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RESUMO

Esta dissertacdo insere-se no ambito do tema complexo da selecgao de culturas bacterianas
‘starters’ para a realizacdo da fermentagdo malolatica (FML). Neste contexto, o trabalho
realizado consistiu na caracterizagdo fenética e funcional de uma coleccdo de bactérias do
acido lactico (BAL) isoladas de vinhos tintos da Regido Demarcada do Douro (RDD), que
sofreram a FML espontdnea, com o objectivo de seleccionar estirpes autdctones que
pudessem ser usadas como ‘starters’ melhor adaptadas ao processo de vinificagdo. Numa
abordagem polifasica, e de acordo com uma estratégia de agrupamento e seleccao sequencial
de estirpes, foram aplicados métodos fenotipicos e moleculares para avaliacdo da diversidade
fenética da coleccdo de BAL e para caracterizagdo de um subconjunto de isolados,
representativo desta diversidade e com perfil de actividades enzimaticas de interesse

enoldgico.

No decorrer deste trabalho foi isolada uma colecgdo de 793 BAL a partir de 193 amostras de
vinho tinto recolhidas em 18 adegas da RDD, em trés vindimas consecutivas (1999-2001).
Oenococcus foi o género dominante, com 90,6% dos isolados pertencentes a este género,
6,2% pertencentes ao género Lactobacillus e 3,2% a Pediococcus. Para reducdo do niimero de
isolados em estudo foi seleccionada, de forma aleatdoria, uma amostra de 295 isolados

representativa da colecgao original.

Na caracterizacdo fenética destes isolados foram aplicados métodos quimiotaxondmicos e
moleculares de tipificagdo (andlise de perfis de proteinas celulares totais e M13-PCR
‘fingerprinting’), para a definicdo de ‘clusters’ a niveis de semelhancga elevados e selecgdo de
estirpes representativas da diversidade subjacente. Em resultado da analise dos perfis de
proteinas celulares totais foram seleccionados 227 isolados para tipificagdo gendmica por
M13-PCR ‘fingerprinting’. De acordo com a analise dos perfis de ‘fingerprinting’ destes isolados
foi possivel seleccionar 96 estirpes representantes da diversidade fenética da colecgdo para
identificacdo a nivel de espécie por analise de rDNA 16S. A andlise dos perfis de 16S-ARDRA
destas estirpes permitiu a identificacdo de 17 restritipos e a selecgao de representantes para
sequenciagdo de rDNA 16S. A identificagdo a nivel de espécie foi realizada por comparagdo
das sequéncias parciais obtidas com as disponiveis em bases de dados e por analise integrada
com os resultados de 16S-ARDRA.

Os 295 isolados de BAL foram identificados nas seguintes espécies: Oenococcus oeni (227);
Leuconostoc mesenteroides (2); Lactobacillus mali (19); Lactobacillus brevis (11);
Lactobacillus plantarum/paraplantarum (6); Lactobacillus vaccinostercus (3); Lactobacillus

casei/paracasei/zeae (2); Lactobacillus hilgardii (1); e Pediococcus parvulus (24).



A diversidade fenética da coleccdo de BAL em estudo foi estimada pela aplicacdo de indices de
diversidade que, globalmente, apontaram para a existéncia de uma diversidade elevada de
estirpes de BAL associadas ao processo de produgdo de vinhos tintos com FML espontdnea na

RDD, em particular para a espécie Oenococcus oeni.

Para a caracterizacdo funcional da diversidade subjacente foram estudadas actividades
enzimaticas com relevancia enoldgica, tendo sido efectuado o ‘screening’ da coleccdo de 295
isolados de BAL para a presenca da enzima malolactica, de B-glucosidases, das enzimas da via
de degradacao da arginina, da descarboxilase de tirosina e da descarboxilase de histidina.
Com base na analise integrada dos dados provenientes deste ‘screening’ fenotipico e da
caracterizagdo fenética dos isolados, seleccionou-se um conjunto de 81 estirpes com
caracteristicas enoldgicas desejaveis (mle+, B-glu+, arg-, tdc-, hdc-) representantes da
diversidade de cada espécie presente na colecgao de BAL em estudo. Para este subconjunto
de estirpes procedeu-se a deteccao por PCR dos genes associados para confirmacdo dos
resultados do ‘screening’ fenotipico.

Para avaliar o comportamento funcional das estirpes seleccionadas pelos ‘screenings’
fenotipico e genotipico, caracterizou-se o seu crescimento em vinho e meios de cultura.
As 63 estirpes caracterizadas nestes ensaios foram agrupadas em 6 ‘clusters’ distintos e,
ainda que se tenham observado diferencas na distribuicdo das estirpes de cada sub-regido,
ndao se detectou qualquer associacdo significativa, indicando assim que a diversidade
fisiolégica das estirpes de BAL responsaveis pela FML espontanea ndo parece evidenciar
qualquer padrdo geografico a nivel interno da RDD. Paralelamente, efectuou-se uma
caracterizacdo das 41 estirpes de O. oeni, por andlise de macrorestricdo, para definicdo do
grupo gendmico respectivo. Estas estirpes foram agrupadas de acordo com 13 grupos
gendmicos distintos, tendo o grupo gendmico prevalente sido detectado nas trés sub-regides
da RDD.

De acordo com o objectivo principal desta dissertacdo, e na sequéncia da estratégia adoptada,
procedeu-se a selecgdo do subconjunto final de estirpes de O. oeni da RDD que, sendo
representativas desta regido de producdao, possam constituir uma “carteira” de ‘starters’
regionais para FML controlada. Apesar de ndo ter sido possivel caracterizar o comportamento
das 17 estirpes seleccionadas em ensaios de transcricgdo em vinho e meios de cultura, os
resultados apresentados, ainda que obtidos a partir de ensaios preliminares, revelam a
importancia da realizacdo destes estudos na avaliagdo do comportamento transcricional de
genes que codificam para enzimas com relevancia enoldgica. Esta avaliagdo devera ser

considerada como critério na selecgdo de estirpes para culturas ‘starter’.

Palavras-Chave: ‘Starter’, Fermentacdo malolactica, Bactérias do acido lactico, Oenococcus
oeni, SDS-PAGE, M13-PCR ‘fingerprinting’, 16S-ARDRA, Macrorestricdao, B-glucosidase,

Arginina desaminase, Aminas biogénicas, RT-PCR, Vinho, Regido Demarcada do Douro.



ABSTRACT

This thesis arises in the scope of the complex subject of the selection of bacterial starter
cultures for the accomplishment of malolactic fermentation (MLF). Under the main goal of
selecting autochthone strains better adapted to the winemaking process, the work involved
the phenetic and functional characterization of a collection of lactic acid bacteria (LAB)
isolated from red wines of the Demarcated Region of Douro (RDD), which had undergone
spontaneous MLF. Following a narrow-down strategy of grouping and sequential selection of
strains in a poliphasic approach, phenotypic and molecular methods were applied both to
evaluate the phenetic diversity of the BAL collection and to characterize a subgroup of strains,

representative of this diversity and with a profile of enzymatic activities oenologically relevant.

In the course of this work, a collection of 793 BAL was isolated from 193 samples of red wine
collected in 18 wineries of the RDD, in three consecutive vintages (1999-2001). Oenococcus
was the dominant genus (90.6%), followed by Lactobacillus (6.2%) and Pediococcus (3.2%).
To decrease the number of isolates under in study, 295 isolates were selected as a
representative sample. A phenetic characterization of these 295 isolates, based on
chemotaxonomic and molecular methods of strain typing (whole-cell protein profiling and
M13-PCR fingerprinting), was applied for clustering and selection of a set of strains

representative of the underlying diversity.

Analysis of the whole-cell protein profiles allowed the selection of 227 isolates for genomic
typing by M13-PCR fingerprinting. According to the M13-PCR fingerprinting results, 96 strains
representative of the phenetic diversity of the BAL collection were selected for identification at
species level. The analysis of 16S-ARDRA profiles for these strains allowed the identification of
17 restritypes and the selection of representatives strains for 16S rDNA sequencing. The
identification at the species level was performed by comparison of the obtained partial
sequences with those available in public databases and by integrated analysis with
16S-ARDRA results.

The 295 BAL isolates were identified as belonging to the following species: Oenococcus oeni
(227); Leuconostoc mesenteroides (2); Lactobacillus mali (19); Lactobacillus brevis (11);
Lactobacillus plantarum/paraplantarum (6); Lactobacillus vaccinostercus (3); Lactobacillus

casei/paracasei/zeae (2); Lactobacillus hilgardii (1); and Pediococcus parvulus (24).

The evaluation of the phenetic diversity of the BAL collection under study was performed with
diversity indexes, that globally pointed to the existence of a high diversity of BAL strains
associated with spontaneous MLF of red wines in RDD, in particular for the species

Oenococcus oeni.



For the functional characterization of the underlying diversity, the collection of 295 BAL was
screened for enzymatic activities with oenological relevance: the presence of malolactic
enzyme, B-glucosidases, enzymes involved in arginine degradation pathway, tyrosine
decarboxylase and histidine decarboxylase. The integrated analysis of the data from this
phenotypic screening and previous phenetic characterization allowed the selection of a set of
81 strains with desirable oenological characteristics (mle+, p-glu+, arg-, tdc-, hdc-),
representative of the intra-specific diversity of the BAL collection. Confirmation of phenotypic
screening results was performed for this subset of strains, through PCR detection of genes

associated with the targeted phenotypes.

The functional behavior of the strains selected by both phenotypic and genotypic screenings
was evaluated by growth in wine and culture media. The 63 strains characterized in these
assays were grouped in 6 distinct clusters and, although differences in strain distribution have
been observed, they did not correlate with sub-regions. This fact indicates that the
physiological diversity of BAL strains responsible for the spontaneous FML does not seem to
follow any geographic pattern at an internal level in RDD.

In parallel, the genomic groups of 41 O. oeni strains were assessed by macrorestriction
analysis. These strains were grouped in 13 different genomic groups, and the most prevalent
group was detected in the three sub-regions of RDD.

In accordance with the main goal of this thesis, and in sequence with the adopted strategy, a
group of O. oeni strains from RDD was selected as representative of this region of production
to constitute a "regional wallet" of starters for controlled FML. Although it has not been
possible to characterize the behavior of the 17 selected strains in transcription assays in wine
and culture media, the results presented, though obtained in preliminary assays, disclose the
importance of the accomplishment of these studies in the evaluation of the transcriptional
behavior of genes that codify for enzymes with oenological relevance. This evaluation should

be considered as an additional criterion in the selection of strains for starter cultures.

