas 

não pertencentes à Saccharomyces concordam com outros trabalhos reportados 

na literatura e mostram a presença de leveduras selvagens comumente 

encontradas nos processos de fermentação de bebidas, como Candida, 

Zygosaccharomyces, Torulaspora, Pichia ou Dekkera bruxellensis (FLEET et al., 

2003; BALEIRAS-COUTO et al., 2012; ERHU et al., 2012; ESPIRITO SANTO et 

al., 2012) e pouca dominância de Saccharomyces cerevisiae, que seria usada 

geralmente como starter na região. FLEET (2008) reportou um aumento de casos 

na literatura de espécies não-Saccharomyces, encontrando isolados de vinho de 

espécies como Hanseniaspora, Candida e Kluyveromyces com tolerância ao 

etanol similar a S. cerevisiae (MILLS et al., 2002; PINA et al., 2004; XUFRE et al., 

2006; NISIOTOU et al., 2007). Além do etanol, outras variáveis como a 

temperatura de fermentação, conteúdo de oxigênio dissolvido, fatores killer, 

moléculas do tipo “quorum-sensing” e densidade espacial poderiam afetar a 

interação competitiva entre espécies de leveduras selvagens e cepas 
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fermentativas do vinho (YAP et al., 2000; FLEET, 2003; NISSEN et al., 2003; 

HOGAN, 2006; PEREZ-NEVADO et al., 2006). Assim, pode-se inferir que 

leveduras selvagens próprias da região poderiam estar competindo na 

fermentação com Saccharomyces cerevisiae introduzidas como starter e 

dominando a comunidade no produto final, até mesmo agindo como organismos 

contaminantes. Não obstante, foi demonstrado e é amplamente aceito que o 

crescimento leveduras denominadas Não-Saccharomyces influencia o perfil 

aromático do vinho (LEMA et al., 1996), dado a suas características espécie-

específicas, sendo produtoras de metabólitos secundários e podendo contribuir 

positiva ou negativamente para as propriedades organolépticas do produto final 

(ROMANO et al., 1998). Mais pesquisas são necessárias para entender a 

diversidade e a dinâmica das comunidades de leveduras na fermentação dos 

vinhos no Sul do Brasil. 
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CONCLUSÕES 

 

A técnica MSP-PCR Fingerprinting, usando os oligonucleotídeos iniciadores 

(GTG)5 e M13, foi padronizada para analisar perfis moleculares de leveduras 

associadas a vinhos do sul do Brasil, sendo escolhido para as análises de 

clustering o primer (GTG)5 por melhor resolução e separação visual dos perfis. A 

análise de agrupamento baseado em distâncias euclidianas e no algoritmo 

QAPgrid mostrou 20 clusters com 22 perfis genéticos detectados visualmente, 

identificando até nível de espécie representantes de 15 clusters sem 

ambiguidade. Além disso, os clusters pertencentes a genótipos da mesma 

espécie foram agrupados proximamente, mostrando uma associação não 

aleatória e dependente da similaridade genética. Não foi encontrada relação entre 

a procedência ou tipo de vinho analisado com os clusters gerados de acordo com 

os tamanhos das bandas, exceto para P. manshurica, onde quatro genótipos 

foram encontrados exclusivamente em Santa Catarina. Finalmente, a diversidade 

de leveduras encontrada em vinhos coloniais e finos do sul do Brasil está de 

acordo com outros estudos realizados em vinhos. 
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PERSPECTIVAS 

 

• Identificação até nível de espécie das leveduras dos quatro clusters ainda 

não sequenciados poderá fornecer informação importante sobre genótipos 

não caracterizados ainda e/ou espécies não encontradas até agora.  

• Melhora na resolução de alguns genótipos que apresentaram só uma ou 

duas bandas, como no caso de T. delbrueckii e C. zeylanoides. 

• Alimentação da base de dados com maior número de amostras pode 

diminuir o erro encontrado na análise de agrupamento neste trabalho.  

• Ampliação da análise de cepas de leveduras associadas a outras bebidas 

fermentadas artesanais permitirá analisar a viabilidade da técnica para 

aplicação da metodologia em outros substratos.  