Keywords: Starter, Malolactic fermentation, Lactic acid bacteria, Oenococcus oeni,
SDS-PAGE, M13-PCR fingerprinting, 16S-ARDRA, PFGE, B-glucosidase, Arginine desaminase,
Biogenic amines, RT-PCR, Wine, Demarcated Region of Douro.
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PREAMBULO

O trabalho apresentado nesta dissertacdo, orientado pela Prof. Cat. Doutora Maria Arlete
Mendes Faia (UTAD) e pelo Prof. Aux. Doutor Rogério Tenreiro (FCUL), esteve inserido na
Linha de Investigagdo em “Identificagdo de microrganismos do vinho” (DIA/CGB/UTAD),
direccionada para o isolamento de microrganismos autéctones que, por se encontrarem
adaptados aos vinhos da Regido Demarcada do Douro (RDD), apresentam maior potencial

enoldgico para aplicacdes biotecnoldgicas a implementar futuramente nesta regido.

Com a realizagdo de uma dissertagdo de doutoramento no ambito da caracterizacdo e
seleccdo de bactérias do acido lactico (BAL) isoladas de vinhos da RDD pretendeu-se
contribuir para o tema complexo da seleccdo de culturas bacterianas ‘starters’ para a
realizacdo da fermentagcdo malolatica (FML). A importancia da FML nos vinhos do Douro, e o
seu impacto efectivo na qualidade do vinho nalgumas vindimas, justifica um estudo de
caracterizacdo exaustiva e identificacdo a nivel de espécie de BAL autdctones isoladas de
vinhos tintos desta regido, no sentido de seleccionar estirpes que possam ser usadas como
‘starters’, melhor adaptadas a este processo de vinificacao, para ultrapassar alguns problemas

de qualidade padrdo que possam ocorrer em algumas vindimas.

Neste contexto, o trabalho realizado consistiu na caracterizagcdao ecoldgica e funcional de uma
coleccdo de isolados provenientes de vinhos da RDD, que sofreram a FML espontdnea, por
uma abordagem polifasica que, aliando as metodologias fenotipicas e moleculares da
tipificacdo de estirpes a caracterizacdo de actividades enzimaticas com interesse enoldgico,
constitui uma estratégia inovadora de agrupamento e seleccdo sequencial de estirpes. Com
esta abordagem pretendeu-se:

(i) caracterizar uma colecgao de isolados de vinhos provenientes de uma regido demarcada,

representativa da diversidade ecoldgica de BAL nos vinhos desta regido;

(ii) definir metodologias e critérios para a selecgdo e monitorizacdo de estirpes candidatas a

utilizagdo como ‘starters’;

(iii) contribuir com dados resultantes da aplicacdo de novas metodologias (analise do

transcriptoma) para o esclarecimento do papel das BAL nas caracteristicas finais do vinho.

De acordo com estes objectivos, podem ser consideradas quatro fases na realizacdo deste
trabalho: Fase I - isolamento e caracterizacdo sumaria da coleccdo de BAL ; Fase II
- identificacdo a nivel de espécie e avaliagdo da diversidade; Fase III - selecgdo de estirpes
com interesse enoldgico; e Fase IV - analise transcricional da expressdo de genes

seleccionados.



A Fase I consistiu no isolamento da colecccdo de BAL e na sua identificacdo presuntiva a nivel
de género por métodos fenotipicos classicos. Em trés vindimas consecutivas foram
amostrados vinhos das diferentes sub-regiGes da RDD, a partir dos quais foi possivel isolar
uma coleccdo de <cerca 800 estirpes de BAL pertencentes aos géneros

Oenococcus/Leuconostoc, Lactobacillus e Pediococcus.

A Fase II consistiu na caracterizacdo quimiotaxonémica e molecular de uma amostra
representativa da coleccdo de isolados (ca. 300) com recurso a perfis de proteinas celulares
totais por SDS-PAGE e PCR direccionada para sequéncias repetidas. Foram utilizados métodos
de taxonomia numérica para definir grupos de estirpes e avaliar a diversidade gendmica. Na
identificacdo dos isolados foi adoptada uma estratégia baseada no agrupamento de estirpes,
que consistiu na aplicagdo sequencial das metodologias referidas, seguida da analise dos
perfis de restricdo do rDNA 16S (ARDRA) e selecgdao de um subconjunto reduzido de isolados

para sequenciacdao do rDNA 16S.

A Fase III consistiu na definicdo de critérios e aplicacdo de metodologias para a selecgdo de
estirpes de Oenococcus oeni com interesse enologico. Deste modo, foi realizado um
‘screening’ fenotipico dos isolados para actividades enzimaticas com relevancia enoldgica. A
analise cruzada dos dados provenientes deste ‘screening’ e da caracterizagdo dos isolados
realizada durante a Fase II, permitiu seleccionar um subconjunto de estirpes com
caracteristicas enoldgicas desejaveis e representativo da diversidade gendmica presente na
amostra. Os resultados do ‘screening’ fenotipico de actividades enzimaticas destes isolados
foram confirmados por amplificacdo por PCR com ‘primers’ especificos para os genes
respectivos (‘gene-specific’ PCR). Estes isolados foram ainda caracterizados por ensaios de
crescimento em vinho e meios de cultura apropriados, e submetidos a uma caracterizagao
gendmica mais detalhada por analise de macrorestricdo. A andlise integrada dos dados
resultantes das fases anteriores permitiu agrupar, identificar e seleccionar um subconjunto de

estirpes de Oenococcus oeni com interesse enoldgico.

Na Fase IV realizaram-se alguns ensaios de transcricdo de genes associados a produgdo de
aminas biogénicas e B-glucosidases, com estirpes seleccionadas que foram inoculadas em
vinho proveniente da RDD, vinho sintético e meio de cultura com diferentes valores de pH,

teores de acido malico e etanol, tendo sido monitorizada paralelamente a viabilidade celular.

A execucdo deste trabalho foi suportada por trés instituicdes e co-financiada pela Agéncia de
Inovagao (projecto “Safebactowinebags”, Adi 70/00105). O isolamento, conservagao e
identificacdo presuntiva, a nivel de género, dos isolados da colecgdo de BAL do vinho decorreu
no Laboratdrio da Seccao de Enologia do Departamento de Industrias Alimentares da UTAD. A
diferenciacdo e a identificacdo a nivel de espécie de um subconjunto de isolados,
seleccionados a partir da coleccao de BAL como amostra representativa, foram realizadas no
Laboratério da Seccdo de Microbiologia do Departamento de Biologia Vegetal da FCUL. A
seleccdo de estirpes com interesse enoldgico envolveu os laboratérios da Secgdao de Enologia
do Departamento de Industrias Alimentares da UTAD e da Unidade de Microbiologia,
Biotecnologia e Biologia Molecular do ICAT. Neste ultimo laboratério foi também realizada a

analise transcricional da expressdo de genes seleccionados.



Esta dissertacdo encontra-se estruturada em quatro capitulos principais e um anexo. Na
Introdugdo Geral, para além da caracterizacdo geral das BAL em termos de taxonomia,
metabolismo e crescimento, habitats e aplicagdes industriais, foi apresentada uma revisao
extensa sobre as BAL e o seu papel no processo de vinificagdo. Em Material e Métodos
apresenta-se a descricdo sumaria dos procedimentos experimentais utilizados, tendo-se
optado por apresentar em anexo a lista de estirpes de BAL que constituiram a amostra em
estudo. Os principais resultados obtidos, bem como o seu tratamento e discussao sao
apresentados em Resultados e Discussdo. Neste capitulo, e sempre que justificado sdo ainda
apresentadas analises comparativas. No Ultimo capitulo retiram-se conclusdes finais e

apresentam-se perspectivas futuras de continuacao do trabalho.






INTRODUCAO GERAL

1.1
1.2
1.3
1.4
1.5
1.6
1.7
1.8

Caracterizacdo geral das bactérias do acido lactico (BAL)
Classificacdao das BAL

Metabolismo de hidratos de carbono

Habitats e aplicacdes industriais das BAL

As BAL no processo de producao de vinho

Isolamento e cultura das BAL do vinho

Identificacao e diferenciacao das BAL do vinho

Interesse enolégico das BAL do vinho






1.1 CARACTERIZAGAO GERAL DAS BACTERIAS DO ACIDO LACTICO (BAL)

O termo "bactérias do acido lactico" (BAL) descreve um grupo de microrganismos procariotas
capazes de produzir acido lactico como produto final da fermentacao de hidratos de carbono.
Foi Hueppe, em 1884, que introduziu o termo "Milchsauerbacillus" para descrever, em parte, a
flora microbiana responsavel pela acidificacdo do leite e produtos lacteos (Stamer, 1979). Mais
tarde, em 1919, Orla-Jensen definiu com razoavel precisdao este grupo de bactérias, usando as
suas caracteristicas morfoldgicas, metabdlicas e fisioldgicas como critérios para estabelecer a

sua diferenciacdo taxonomica (Stamer, 1979; Kandler, 1983; Axelsson, 1993).

A formacdo de acido lactico como produto final do metabolismo dos aglcares é uma
caracteristica partilhada com outros grupos de microrganismos, distinguindo-se as
“verdadeiras” BAL por apresentarem um teor molar de guanina e citosina inferior a 50% no
seu DNA (Wood e Holzapfel, 1995; Holzapfel et al.,2001).

As bactérias incluidas neste grupo sdo bacilos ou cocos gram positivos ndo madveis (ou
raramente moveis) e que ndo formam enddsporos. Sa3o microrganismos quimioorganotroéficos
com metabolismo estritamente fermentativo (Stamer, 1979; Kandler, 1983; Wood e Holzapfel,
1995). A caracteristica chave deste grupo € a incapacidade de sintetizar grupos porfirinicos
(e.g. heme), o que explica o facto de nas condigbes de cultura utilizadas em laboratério as
BAL serem desprovidas de citocromos e a auséncia de “verdadeira” catalase. Contudo, podem
ocorrer excepgdes a esta descricdo geral, jd@ que algumas estirpes de BAL produzem
peroxidases ou uma “pseudocatalase”? (Axelsson, 1993; Wood e Holzapfel, 1995). Em meios
contendo hematina ou compostos relacionados, algumas estirpes podem produzir catalase ou
mesmo citocromos, € em alguns casos constituir uma cadeia de transporte electronico

funcional (Axelsson, 1993).

Apesar de serem aerotolerantes, sdo um grupo de bactérias caracteristico de habitats ndo
aerdbios, muito exigentes do ponto de vista nutritivo e quesuportam valores de pH muito
baixos, sendo a tolerancia a acidez uma caracteristica variavel entre estirpes. As BAL estdo
presentes em ambientes muito diversos (e.g. alimentos e bebidas fermentados, plantas,
frutos, solo, aguas residuais) e também fazem parte da microflora dos tractos respiratério,

intestinal e genital do homem e de animais (Wood e Holzapfel, 1995; Chambel, 2001).

Numa perspectiva biotecnoldgica, as BAL tém um potencial de aplicagdo diversificado, desde o
controlo do processo fermentativo na producdo de alimentos fermentados até a sua utilizagdo
como probidticos na salude humana e animal (Chambel, 2001). No vinho, este grupo de
microrganismos é responsavel por um processo fermentativo secundario e esta envolvido na
libertacdo de compostos aromaticos. Ocasionalmente, a producdo de metabolitos indesejaveis
por parte destes microrganismos pode provocar alteracoes das propriedades organolépticas e

das caracteristicas toxicolégicas/higiénicas do produto final (Lonvaud-Funel, 1999).

1. A “pseudocatalase” difere da catalase por ndo apresentar grupo heme e pela resisténcia ao cianeto e a azida
(Sharpe, 1979 cit. por Mendes-Faia, 1987).
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1.2 CLASSIFICAGAO DAS BAL

A primeira classificagdo das BAL foi efectuada por Orla-Jensen em 1919. Este investigador
classificou as BAL nos géneros Betabacterium, Thermobacterium, Streptobacterium,
Streptococcus, Betacoccus, Tetracoccus e Microbacterium. As alteragGes consideraveis
ocorridas na taxonomia das BAL, com a criagdo de novos géneros, espécies e sua
reclassificagdo e reorganizacdo,conduziram a que destes géneros apenas persiste actualmente
Streptococcus, embora ndo incluindo as espécies transferidas para 0s novos géneros

Enterococcus, Lactococcus e Vagococus (Tabela 1.1).

TABELA 1.1 Comparacdo entre a classificacdo das BAL proposta por Orla-Jensen e uma classificagao tax-
ondmica mais recente (adaptado de Stiles e Holzapfel, 1997; Holzapfel et al., 2001).

Género Forma Catalase Redgg{ao Fermentacgdo® Géneros actuais
de nitrito
Betabacterium Bacilos - - Hetero- Lactobacillus
Weissella
Thermobacterium Bacilos - - Homo- Lactobacillus
Streptobacterium Bacilos - - Homo- e Hetero- Lactobacillus
Carnobacterium
Streptococcus Cocos - - Homo- Streptococcus
Enterococcus
Lactococcus
Vagococcus
Betacoccus Cocos - - Hetero- Leuconostoc
Oenococcus
Weissella
Microbacterium Bacilos + + Homo- Brochothrix
Tetracoccus Cocos + + Homo- Pediococcus
Tetragenococcus

a. Tipo de metabolismo fermentativo - classificagdo de acordo com os produtos finais originados a partir da fermentagdo da glucose: (i)
homofermentativo, se produz quase exclusivamente &cido lactico e (ii) heterofermentativo, se produz para além de CO,, lactato e etanol
(Desmazeaud e Roissart, 1994).

A abordagem tradicional na classificacdo das BAL em diferentes géneros baseava-se
fundamentalmente em caracteres fenotipicos, nomeadamente: (i) morfoldgicos, das células
(forma, enddsporos, flagelos, reacgdo de Gram) e das coldnias (cor, dimensdes, forma);
(ii) bioquimicos (modo de fermentagdo da glucose, configuragdo do acido lactico produzido); e
(iii) fisiolégicos (crescimento a diferentes temperaturas, capacidade de crescer em elevadas
concentracdes de sal, e tolerdncia a pH acido e alcalino) (Curck et al., 1994; Dellaglio et al.,
1994; Vandamme et al., 1996; Axelsson, 2004).

Ainda que estas caracteristicas continuem a ser usadas como diferenciais a nivel de alguns
géneros de BAL, tal como se exemplifica na Tabela 1.2, outros métodos fenotipicos foram
introduzidos na classificacdo das BAL tais como os perfis metabdlicos e enzimaticos, a tipagem

fagica e bacteriocinica e a serotipagem.

Com o desenvolvimento dos métodos quimiotaxondmicos surgiu também a analise de perfis
de acidos gordos ou de perfis de proteinas celulares totais, a analise de constituintes da

parede celular (tipos de peptidoglicano e acidos teicdicos), ou a analise do espectro
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infravermelho de pirdlise pela transformada de Fourier (Curck et al., 1994; Dellaglio et al.,
1994; Vandamme et al., 1996).

TABELA 1.2 Caracteristicas diferenciais de alguns géneros de BAL (adaptado de Axelsson, 1993).

3 o | 8

3 g 3 8 S |88 |88 | s 8 g

g8 | 8|8 |5 |88 8|8 |8 |¢
Caracteristicas? S § g gtLJ E § §’ § § E % E
Morfologia celular? B B B, C C C C C C C C
Formagdo de tétradas - - - + - - + - +
CO, a partir da glucose® - + + - - - + - - -
Crescimento a 10°C + + + + + + + + - +
Crescimento a 45°C - + - - + - - + + -
Cresc. em 6,5% de NaCl NDY + + + + - + + - +
Cresc. em 18% de NaCl - - - - - - - - - +
Crescimento em pH 4,4 ND + + - + + + + - -
Crescimento em pH 9,6 - - - + + - - - - +
Acido lactico® L %5 oL L L L D LbL L L

a. +, positivo; -, negativo; £, resposta varidvel entre espécies; ND, n&do determinado.

b. B, bacilos; C, cocos.

c. Teste para tipo de fermentagdo da glucose: negativo e positivo representam homofermentativa e heterofermentativa, respectivamente.
d. N&o foi observado crescimento em 8% de NaCl.

e. Configuragdo do acido lactico produzido a partir da glucose.

A aplicagdo de técnicas moleculares na classificacdo e identificacdo das BAL permitiu substituir
e/ou complementar as metodologias classicas baseadas no fendtipo. Dos métodos
moleculares destacam-se, entre outros, a sequenciacdo do rDNA 16S e outros genes, a
determinacdo do teor molar de guanina e citosina, as hibridacbes DNA-DNA e DNA-RNA, a
analise de polimorfismos de dimensdo de fragmentos de restricdo (RFLP), a macrorestrigdo
(PFGE) e diversas técnicas baseadas em PCR (RAPD, ARDRA, AFLP). Os métodos fenotipicos e
genotipicos usados na identificagdo, diferenciagdo e tipificacdo das BAL, em particular das BAL

isoladas de vinhos, serdo abordados com mais pormenor no ponto 1.7.

Trabalhos exaustivos e extensos de determinacdo de sequéncias de RNA e DNA ribossomico,
particularmente do rRNA 16S, tém permitido estabelecer as relagbes filogenéticas que servem
de base a taxonomia actual das BAL. Por apresentarem um teor molar de G+C inferior a 50%,
as BAL tipicas pertencem ao ramo "Clostridium" das bactérias gram positivas (Figura 1.1),
enquanto que o ramo "Actinomycetes' cujo teor em (G+C)% ¢é superior a 50% inclui espécies
do género Bifidobacterium e outros géneros também importantes nas industrias dos alimentos

e das bebidas (Coenye e Vandamme, 2003).

9
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FIGURA 1.1 Arvore consenso, baseada na andlise comparativa de sequéncias de rRNA 16S, mostrando
os principais grupos filogenéticos das BAL com baixo teor molar de G+C e os géneros gram positivos ndo
directamente relacionados Bifidobacterium e Propionibacterium (adaptado de Holzapfel et al., 2001).

Oenococcus

Streptococcus

Lactococcus

Leuconostoc

Enterococcus,
Melissococcus,
Tetragenococcus
Vagococcus

Carnobacterium
Lactosphaera

Aerococcus

Weissella

Lactobacillus

Alloiococcus
Dolosigranulum

% molar de G+C <50% (Ramo Clostridium)

%% molar de G+C >50% (Ramo Actinomycetes)

Propionibacterium

Bifidobacterium

De uma maneira geral, a maioria dos géneros das BAL forma grupos filogeneticamente
distintos, mas para alguns, em particular Lactobacillus e Pediococcus, os ‘clusters’
filogenéticos ndo se correlacionam com as classificacdes baseadas em caracteres fenotipicos
(Axelsson, 2004). No caso do género Lactobacillus e numa tentativa de conciliar os dados de
caracterizacdo fenotipica com os dados filogenéticos obtidos da sequenciacdo do rRNA,
Hammes e Vogel (1995) propuseram a seguinte classificagdo: homofermentativos obrigatoérios
(grupo A), heterofermentativos facultativos (grupo B) e heterofermentativos obrigatoérios
(grupo C). Dentro de cada grupo fermentativo as espécies sdao organizadas de acordo com as
suas relagoes filogenéticas pelos seguintes grupos: a (grupo Lb. delbrueckii), b (grupo
Lb. casei-Pediococcus) e ¢ (grupo Leuconostoc), existindo as seguintes combinagdes Aa, Ab,
Ba, Bb, Cb e Cc.

Para além destas discrepancias filo-fenéticas, a maior dificuldade que se apresenta ao tentar
sumarizar os grupos taxonomicos de BAL actualmente reconhecidos prende-se com a propria

definicdo deste grupo funcional de bactérias.

De facto, consoante as BAL sdo encaradas como um grupo de bactérias gram positivas que
produzem acido lactico como Unico, principal ou importante produto da fermentacdo de
aglcares como mecanismo de producgdo de energia (BAL sensu latu), ou como um sub-grupo
destas que além disso sdo anaerdbias, micro-aerdfilicas ou aero-tolerantes, possuem um teor
molar de G+C<50%, ndo produzem catalase e ndo formam enddsporos (BAL sensu strictu),

assim varia o nimero de géneros considerados e a correspondente diversidade filogénética.

Na Figura 1.2 apresenta-se a organizagdo taxondmica deste grupo funcional de bactérias, no
seu conceito mais amplo, e recorrendo a informagdo disponivel no TOBA ("Taxonomic Outline
of the Bacteria and Archaea", versao 7.7, 06.Marco.2007) e na LPNSN ("List of Prokaryotic
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Names with Standing in Nomenclature"), para a compilacdo dos géneros actualmente

reconhecidos (em termos de publicacdo valida) e do nimero de espécies incluidas.

FIGURA 1.2 Organizagdo taxondémica das BAL de acordo com o indice taxondmico dos procariotas
(TOBA, versdo 7.7 06/03/2007) a lista de nomes procaridticos com nomenclatura reconhecida (LPNSN,
versdo 04/09/2007). Os numeros apresentados referem-se ao total de espécies descritas em cada grupo.