 

De acordo com os resultados apresentados, a associação encontrada entre 

espécies de leveduras e perfis genéticos específicos podem facilitar o 

desenvolvimento de uma ferramenta de reconhecimento rápido de espécies de 

leveduras associadas a vinhos. Isto pode ser usado para o monitoramento da  

dinâmica de leveduras selvagens e cepas starter, ajudando na avaliação da 

qualidade do vinho. Os perfis obtidos por MSP-PCR Fingerprinting podem ser 

usados como insumo para construir uma base de dados para identificação e 

genotipagem de leveduras, que pode ser compartilhada entre pesquisadores de 

leveduras de vinhos. Esta base de dados poderia ser potencialmente alimentada 

com novos dados, desde que as condições de amplificação e eletroforese sejam 

mantidas.  
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APÊNDICE 
 

Espécie Código de 
perfil 

Código de Cepa Tipo de vinho Procedência Sequenciamento 

Candida zeylanoides P1 18E Rosé SC D1/D2 
Saccharomyces 
cerevisiae 

P1 20E Branco seco SC D1/D2 

  P1 26E Branco mesa / Courdec SC Não 
  P1 71E Tinto suave SC Não 
  P1 72E Branco mesa / Courdec SC Não 
  P1 73E Tinto cabernet SC Não 
  P1 77E Tinto Bordaux SC Não 
  P1 MRC153 Tinto Bordaux, colonial RS Não 
Candida magnoliae P2 MRC179 Tinto Bordaux, fino RS ITS 
 P2 65E Branco seco SC Não 
 P2 68E Tinto suave SC Não 
 P2 69E Tinto suave SC Não 
 P2 70E Tinto suave SC Não 
Torulaspora delbrueckii P3 17E Tinto suave SC D1/D2 
Aureobasidium 
pullulans 