Dominio Bacteria 364
Filo "Firmicutes" 328
[Classe "Bacilli® . 324
Ordem "Lactobacillales" 302 Ordem Bacillales 22
Familia Lactobacillaceae 113 Familia "Sporolactobacillaceae" 5
Lactobacillus 103 Sporolactobacillus 5
Paralactobacillus 1
Pediococcus 9 Familia Bacillaceae 6
Bacillus coagulans 1
Familia "Aerococaceae" 18 Bacillus laevolacticus 1
Aerococcus 6 Bacillus smithii 1
Abiotrophia 1 Bacillus sp. ("racemilacticus") 1
Dolisococcus 1 Bacillus sp. ("vesiculiferous") 1
Eremococcus 1 Geobacillus staearothermophilus 1
Facklamia 6
Globicatella 2 Familia "Paenibacillaceae” 2
Ignavigranum 1 Paenibacillus lentimorbus 1
Paenibacillus popilliae 1
Familia "Carnobacteriaceae” 31
Carnobacterium 10 Familia "Staphylococcaceae" 1
Agitococcus 1 Gemella morbillorum 1
Alkalibacterium 3
S Allofustis 1 Familia "Listeriaceae" 8
2 Alloiococcus 1 Listeria 6
0 Atopococcus 1 Brochothrix 2
=] Atopostipes 1
7] .
5 Desemzia 1
0 Dolisogranulum 1
S Granulicatella 3 [Classe "Clostridia” 1]
o Isobaculum 1
'_, (Lactosphaera) 0 Ordem Clostridiales 1
< Marinila ctibacillus 2
o Trichococcus 5 Familia "Lachnospiraceae” 1
Ruminococcus hansenii 1
Familia "Enterococcaceae"” 46
Enterococcus 33
Atopobacter 1
Catellicoccus 1
Melissococcus 1 [Classe Mollicutes 3]
Pilibacter 1
Tetragenococcus 4 Ordem Incertae sedis 8 3
Vagococcus 5
Familia "Erysipelothricaceae" 3
Familia "Leuconostocaceae” 27 Erysipelothrix 3
Leuconostoc 14
Oenococcus 2
Weissella 11
Familia Streptococcaceae 67
Streptococcus 61
Lactococcus 5
Lactovum 1
Filo "Actinobacteria" 36
(Classe "Actinobacteria™ . 36
Ordem Bifidobacteriales 28 Ordem Coriobacteriales 7
Familia Bifidobacteriaceae 28 Familia Coriobacteriaceae 7
Bifidobacterium 28 Atopobium 5
Olsenella 2
Ordem Actinomycetales 1
Familia Actino mycetaceae 1
Actinomyces israelii 1

Neste conceito de BAL sensu /latu incluiram-se, além das BAL sensu strictu (Ordem

"Lactobacillales"), os seguintes grupos bacterianos:

(i) o género Bifidobacterium e a espécie Actinomyces israelii (homofermentativa em condigdes

de anaerobiose), na sequéncia do descrito por Holzapfel e Wood (1995);
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(ii) as espécies de Bacillus spp. e o género Sporolactobacillus tal como referido por Fritze e
Claus (1995), com as correspondentes actualizagdes taxondmicas resultantes da transferéncia
de Bacillus stearotermophilus para o novo género Geobacillus, e de B. lentimorbus e

B. popilliae para o novo género Paenibacillus;

(iii) as espécies Gemella morbillorum e Ruminococcus hansenii, anteriormente incluidas no

género Streptococcus;

(iv) os géneros Atopobium e Olsenella que, além de incluirem as antigas espécies
Lactobacillus minutus e Lb. rimae (Atopobium) e Lb. uli (Olsenella), se caracterizam
globalmente por produzirem acido lactico como produto principal da fermentacdo da glucose
(Dewhirst et al., 2001);

(v) os géneros Listeria, Brochothrix e Erysipelothrix, produtores de acido lactico e com alguma
proximidade filogenética das BAL sensu strictu (Robertson e McCullough, 1968; Jones, 1992;

Jones e Seeliger, 1992).

Deste modo, o grupo das BAL sensu latu inclui 364 espécies distribuidas por 49 géneros
actualmente reconhecidos (ndo incluindo o género Lactosphaera, cuja Unica espécie

recohecida foi transferida para o género Trichococcus).

Entre estas, 302 espécies distribuidas por 36 géneros constituem o grupo das BAL sensu
strictu, mais frequentemente considerado em termos praticos pelos investigadores desta area
cientifica e que sera maioritariamente adoptado nesta dissertacéo.
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1.3 METABOLISMO DE HIDRATOS DE CARBONO

1.3.1 Fermentacgao da glucose

As BAL subdividem-se em dois grupos segundo a natureza e a concentragdo dos produtos
finais produzidos a partir da glucose: as homofermentativas que produzem quase
exclusivamente lactato, pela via Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) e as heterofermentativas
que produzem, para além de CO,, lactato e etanol, pela via hexose-monofosfato ou via
6P-gluconato/fosfocetolase. As espécies do género Bifidobacterium produzem lactato e
acetato na proporgdo de (1:1,5) pela via frutose-6P-fosfocetolase (Desmazeaud e Roissart,
1994).

A via homofermentativa tem um rendimento energético de 2 ATP por mole de glucose
oxidada, enquanto que na via heterofermentativa este rendimento é de apenas 1 ATP e na via
das bifidobactérias é de 2,5 ATP. Estas vias tém em comum o facto de que apenas sdo
fermentadas hexoses-fosfatos com gluco-configuragao. A diferenga entre as mesmas reside
no modo como o esqueleto de carbono é cindido conduzindo assim a diferentes produtos finais
(Kandler, 1983).

Via homofermentativa

Nas bactérias homofermentativas (Figura 1.3), ocorre inicialmente a fosforilagdo da glucose e
posteriormente da frutose-6-fosfato originando frutose-1-6-difosfato, que é cindida através da
frutose-1,6-difosfato-aldolase em duas trioses interconvertiveis, a di-hidroxiacetona-fosfato e
o gliceraldeido-3-fosfato. Este ultimo é oxidado a 1,3-difosfoglicerato que, por um conjunto de
reacgOes que envolvem cinases, mutase e enolase, origina o piruvato. Neste caso, o piruvato
funciona como receptor final de electrGes gerados na oxidacdo do gliceraldeido-3-fosfato,
reduzindo-se a lactato (Gottschalk, 1986; Axelsson, 1993).

Os isdmeros de acido lactico produzidos (L(+) e D(-)) surgem como resultado da
estereoespecificidade da lactato-desidrogenase presente na célula (Kandler, 1983) e sdo
parametros particularmente importantes na identificagdo das BAL (Wood e Holzapfel, 1995). A
forma racémica (DL) também pode ser formada quando estdo presentes ambas as enzimas na
célula, D- e L-lactato-desidrogenase, ou mais raramente, pela accdo de uma
L-lactato-racemase induzida, em combinagdao com uma L-lactato-desidrogenase (Stetter e
Kandler, 1973 cit. por Kandler e Weiss, 1986).

13
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FIGURA 1.3 Via metabdlica da fermentagdo da glucose pelas BAL homofermentativas (adaptado de
Axelsson, 1993).
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Via heterofermentativa

Nas bactérias heterofermentativas (Figura 1.4), a glucose é fosforilada, formando-se
glucose-6-fosfato que ¢é oxidada a 6-fosfogluconato que, por sua vez, sofre uma
descarboxilagdo oxidativa, originando ribulose-5-fosfato. Até este momento do processo
metabdlico, estdo formadas uma mole de CO2 e duas moles de coenzima reduzido-NADH+H*.
Por meio de uma epimerizacdo a ribulose-5-fosfato é convertida em xilulose-5-fosfato, que é
posteriormente cindida em gliceraldeido-3-fosfato e acetil-fosfato, pela
xilulose-5-fosfato-fosfocetolase. O gliceraldeido-3-fosfato é metabolizado do mesmo modo
como na via glicolitica (EMP), referida para as bactérias homofermentativas, resultando uma
mole de lactato e uma de ATP. O acetil-fosfato é reduzido a etanol via acetil-CoA e acetaldeido

(Gottschalk, 1986; Axelsson 1993; Thompson e Gentry-Weeks, 1994).

Muitas estirpes de bactérias heterofermentativas podem usar o oxigénio como receptor de
electrdes através de uma flavoproteina, produzindo CO,, acetato e lactato como produtos
finais a partir da fermentagdo da glucose, o que se traduz num acréscimo de ATP formado na

conversao de acetil-fosfato a acetato (Brock, 1997).
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FIGURA 1.4 Via metabdlica da fermentacdo da glucose pelas BAL heterofermentativas (adaptado de
Axelsson, 1993).
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Via das bifidobactérias

As bifidobactérias metabolizam a glucose por um processo diferente das homo e
heterofermentativas por ndo possuirem aldolase e a fosfofrutocinase ter uma actividade muito
reduzida. Existe assim uma via especifica para estas bactérias metabolizarem os aglcares,
designada por ‘shunt"da frutose-6-fosfato ou via das bifidobactérias (Figura 1.5) . A enzima
chave desta via metabdlica, a frutose-6-fosfato-fosfocetolase, em presenca de fosfato
inorganico (Pi), cinde a frutose-6-fosfato em eritrose-4-fosfato (C4) e acetil-fosfato (C2)
(Thompson e Gentry-Weeks, 1994). O acetil-fosfato é convertido a acetato, tal como referido
para as heterofermentativas, e a eritrose-4-fosfato mais uma molécula adicional de
frutose-6-fosfato, pela accdo de uma transaldolase, dao origem a sedoheptulose-7-fosfato e
gliceraldeido-3-fosfato. Por accdo de uma transcetolase formam-se xilulose-5-fosfato e
ribose-5-fosfato. A Gltima é convertida também em xilulose-5-fosfato pela accdo de uma
isomerase e epimerase. As duas moles de xilulose-5-fosfato sao cindidas em duas moles de

gliceraldeido-3-fosfato e duas de acetil-fosfato pela acgdo da xilulose-5-fosfato-fosfocetolase.
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O gliceraldeido-3-fosfato pela accdo das enzimas da via EMP é

transformado em lactato e o

acetil-fosfato é convertido em acetato pela acetato cinase com producdo concomitante de ATP

(Thompson e Gentry-Weeks, 1994). No final sdo assim produzidas 3 moles de acetato, 2

moles de lactato e 5 moles de ATP por 2 moles de glucose consumidas (Gottschalk, 1986).

FIGURA 1.5 Via metabdlica da fermentacdo da glucose pelas bifidobactérias (adaptado de Gottschalk,

1986).
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1.3.2 Fermentacdo de outros acguicares

Para além da glucose, outros aglcares sdo metabolizados pelas BAL, nomeadamente a

frutose, a galactose, a manose, a sacarose, a lactose, a maltose e pentoses (Gottschalk,

1986). A maior parte das hexoses sao transportadas por permeases (ATP-dependentes) e/ou

pelo sistema da fosfotransferase (fosfoenolpiruvato-dependente) (Figura 1.6) e sdao

metabolizadas pelas vias descritas anteriormente, apds isomerizacdo e/ou fosforilagdo

(Axelsson, 1993).
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FIGURA 1.6 Vias de transporte e metabolismo de aglcares pelas bactérias lacticas (adaptado de Thomp-
son e Gentry-Weeks, 1994). A letra p designa os sistemas de transporte activos por permeases.
PTS designa o sistema de transporte por fosfotransferase. A via EMP esta representada a cheio.
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Relativamente as pentoses, quase todas as estirpes heterofermentativas tém capacidade de
as fermentar, embora existam algumas pentose-negativas. As pentoses sdo geralmente
transportadas para o interior da célula através de permeases. No interior, as pentoses sdo
fosforiladas e convertidas a D-xilulose-5-fosfato por enzimas apropriadas (epimerases ou
isomerases) (Kandler, 1983). Este composto da origem a quantidades equimolares de lactato
e acetato pelas reaccGes que ocorrem na parte final da via heterofermentativa, ja descrita

(reaccdes 5 a 11 e 15, Figura 1.4).
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1.4 HABITATS E APLICAGOES INDUSTRIAIS DAS BAL

As BAL constituem provavelmente o grupo mais numeroso de bactérias relacionadas com os
seres humanos. Estas bactérias encontram-se naturalmente associadas as superficies das
mucosas, particularmente nos tractos gastrointestinal, respiratorio e genital do homem e de
outros animais (Axelsson, 1993; Makarova et al., 2006), e sdo também indigenas em habitats
muito diversos, desde produtos alimentares (leite e derivados; vegetais, frutos e cereais;
carne; peixe; vinho) a solo, dgua, estrume e aguas residuais (Konings et al., 2000; Hansen,
2002; Makarova e Koonin, 2007).

Os alimentos fermentados, originarios do Oriente, datam de tempos pré-histéricos. As
fermentacgdes alcodlica, lactica e acética eram efectuadas empiricamente no passado, no
sentido de preservar alimentos. Hoje em dia, com o desenvolvimento de sistemas eficientes
de refrigeragdo e de esterilizagdo por calor, poder-se-ia pensar que a fermentagdo teria
perdido a sua importancia como método de preservagdo nos paises industrializados
(Buckenhtiskes, 1993). Tal ndo aconteceu porque cada vez mais a aplicagao controlada de
microrganismos é efectuada no sentido de preservar ou até melhorar as caracteristicas
fisico-quimicas e organolépticas dos alimentos. Os alimentos fermentados tornaram-se uma
classe independente de géneros alimenticios (Figura 1.7). Estima-se que 25% da dieta dos
europeus e 60% da dieta muitos paises em desenvolvimento seja constituida por alimentos
fermentados (Holzapfel e Hames, 1989; Stiles 1996; Leroy e DeVuyst, 2004).

FIGURA 1.7 Variedade de alimentos fermentados (adaptado de Gudmundsdéttir, 1993).
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1.4 Habitats e aplicagdes industriais das BAL

Relativamente ao aroma, sabor, aparéncia visual, textura, consisténcia, durabilidade e
seguranca, estes produtos diferentes apresentam propriedades peculiares comparativamente
as matérias primas ou outros alimentos semelhantes. Por exemplo, a acidificagdo da carne
picada, durante a producao de enchidos secos, pode ser atingida pela aplicagdo de aditivos
quimicos (glucono-delta-lactona) ou por fermentagdao. Em ambos os casos, a durabilidade, a
seguranca e a textura do enchido serdo alcangadas, porém, o sabor e o aroma caracteristicos

de um produto de qualidade sé serdo obtidos por fermentacdo (Buckenhiiskes, 1993).

Todas as classes de microrganismos sao, regra geral, usadas na fermentagdo de alimentos
(Tabela 1.3). Na Europa, as bactérias e as leveduras sdo mais utilizadas que os fungos
filamentosos. Entre as bactérias, as BAL (Tabela 1.4) sdo as mais importantes (Buckenhtiskes,
1993; Hansen, 2002), ndo s6 por serem indispensaveis na producdo de certos alimentos e
bebidas, dotando-os de uma miriade de atributos sensoriais Unicos e desejaveis, mas também
pela sua actividade antimicrobiana, inibindo microrganismos patogénicos e de deterioragdo
que afectariam a seguranca e qualidade dos mesmos (Daeschel, 1993).

TABELA 1.3 Alimentos fermentados disponiveis no mercado europeu produzidos por um processo que
envolva fermentagdo lactica realizada por outros microrganimos (adaptado de Buckenhiskes, 1993).

Microrganismos?
Alimento Matéria prima
BACT ‘ LEV ‘ FF ‘ STAR

Chucrute Couve branca +
Vegetais variados +
Azeitonas (verdes e pretas) +
Sumos Vegetais variados ++
Produtos de soja

(tipo iogurte ou tipo queijo) Proteina de soja +++

molho de soja Soja X X
Pao acido Farinha de trigo e de centeio x
Cacau BAC X
Café X
Vinho Uvas X +++
Cerveja Malte X +++
Enchidos secos Carne de varios animais MIC D
Leite coalhado Leite +++
Iogurte Leite +++
Manteiga Nata +++
Queijo Leite PRO +++
Queijo Leite X +++

a. BACT: bactérias para além das BAL; BAC: bactérias acéticas; MIC: micrococos e estafilococos; PRO: propionibactérias. LEV: leveduras;
FF: fungos filamentosos; STAR: uso de culturas ‘starter’; + raramente; ++ frequentemente; +++ sempre; D: depende do pais de
produgéo.

De acordo com Klaenhammer et al. (2002), genericamente as aplicagées das BAL na industria
alimentar recaiem em seis géneros/espécies chave benéficas e ndo patogénicas: Lactococcus
(leite), Lactobacillus (leite, carne, vegetais e cereais), Leuconostoc (vegetais, leite),

Pediococcus (vegetais, carne), Oenococcus oeni (vinho) e Streptococcus thermophilus (leite).
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TABELA 1.4 BAL usadas em fermentagdes de alimentos (adaptado de BRIDGE, 1990).

Produtos BAL tipicas envolvidas?

Queijos e leites fermentados Lactococcus lactis subsp. lactis
Lc. lactis subsp. cremoris
Lc. lactis subsp. lactis var. diacetylactis
Streptococcus thermophilus
Lactobacillus helveticus
Lb. acidophilus
Lb. casei
Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus
Leuconostoc cremoris

Produtos de carne Lb. plantarum
Lb. pentosus
Lb. sake
Lb. curvatus
Pediococcus pentosaceus
Pc. acidilactici

Produtos vegetais Lb. plantarum
Lb. bavaricus
Lb. casei
Pc. pentosaceus
Leuc. mesenteroides

Vinho Oenococcus oeni
Pediococcus spp.
Lb. delbrueckii

Molho de soja Lb. delbrueckii
Pc. soyae
PreparagGes probidticas Lb. acidophilus
Lb. casei
Bifidobacterium bifidum
Produtos de panificagdo Lb. plantarum
Biscoitos de soda Lb. casei
Lb. brevis
P&o acido Lb. sanfranciscensis
Lb. brevis

Lb. plantarum
Lb. fermentum

Alimentos indigenas varias BAL

a. Lb, Lactobacillus; Lc, Lactococcus; Pc, Pediococcus.

Para além do papel fundamental das BAL na biopreservacdo de uma grande variedade de
alimentos fermentados, permitindo o seu consumo segurol, devem-se ainda referir os seus
potenciais beneficios nutricionais resultantes da biodisponibilidade de minerais, produgdo de
aminoacidos e vitaminas, aumento da digestibilidade da lactose e eliminacdo de toxinas
enddgenas e de compostos antinutricionais de alimentos de origem vegetal (Buckenhliskes,
2001).

1. O que conferiu a estas bactérias um estatuto GRAS (“Generally Recognized As Safe”). As BAL normalmente ndo
provocam patologias, embora ja tenham sido observados casos pontuais em que algumas estirpes se comportaram
como agentes patogénicos oportunistas em individuos com o sistema imunitario debilitado (Olano et al., 2001; Zé-Zé
et al., 2004).
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E também de salientar o seu efeito no controlo de microrganismos patogénicos presentes no
intestino por exclusdo competitiva, a sua actividade anticarcinogénica e o seu papel no
sistema imunoldgico, bem como na reducgdo do nivel do colesterol (Fernandes et al., 1987;
Gilliland, 1990; Brink e Veld, 1992; Hammes e Tichaczek, 1994; Klaenhammer et al., 2002;
Leroy e DeVuyst, 2004). Algumas espécies tém sido alvo de estudo e posterior aplicagdo como
probiéticos para o homem e animais. A sua utilizacdo em espécies pecuarias tornou-se ainda
mais premente e relevante, a partir de 01/01/2006, apos a proibicdo pela Unido Europeia da

utilizacdo de antibdticos para o mesmo fim, devido aos riscos inerentes.

As BAL também tém sido usadas na producdo industrial de produtos bioldgicos e quimicos,
incluindo biopolimeros (Leuconostoc spp.), enzimas (Lactobacillus brevis), etanol e acido
lactico (Lactobacillus casei, Lb. lactis, Lb. delbrueckii, Lb. brevis) (Gold et al., 1992;
Hofvendahl e Hahn-Hagerdal, 2000 cit. por Klaenhammer et al., 2002), compostos aromaticos
e substancias antimicrobianas como as bacteriocinas, peréxido de hidrogénio e reuterina
(Vanderbergh, 1993; Sybesma et al., 2006). Adicionalmente deve ainda referir-se o potencial
das BAL como produtoras de proteinas com aplicagdo em cuidados de salde ou para o

desenvolvimento de novas vacinas (Sybesma et al., 2006).
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1.5 AS BAL NO PROCESSO DE PRODUGAO DE VINHO

1.5.1 Fases do processo em geral e intervengao das BAL

A produgdo de vinho pode ser vista como uma das tecnologias mais antigas da humanidade,
inclusivé anterior a producdo de pdo (Ribéreau-Gayon, 1985), e actualmente pode ser
considerada como um dos processos biotecnoldgicos mais prosperos em termos comerciais.
Os avangos na segunda metade do século XX mostraram claramente que a fermentacdo do
mosto de uvas e a producdo de vinhos de qualidade ndo é tdo simples como Pasteur, o
fundador da enologia moderna, sugeriu ha mais de um século. Na Ultima década foram
realizados progressos consideraveis no conhecimento da bioquimica e das interaccdes de
leveduras, bactérias lacticas e outros microrganismos durante o processo de vinificagdo
(Moreno-Arribas e Polo, 2005).

O processo bioldgico da vinificacdo € assim o resultado de uma série de transformacdes
bioquimicas, pela acgdo de varias enzimas de diferentes microrganismos, nomeadamente de
leveduras (principalmente Saccharomyces cerevisiae), que sdo responsaveis pela
fermentacdo alcodlica (FA), principal parte do processo, e de bactérias lacticas
(predominantemente Oenococcus oeni), que sao responsaveis por um processo secundario, a
fermentagdo malolactica (FML) (van Rensburg e Pretorius, 2000; Alexandre et al., 2004;
Moreno-Arribas e Polo, 2005; Renouf et al., 2007).