P3 MRC148 Tinto suave, colonial RS D1/D2 

Não identificado P3 74E Tinto cabernet SC Não 
Não identificado P3 MRC121 Tinto Bordaux, colonial SC Não 
Não identificado P3 MRC131 Tinto Bordaux, colonial SC Não 
Dekkera bruxellensis P4 MRC182 Tinto Isabel, colonial RS ITS 
 P4 MRC190 Tinto Bordaux, fino RS Não 
 P4 MRC78 Tinto suave, colonial RS Não 
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 P4 MRC79 Tinto suave, colonial RS Não 
 P4 MRC81 Tinto suave, colonial RS Não 
 P4 MRC86 Tinto suave, colonial RS Não 
 P4 MRC87 Tinto suave, colonial RS Não 
Issatchenkia orientalis P5 05CE Chardonnay SC ITS 
 P5 MRC118 Branco, fino SC Não 
 P5 MRC119 Branco, fino SC Não 
Não identificado P6 24E Rosé SC Não 
Não identificado P6 MRC161 Niagara, colonial RS Não 
Não identificado P6 MRC163 Tinto Bordaux, fino RS Não 
Não identificado P6 MRC164 Tinto Bordaux, fino RS Não 
Não identificado P6 MRC186 Niagara, fino RS Não 
Não identificado P7 MRC137 Branco, fino SC Não 
Não identificado P7 MRC144 Branco DemiSec, fino RS Não 
Não identificado P7 MRC145 Branco DemiSec, fino RS Não 
Não identificado P7 MRC160 Tinto, Isabel, colonial RS Não 
Não identificado P7 MRC187 Niagara/Isabel, fino RS Não 
Não identificado P8 MRC105 Tinto suave, colonial RS Não 
Não identificado P8 MRC147 Branco DemiSec, fino RS Não 
Não identificado P8 MRC156 Lorena, colonial RS Não 
Não identificado P8 MRC174 Moscato Giallo, fino RS Não 
Não identificado P8 MRC176 Brando DemiSec, fino RS Não 
Pichia membranifaciens P9 MRC166 Rosé, colonial RS D1/D2 
 P9 15E Branco seco SC Não 
 P9 26CE Chardonnay SC Não 
 P9 MRC126 Tinto Bordaux, fino SC Não 
 P9 MRC128 Tinto Bordaux, fino SC Não 
 P9 MRC129 Tinto Bordaux, fino SC Não 
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 P9 MRC133 Branco, fino SC Não 
 P9 MRC139 Tinto Bordaux, fino SC Não 
Pichia manshurica P10 MRC109 Branco, fino SC Não 
  P10 MRC110 Branco, fino SC Não 
  P10 MRC112 Tinto Bordaux, fino SC Não 
  P10 MRC122 Tinto Bordaux, fino SC Não 
  P10 MRC123 Tinto Bordaux, fino SC Não 
  P10 MRC130 Tinto Bordaux, fino SC Não 
  P10 MRC140 Tinto Bordaux, fino SC Não 
  P10 MRC141 Tinto Bordaux, fino SC Não 
  P10 MRC142 Tinto Bordaux, fino SC Não 
  P10 MRC143 Tinto Bordaux, fino SC Não 
  P10 MRC189 Tinto Bordaux, fino RS Não 
Pichia manshurica P11 MRC127 Tinto Bordaux, fino SC D1/D2 
  P11 MRC124 Tinto Bordaux, fino SC Não 
  P11 MRC136 Mattana, colonial SC Não 
Pichia manshurica P12 MRC171 Bordaux/Isabel, colonial RS D1/D2 
  P12 MRC113 Tinto Bordaux, fino SC Não 
  P12 MRC116A Mattana, colonial SC Não 
  P12 MRC132 Branco, fino SC Não 
  P12 MRC134 Tinto Bordaux, fino SC Não 
  P12 MRC158 Tinto Isabel, colonial RS Não 
  P12 MRC185 Niagara, fino RS Não 
Pichia manshurica P13 MRC111 Branco, fino SC D1/D2 
  P13 MRC115 Tinto Bordaux, fino SC Não 
  P13 MRC116B Mattana, colonial SC Não 
  P13 MRC125 Tinto Bordaux, fino SC Não 
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  P14 MRC107 Branco, fino SC Não 
  P14 MRC114 Tinto Bordaux, fino SC Não 
  P15 62E Branco, seco SC Não 
  P15 MRC106B Branco, fino SC Não 
  P15 MRC80 Tinto suave, colonial RS Não 
Pichia membranifaciens P16 16E Branco, Niagara SC D1/D2 
Pichia membranifaciens P16 MRC152B Tinto Bordaux, colonial RS D1/D2 
Pichia membranifaciens P16 MRC165 Rosé, colonial RS D1/D2 
Pichia membranifaciens P16 MRC184 Niagara, Fino RS D1/D2 
Pichia membranifaciens P16 MRC168 Tinto Isabel, colonial RS ITS 
  P16 59E Tinto Bordaux, fino SC Não 
  P16 MRC146 Branco DemiSec, fino RS Não 
  P16 MRC173 Moscato Giallo, fino RS Não 
Dekkera bruxellensis P17 66E Branco, seco SC D1/D2 
  P17 60E Tinto, cabernet SC Não 
  P17 67E Branco, seco SC Não 
  P17 75E Tinto, cabernet SC Não 
Zygosaccharomyces 
bailii 

P18 MRC162 Niagara, colonial RS D1/D2 

  P18 37CE Chardonnay SC Não 
Dekkera bruxellensis P18 MRC172 Bordaux/Isabel, colonial RS Não 
Dekkera bruxellensis P19 MRC177 Tinto Bordaux, fino RS D1/D2 
Dekkera bruxellensis P19 MRC180 Tinto Isabel, colonial RS D1/D2 
Dekkera bruxellensis P19 MRC88 Tinto suave, colonial RS D1/D2 
  P19 16CE Chardonnay sc Não 
  P19 MRC152A Tinto Bordaux, colonial RS Não 
  P19 MRC178 Tinto Bordaux, fino RS Não 
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  P19 MRC183 Niagara, fino RS Não 
  P19 MRC188 Niagara, fino RS Não 
Dekkera bruxellensis P20 MRC120 Tinto Bordaux, fino SC ITS 
 P20 02CE Chardonnay SC Não 
 P20 19E Tinto seco SC Não 
 P20 22E Tinto Bordaux SC Não 
 P20 29CE Chardonnay SC Não 
Dekkera bruxellensis P21 MRC181 Tinto Isabel, colonial RS ITS 
 P21 01CE Chardonnay SC Não 
Dekkera bruxellensis P22 MRC117 Mattana, colonial SC ITS 
 P22 MRC154 Lorena, colonial RS Não 
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