1.5.2 As BAL do vinho

Durante o processo de vinificagdo, as populagdes indigenas de BAL variam quantitativa e
qualitativamente (Wibowo et al., 1985). Esta variagdo traduz-se numa sucessdo de espécies e
estirpes antes, durante e apos a FA (Fleet et al., 1984). De acordo com os dados obtidos por
Lafon-Lafourcade et al., (1983) no final da maturagdao das uvas oas BAL isoladas sao bastante
reduzidas em nUmero e pouco diversificadas (10° a 10! ufc/ml), aumentando ligeiramente
apods a prensagem, encontrando-se no mosto ca. de 102 a 104 ufc/ml de BAL (Wibowo et al.,
1985; Lonvaud-Funel, 1995; Lonvaud-Funel, 1999). As principais espécies de BAL ja
referenciadas por diversos investigadores como tendo sido isoladas nesta fase do processo de
vinificagdo sdo: Lactobacillus plantarum, Lb. casei, Lb. hilgardii, Lb. brevis, Lb. confusus,
Leuconostoc mesenteroides, Pediococcus damnosus e Oenococcus oeni (Costello et al., 1983;
Lafon-Lafourcade et al.,, 1983; Fleet et al.,, 1984; Pardo e Zufiiga 1992; Fleet, 1993;
Fugelsang, 1997). Normalmente estas populagdes sofrem um declineo rapido de cerca de 1 a
2 log (Figura 1.8) e permanecem em numeros reduzidos (<102 ufc/ml), podendo ndo se
desenvolver até ao final da FA (Fugelsang, 1997). Excepcionalmente, em ocasiGes
particulares, pode ocorrer uma proliferacdo ligeira de algumas espécies neste periodo
(Wibowo et al., 1985). Apos esta fase de laténcia, cuja duracdao é dependente das
caracteristicas do vinho, as células sobreviventes comegam a multiplicar-se e entram na fase
exponencial de crescimento, atingindo populacdes de 10° a 108 ufc/ml, quase exclusivamente

constituidas por estirpes de Oenococcus oeni, espécie que domina nesta fase e realiza a FML.
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Reguant e Bordous (2003) observaram uma grande diversidade de estirpes de O. oeni no
inicio da FML, enquanto que no final apenas uma ou duas predominavam. Contudo, em
algumas situagdes, em vinhos com pH mais elevado (pH 3,5 a 4,0) podem-se desenvolver

estirpes de Pediococcus spp. e de Lactobacillus spp. que também podem efectuar a FML.

FIGURA 1.8 Evolugdo da populagdo de BAL durante o processo de vinificagdo: na fermentacdo alcodlica e
na fermentacdo malolactica (adaptado de Fugelsang, 1997).
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Na Tabela 1.5 apresenta-se uma listagem das espécies de BAL isoladas de uvas, mostos e
vinhos com FML espontdnea ou vinhos com alteragdes, oriundos de diversas regiGes
vitivinicolas do mundo. Como se pode verificar, as espécies isoladas a partir deste tipo de

amostras pertencem aos géneros Lactobacillus, Leuconostoc, Oenococcus e Pediococcus.

Para além da morfologia, o caracter fermentativo é um factor decisivo na sua classificacdo. As
bactérias do género Pediococcus sdao homofermentativas e as dos géneros Leuconostoc e
Oenococcus sao heterofermentativas. Os lactobacilos podem apresentar os dois
comportamentos e sdo divididos em 3 grupos: homofermentativos estritos (grupo A),
heterofermentativos facultativos (grupo B) e heterofermentativos estritos (grupo C) (Kandler

1 e formam duas

e Weiss, 1986). Os lactobacilos do grupo A nao fermentam pentoses
moléculas de lactato a partir de uma molécula de glucose pela via glicolitica (EMP). Nos do
grupo B, uma molécula de glucose, tal como no caso do grupo A, conduz a duas moléculas de
lactato, mas as pentoses sao fermentadas em lactato e acetato pela via heterofermentativa
das pentoses fosfato. As bactérias do grupo C ndo possuem a frutose 1,6-difosfato aldolase
que é caracteristica da via EMP, fermentando a glucose a CO,, lactato, acetato, e etanol pela
via das pentoses, e pentoses em lactato e acetato do mesmo modo que os lactobacilos do

grupo B (Ribérau-Gayon et al., 2006).

1. Lactobacillus vini apesar de ser uma espécie homofermentativa estrita utiliza pentoses (ribose e/ou L-arabinose),
com producdo exclusiva de acido lactico), e apresenta mobilidade (Rodas et al., 2006).
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TABELA 1.5 Espécies de BAL isoladas a partir de uvas, mostos e vinhos, distribuidas de acordo com o
seu caracter fermentativo.

Tipo de fermentagéo / Espécies Referéncias bibliograficas®
Homofermentativos

Pediococcus acidilactici 35, 36, 44, 45

Pc. damnosus 3,9, 14, 23, 44, 45

Pc. dextrinicus 44

Pc. inopinatus 9

Pc. parvulus 5,9, 34, 44

Pc. pentosaceus 3, 23, 24, 32, 40, 42, 44, 45

Pediococcus spp. 31

Lactobacillus delbrueckii 7, 18, 23, 46

Lb. jensenii 3

Lb. mali 4,32, 33, 44

Lb. vini 34

Heterofermentativos facultativos

Lactobacillus casei 5, 22,40, 44

Lb. coryniformis 32

Lb. curvatus 38

Lb. homohoichii 16

Lb. paracasei 8, 26, 32, 33, 44, 45
Lb. pentosus 33

Lb. plantarum 5,11, 22, 32, 33, 38, 39, 41, 44, 45
Lb. sakei 16, 44

Lb. zeae 41

Lb. nagelli 13

Lb. diolivorans 44

Heterofermentativos

Lactobacillus brevis 2,3,6,8,11, 18, 22, 24, 28, 32, 33, 38, 42, 44, 45
Lb. buchnerii 3,5,7,24, 44

Lb. collinoides 4,32, 33, 44

Lb. fermentum 3,5, 24,44

Lb. fructivorans 4,11, 27, 25, 30, 46

Lb. hilgardii 3,4,6,7,8,11, 18, 22, 23, 25, 28, 32, 33, 40, 44
Lb. kunkeei 12

Lb. sanfrancisensis 44

Lactobacillus spp. 31

Leuconostoc citrovorum 19

Leuc. mesenteroides subsp. dextranicum 2,42

Leuc. mesenteroides subsp. mesenteroides 14, 15, 22, 32, 44, 45, 46

Leuconostoc spp. 31

Weissella confusa 25

W. paramesenteroides 25

Oenococcus oeni 1,2,6,10, 14, 17, 20-23, 25, 27-29, 32-33, 37-38, 40, 42, 44, 45

a. Beelman et al. (1977); 2. Chalfan et al. (1977); 3. Costello et al. (1983); 4. Couto e Hogg (1994); 5. Davis et al. (1986); 6. Dicks e van
Vuuren (1988); 7. Du Plessis e Van Zyl (1963); 8. Du Plessis et al. (2004); 9. Edwards e Jensen (1992); 10. Edwards et al. (1991);
11. Edwards et al. (1993); 12. Edwards et al. (1998); 13. Edwards et al. (2000);14. Fleet et al. (1984); 15. Fornachon (1965); 16. Fulge-
sang (1996); 17. Guerrini et al. (2003); 18. Ingraham et al. (1960); 19. Kunkee (1967); 20. Lafon-Lafourcade et al. (1983); 21. Li et al.
(2006); 22. Lonvaud-Funel (1999); 23. Manca de Nadra e Strasser de Saad (1987); 24. Pan et al. (1982); 25. Pardo e Zufiiga (1992);
26. Patarata et al. (1994); 27. Peynaud e Domercq (1968); 28. Peynaud e Domercq (1970); 29. Pilone et al. (1991); 30. Radler e Hartel
(1984); 31. Rankine (1977); 32. Rodas et al. (2003); 33. Rodas et al. (2005); 34. Rodas et al. (2006); 35. Rojo-Bezares et al. (2006);
36. Rojo-Bezares et al. (2007); 37. Sato et al. (2001); 38. Sieiro et al. (1990); 39. Spano et al. (2002); 40. Strasser de Saad e Manca de
Nadra (1987); 41. Stratiotis e Dicks (2002); 42. Sudrez et al. (1994); 43. Weiller e Radler (1970); 44. Claisse et al. (2007); 45. Navarro
et al. (2000); 46. Yurdugul e Bozoglu (2002).

Num estudo recente, Bae et al. (2006) isolaram estirpes de Enterococcus spp., Weissella spp.
e Lactococcus spp. a partir da superficie dos bagos de varias castas cultivadas na Australia.
Este resultados sdo surpreendentes atendendo a que estes géneros de BAL normalmente ndo
estdo associados a este nicho ecoldgico particular. Encontraram-se ainda referéncias ao
isolamento de duas estirpes de Lactococcus lactis em amostras de vinho tinto: uma isolada a
partir de vinho da regido espanhola de Rioja (Navarro et al., 2000) e outra isolada de um

vinho italiano (Spano et al., 2002).
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1.5.3 Factores que afectam o crescimento/sobrevivéncia das BAL no vinho

O sucesso no isolamento das diferentes espécies representativas da diversidade das BAL do
vinho pode ser condicionado pelas técnicas de isolamento e meios de cultura utilizados e,
principalmente, pela dinamica da sucessdo de estirpes e espécies de BAL ao longo do processo
de vinificagdo, que depende fortemente de diversos factores. Os factores que influenciam a
sobrevivéncia e crescimento das BAL no vinho podem ser agrupados em trés categorias:
(i) caracteristicas do vinho, (ii) factores associados com a vinificagdo; e (iii) interaccGes entre

as BAL e outros microrganismos.

Caracteristicas do vinho

Relativamente as caracteristicas do vinho destacam-se os seguintes parametros: pH, didxido
de enxofre, teor alcodlico, temperatura, oxigénio e didxido de carbono. O pH é um dos
parametros mais importantes que afecta o comportamento das BAL no vinho, influenciando a
duragdo da fase de laténcia, a taxa de crescimento e consequentemente a duracdo da FML, as

espécies que crescem no vinho, o seu comportamento metabdlico e a sua sobrevivéncia.

Normalmente observa-se que em vinhos com pH inferior a 3,5, predomina a espécie
Oenococcus oeni, nao ocorrendo o crescimento de estirpes de Lactobacillus spp. e de

Pediococcus spp..

As espécies destes dois géneros tém maior incidéncia em vinhos com pH préoximo de 4,0,
podendo realizar a FML ou comportarem-se como agentes de deterioragdo apds a FML
efectuada por Oenococcus oeni (Wibowo et al., 1985). A maior tolerdncia da espécie O. oeni
explica o isolamento quase exclusivo desta espécie a partir de vinhos com pH inferior a 3,5
(Davis et al., 1988).

Para além de afectar o crescimento das BAL, o pH também afecta a actividade malolactica e
os substratos transformados e metabolitos produzidos (Serpa-Pimentel et al., 1994). Apesar
da enzima malolactica purificada apresentar o maximo de actividade a pH éptimo de 5,9, na
célula a actividade maxima observa-se a valores de pH entre 3,0 e 3,2, ou seja na gama de
valores normalmente observados em vinhos. O periodo de duragdo da FML nos vinhos

reduz-se a medida que o pH aumenta.

De um modo geral as BAL, particularmente O. oeni, assimilam em primeiro lugar o acido
malico e posteriormente os aglcares.

O didxido de enxofre (SO,) € um aditivo alimentar (conservante E220) vulgarmente utilizado
na indUstria enoldgica pelas suas propriedades antisépticas, antioxidantes e antioxidasicas!

(Fugelsang, 1997; Carreté et al., 2002; Ribérau-Gayon et al., 2006).

1. Inibigdo de enzimas oxidativas (e.g. tirosinase, lacase).
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Durante a solubilizagdo do SO, estabelecem-se os equilibrios:

K
S04 + HaO ——= HSOy~ + HT (1.1)

Kz .
HSO;~ == S0, +HTt (1.2)

Em fungdo do pH do vinho, o SO, total encontra-se em equilibrio sob as formas de SO, livre
(forma molecular, ides sulfito e bisulfito) e SO, combinado (com compostos carbonados)®. A
20°C, os pKs correspondentes as reacgoes de dissociagdo sdo 1,81 e 6,91, respectivamente
(Ribérau-Gayon et al., 2006). Estes valores justificam que a forma &cida H,SO53 ndo exista em
solugdo e que nos valores de pH do vinho o SO, livre esteja predominantemente sob a forma
de ido bisulfito. A forma activa € a forma molecular e a percentagem a que corresponde pode

ser calculada, em fungdo do pH do vinho, pela formula de Sudraud e Chauvaet (1985)2:

. 100
SO,activo = ————— (1.3)
2 _
LoPH-1.81

Por exemplo, a pH 3,2 a percentagem de SO, activo é de 3,91%, a pH 3,5 é de 2,00% e a pH
3,8 é de 1,01%. Concentragbes de 100-150 mg/L de SO, total, de 50-100 mg/L SO,
combinado ou de 1-10 mg/L SO, livre sdo suficientes para inibir as BAL e provocar uma
paragem da FML (Wibowo et al., 1985). Regra geral as BAL tém dificuldade em
desenvolver-se na presenga de concentragdes de SO, total e livre superiores a 100 mg/L e 10
mg/L, respectivamente (Reguant et al., 2005; Ribérau-Gayon et al., 2006). Esta sera a dose
recomendada para estabilizar os vinhos apds a FML ou para a evitar naqueles em que ndo for
desejada (Mendes-Faia, 1987).

A sensibilidade ao SO, varia com a espécie e com a estirpe. Os cocos sdo menos resistentes
que os lactobacilos e entre os cocos as espécies pertencentes aos géneros Leuconostoc e
Oenococcus apresentam maior sensibilidade do que as do género Pediococcus. O efeito
bactericida do SO, é atribuido a fracgdo de SO, livre que entra na célula por difusdo e, no seu
interior, é convertida em ido bisulfito (HSO3"), que reage com proteinas, acidos nucleicos e
alguns cofactores, inibindo enzimas e consequentemente conduzindo a morte das células
(Romano e Suzzi, 1992). Recentemente, Carreté et al. (2002) observaram um decréscimo na
actividade malolactica e na viabilidade de O. oeni associada a inibicdo da actividade da ATPase

pela accao do didxido de enxofre.

O etanol, metabolito principal resultante da FA por Saccharomyces cerevisiae ou adicionado

no caso dos vinhos fortificados, também afecta os parametros de crescimento das BAL e a sua

1. Por exemplo: aldeidos, cetonas, acido pirtvico, acido o -cetoglutarico e agucares, entre outros. O acetaldeido é o
composto que preferencialmente reage com o SO, (Mendes-Faia, 1987).
2. Cit. por Ribérau-Gayon et al. (2006).
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actividade malolactica. A capacidade de sobrevivéncia e crescimento das BAL decresce a

medida que as concentracdes de etanol aumentam (Wibowo et al., 1985).

A sensibilidade ao etanol varia entre as espécies de BAL. De um modo geral, os lactobacilos
heterofermentativos apresentam maior toleréncia ao etanol do que leuconostocs, oenococos e
pediococos. Os cocos podem tolerar cerca de 12 a 14% de etanol. Relativamente aos
lactobacilos, ja foram isoladas estirpes de Lactobacillus fructivorans, Lb. brevis e Lb. hilgardii
em vinhos fortificados com teores alcoodlicos de 16 a 20% (Radler e Hartel, 1984; Couto e
Hogg, 1994; Ribérau-Gayon et al., 2006). Esta variabilidade é o resultado de modificagdes
estruturais (composicdo em acidos gordos, fosfolipidos e proteinas) e funcionais da membrana
celular (Ribérau-Gayon et al., 2006).

E de salientar que a tolerdncia ao etanol é muito menor quando as estirpes sdo cultivadas em
laboratério comparativamente ao seu crescimento em vinho. Fernandes et al. (1991)
observaram um efeito estimulante do etanol a baixas concentragdes (2 a 4%) nas taxas de
crescimento de BAL, e sugerem a utilizagdo do etanol nestas concentragdes na formulagdo de
meios de cultura para isolamento e para multiplicagdo de fermentos. A tolerancia ao etanol é
fortemente afectada pela temperatura e pH, decrescendo a medida que a temperatura

aumenta e o pH decresce (Lafon-Lafourcade, 1975).

A temperatura, tal como o pH influencia os parametros de crescimento das BAL e
consequentemente a velocidade da FML. Este é o factor mais facilmente monitorizado e
controlado no processo de vinificacdo. As temperaturas Optimas de crescimento das BAL
isoladas dos vinhos variam entre 20-30°C em meios de cultura e entre 20-23°C no vinho. A
temperatura ideal para que durante o processo de vinificagdo ocorra o crescimento das BAL,
nomeadamente de O. oeni, e a degradagdo do acido malico é aproximadamente 20°C. Valores
inferiores atrasam e prolongam a FML, enquanto que valores superiores a 25°C afectam a
biomassa produzida e a qualidade do produto final pela maior producdo de &acido acético

levando a sua depreciacdo ou deterioragdo (Ribérau-Gayon et al., 2006).

Relativamente aos efeitos do oxigénio e diéxido de carbono no crescimento e sobrevivéncia
das BAL, os resultados obtidos por diferentes investigadores tém sido bastante contraditorios.
Efeitos estimulantes no crescimento e na actividade malolatica das BAL tém sido observados,
quer em condicdes de anaerobiose ou microaerofilia (Kunkee, 1967; Stamer, 1979), quer em
condigdes de algum arejamento (Ribérau-Gayon et al., 2006). O efeito estimulante do CO, no
crescimento das BAL, descrito por alguns autores (van der Westhuizen et al., 1981; Mayer,
1974 citado por Wibowo et al., 1985), ndo foi observado nos ensaios de optimizacdo das

condigOes de cultura de BAL realizados por Tenreiro (1995).

Factores associados com a vinificacao

Estes factores englobam operacdes tecnoldgicas como a clarificagdo, contacto com as
peliculas, trasfega, termovinificacdo e adicdo de substancias preservantes (conservantes). A
estabilizacdo por frio, a troca idnica e a pasteurizacdo sdo ainda exemplos de outros
procedimentos utilizados em vinificacdo que também podem influenciar a sobrevivéncia das

BAL e consequentemente comprometer a realizacdo da FML (Wibowo et al. 1985).
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A operacdo de clarificagdo de mostos ou vinhos efectuada por sedimentagdo, filtragdo ou
centrifugagdo, pode remover um numero consideravel de BAL bem como nutrientes
imprescindiveis ao seu crescimento, e deste modo reduzir a probabilidade da ocorréncia da
FML pela flora indigena. Normalmente, o contacto com as peliculas e o atraso na trasfega ou
contacto com as borras apos fermentagao alcodlica também estimula a FML, pela libertagdo de
substancias estimulantes da pelicula e nutrientes provenientes da autdlise das leveduras. Os
vinhos obtidos pela técnica de termovinificacdo sdo menos susceptiveis a ocorréncia da FML,
por uma maior retengdo de SO, (Wibowo et al., 1985). Para além do SO,, outros
conservantes, como o acido fumarico, o acido sérbico (sob a forma de sorbato de potassio) e
o pirocarbonato de metilo!, tém sido utilizados na indUstria enoldgica. Alguns destes aditivos
alimentares tém o inconveniente de apresentarem um efeito fungicida forte e limitada
actividade sobre as BAL, podendo inclusivamente ser metabolizados por este grupo de
bactérias e dar origem a compostos desagradaveis. Tal é o caso do acido sérbico (acido
2,4-hexadiendico) que é reduzido a 2,4-hexadienol e que, esterificando com o etanol, origina

2-etoxihexa-3,5-dieno, composto responsavel pelo odor a geranio (Crowell e Gymont, 1975).

Embora o uso de SO, pela indUstria enoldgica durante a produgdo dos diferentes tipos de
vinhos esteja estritamente regulamentado, devido aos seus efeitos indesejaveis
(caracteristicas sensoriais negativas e problemas alergénicos), tém sido investigados varios
compostos alternativos, mas que permitam a estabilizagdo dos vinhos e garantam a sua
qualidade final. Assim a utilizacdao de lisozima tem-se revelado eficiente no controlo das BAL
de mostos e vinhos (Gerbaux et al.,, 1997; Delfini et al., 2004) e de outros alimentos

nomeadamente de queijos.

Apesar da nisina ter revelado, em laboratério, uma acgdo inibidora do crescimento das BAL
isoladas de vinho (Mendes-Faia e Radler, 1990; Cortez, 1993; Daeschel et al., 1991;
Rojo-Bezares et al., 2007), até recentemente é apenas aplicada em queijos, cerveja e
enlatados, onde desempenha um papel eficaz no controlo de bactérias patogénicas como
Clostridium botulinum, Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes, entre outros. Face a
relutdncia na aplicacdo da nisina no controlo das BAL indesejaveis no vinho, a pesquisa e
deteccdo de outras bacteriocinas em BAL de origem enoldgica torna-se assim relevante e
promissora. S3o exemplos a pediocina N5p produzida por Pediococcus pentosaceus (Strasser
de Saad e Manca de Nadra, 1993), a pediocina PD-1 produzida por Pc. damnosus NCFB 1832
(Nel et al., 2002; Bauer et al., 2005) e a plantaricina produzida por Lactobacillus plantarum
(Navarro et al., 2000) ou substéncias semelhantes produzidas por Leuconostoc mesenteroides
(Yurdugiel e Bozoglu, 2002).

Interaccdes entre as BAL e outros microrganismos

Durante o processo de vinificacdo, a existéncia de culturas mistas (leveduras, fungos

filamentosos, bactérias acéticas e lacticas, “bacteridfagos”) promove o estabelecimento de

1. A utilizagdo do pirocarbonato de metilo (=dicarbonato de metilo) foi regulamentada pela Resolugdo O.I.V. Oeno
05/2001. Este composto susbtituiu o pirocarbonato de dietilo (DEPC) cuja utilizagdo foi proibida pela Resolugdo O.I.V.
16/70, devido ao seu potencial carcinogénico.
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relacbes antagonisticas e sinergisticas entre os diferentes microrganismos (Wibowo et al.,
1985; Fleet, 2003; Arnick e Henick-Kling, 2005; Ribérau-Gayon et al., 2006).

As leveduras, por competirem pelos nutrientes e por produzirem substancias inibidoras
(etanol, SO,, acidos gordos de cadeia média) retardam o crescimento das BAL durante a FA
(Wibowo et al., 1985; Carreté et al., 2002; Carreté et al., 2006; Ribérau-Gayon et al., 2006).
Contudo, as leveduras também podem ter um papel estimulante no crescimento das BAL e na
actividade malolactica: Capucho e San Romdo (1994) verificaram que os acidos decanoico e
dodecanoico em concentragdes inferiores a 12,5 e 2,5 mg/L, respectivamente , estimulavam a
actividade malolactica e o crescimento das BAL. Apds a FA, durante a autdlise das leveduras
sdo excretadas e libertadas vitaminas, bases azotadas, péptidos e aminoacidos que estimulam
o crescimento das BAL (Ribérau-Gayon et al., 2006) e que podem explicar a sucessdao das

espécies de BAL observada durante a FA.

Adicionalmente, algumas estirpes de BAL, pela producdo de substdncias antimicrobianas
como peroxido de hidrogénio, acidos orgéanicos e bacteriocinas podem inibir outras estirpes da
mesma ou de diferentes espécies de BAL. Relativamente a fungos e bactérias acéticas, mais
frequentes em uvas danificadas, o seu efeito sobre o crescimento das BAL parece ser
negligencidvel segundo Ribérau-Gayon et al. (2006), contudo ndo ha estudos sistematicos

sobre este assunto.

A observacdao de FML incompletas ou irregulares associadas a presenca de bacteriéfagos foi
descrita por varios autores (Sozzi et al., 1982; Cazelles e Gnaegi, 1982; Davis et al., 1985;
Henick-Kling et al., 1986; Jarvis, 1989 - citados por Fleet, 2003). Num ‘screening’ de
fagotipagem de uma coleccgao de estirpes de O. oeni, realizado por Poblet-Icart et al., (1998),
foi detectado que aproximadamente 90% das estirpes eram lisogénicas. Estes autores
observaram também, pelos perfis de restricdo obtidos, que os fagos isolados ndo eram
idénticos, o que confirmava que varias estirpes de O. oeni coexistem durante a FML. Assim, de
acordo com a sensibilidade ao ataque dos fagos ,as diferentes estirpes sucedem-se umas as
outras, ou seja, a eliminacdo de uma estirpe por um fago é provavelmente seguida pela
multiplicacdo de outras estirpes. Segundo Ribérau-Gayon et al. (2006), s6 se deve recear uma
FML anulada por bacteridfagos em circunstancias excepcionais, quando as duas populacées
atingem o mesmo numero. Outros autores referem ainda que os fagos sdo inactivados pelo
baixo pH e diéxido de enxofre presente no vinho. Contudo, os bacteriéfagos devem ser
considerados na seleccao de culturas ‘starter’, para evitar perdas de culturas a grande escala
(Poblet-Icart et al., 1998). Culturas ‘starter’ constituidas por varias estirpes com diferentes
sensibilidades a fagos e a rotagao destas culturas podem ser solugdes para garantir uma FML

sem problemas desta natureza (Buckenhiiskes, 1993; Ribérau-Gayon et al. 2006).
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1.6 ISOLAMENTO E CULTURA DAS BAL DO VINHO

O isolamento das BAL a partir de amostras de uvas, de mostos e de vinhos, pode ser
efectuado recorrendo a um dos seguintes procedimentos: (i) enriquecimento prévio da
amostra em meio liquido, seguida da sementeira desta cultura em meio sdlido; (ii) filtracdo
por membranas da amostra, seguida de incubacdo da membrana em meio sdlido; e
(iii) inoculacdo directa da amostra em meio sélido. As duas primeiras técnicas pressupdem a
existéncia de um numero reduzido deste grupo de bactérias, por isso, recorre-se a um
enriquecimento ou a uma concentracdao das BAL nas amostras de vinho que na terceira
técnica é conseguida por uma centrifugacdo e diluicGes apropriadas quando o niumero de BAL
€ elevado. Esta ultima técnica € a mais utilizada, uma vez que permite a obtencdo de coldnias
isoladas, passiveis de contagem, a caracterizacdo pela sua morfologia e a utilizacdo para

posterior identificagdo.

Como microrganismos nutricionalmente fastidiosos, as BAL sdo cultivadas com melhores
resultados em meios enriquecidos com sumos de vegetais ou de frutos. Apesar de existirem
varias formulagdes de meios de cultura para o isolamento e cultivo das BAL de vinhos, os
meios de cultura mais frequentemente utilizados sdao: MRS agar (de Man, Rogosa Sharpe), TJ]
agar (Tomato Juice), MRS:TJ agar (1:1), Irrmann agar, ou formulagdes adaptadas de MRS
agar adicionadas de sumo de uva, sumo de tomate, cisteina, acido malico e varios aglcares
(Wibowo et al., 1985). Num estudo comparativo de meios de cultura utilizados no isolamento
de BAL a partir de amostras de vinho, Pan et al. (1982) concluiram que nenhum dos meios,
quando utilizado isoladamente, garantia a recuperagdo (isolamento) de todas as espécies
presentes numa amostra, recomendando a utilizagdo simultanea de MRS, TJ e Irrmann agar
para obter dados ecoldgicos mais fidedignos. Como forma de ultrapassar as dificuldades de
em laboratdrio utilizar por rotina os varios meios, Fleet (1993) sugere a utilizagdo de MRS
agar suplementado com 20% de sumo de tomate e pH ajustado a 5,5, garantindo a obtencao
de bons resultados. Tenreiro (1995) num estudo detalhado sobre diversos meios de cultura
usados no isolamento de BAL do vinho, propde um meio que permite o isolamento de todos os
grupos de bactérias lacticas presentes no vinho: meio MTJ! pH 5,0-5,5 suplementado com

vancomicina.

Maiores eficiéncias e rendimentos no isolamento de BAL a partir de amostras de uvas, de
mostos e de vinhos podem ser conseguidas: (i) pela adicdo de antibidticos ao meio de
isolamento (100 mg/L de cicloheximida ou 50 mg/L de pimaricina) para inibicdo do
crescimento de leveduras e bolores e (ii) incubagdo em atmosfera modificada, rica em CO, ou
azoto que promove um crescimento mais rapido das BAL e também impede o
desenvolvimento de bactérias acéticas e de fungos filamentosos (Lafon-Lafourcade e Joyeux,
1979; van der Westhuizen et al., 1981; Pan et al., 1982; Kelly et al., 1989) .

1. MTJ: mistura de MRS (meio de De Mann, Rogosa e Sharpe, Difco) e TIB (Tomato Juice Broth, Difco) numa proporgao
de 1:1.
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1.7 IDENTIFICAGCAO E DIFERENCIAGCAO DAS BAL DO VINHO

Na area alimentar sdo de extrema importadncia pratica a identificagdo correcta e a
diferenciagdao ou tipificacdo dos microrganismos envolvidos nas diferentes etapas de
processamento, desde a matéria prima até ao produto final, incluindo quer os responsaveis

por processos fermentativos quer os contaminantes ou os microrganismos de deterioragao.

Os métodos que podem ser utilizados na discriminagdo dos diferentes taxa (géneros, espécies
e estirpes) de microrganismos podem ser classificados em: (i) fenotipicos (classicos e
quimiotaxondémicos), se estdo direccionados para o fendtipo e (ii) genotipicos (ou
moleculares), se tém como alvo os acidos nucleicos. Os métodos fenotipicos classicos
baseiam-se em caracteres morfoldgicos, bioquimicos e fisiolégicos; os métodos
quimiotaxondémicos sdo direccionados para a célula e componentes celulares que ndo os

acidos nucleicos, alvo dos métodos moleculares.

O poder discriminante de um método de diferenciacdo ou tipificagdo define a sua capacidade
para discriminar entre isolados muito semelhantes da mesma espécie, reconhecendo cada
isolado ndo relacionado como Unico, e depende da variabilidade do alvo para o qual esta

direccionado no grupo particular de microrganismos em estudo.

O potencial identificativo de um método de caracterizagdo é determinado pela sua capacidade
de permitir o posicionamento de isolados ndo identificados numa classificagdo pré-existente,
i.e. permitir a discriminagdo dos isolados de uma determinada espécie relativamente a
isolados pertencentes a espécies proximas. O potencial identificativo de um método depende
assim do grupo de microrganismos em estudo e do sistema de classificagdo subjacente
(Tenreiro, 1995; Chambel, 2001).

Um determinado método pode ter potencial identificativo e/ou poder discriminante a nivel
infraespecifico (Figura 1.9). Assim, a seleccdo dos métodos a aplicar deve ser feita tendo em
consideragao o seu poder discriminante no grupo particular de microrganismos em estudo e o

fim a que se destinam, identificacao ou diferenciagao.

Tradicionalmente, as BAL sdo classificadas pelas suas caracteristicas morfoldgicas e
bioquimicas. Contudo, os resultados obtidos sdao frequentemente ambiguos e os métodos
utilizados sdo morosos. Outros métodos mais robustos, que tém sido aplicados com sucesso
na identificagdo de BAL associadas ao vinho, incluem perfis de proteinas celulares totais, tipo
de peptidoglicano da parede celular e perfis isoenzimaticos da lactato desidrogenase (Tracey e
Britz, 1987; Dicks e van Vuuren, 1988).

As técnicas moleculares tém sido utilizadas para a identificagdo das BAL do vinho e os
resultados obtidos sdo menos controversos do que para outros métodos (Zapparoli et al.,
1998; Sohier et al., 1999)
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FIGURA 1.9 Resolucdo taxondmica de alguns métodos de identificagdo e/ou diferenciacdo aplicados
actualmente (adaptado de Vandamme et al., 1996).
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1.7.1 Métodos fenotipicos

Métodos classicos

Os métodos fenotipicos classicos direccionados para caracteres morfoldgicos, fisioldgicos e
bioquimicos sdo usados em esquemas de identificacdo de microrganismos na maioria dos
laboratdrios de microbiologia. Estes métodos constituem a base para a descricdo formal de
diferentes taxa: desde espécie e subespécie até género e familia e sdo usados na identificacdo
e diferenciacdo das BAL (Vandamme et al., 1996). Os caracteres morfoldgicos referem-se as
caracteristicas das células (forma, Gram, mobilidade) e das coldnias (cor, forma). Os
caracteres fisioldgicos avaliam o crescimento em diferentes condigdes de cultura
(temperatura, concentracdo de sal e tolerancia a pH acido e alcalino), como referido no ponto
1.2. Os caracteres bioquimicos sdo direccionados para a produgdo de diversos metabolitos e
enzimas especificos, e incluem a fermentacdo da glucose (caracter homo e

heterofermentativo) bem como os isdmeros do acido lactico produzido, perfis metabdlicos
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resultantes da hidrdlise de outros aglcares, hidrélise da arginina e da esculina, entre outros.
Os testes miniaturizados de fermentacdo de aglcares na galeria API 50CH sdo largamente
utilizados na identificacdo das BAL isoladas de vinho (Wibowo et al., 1985; Davis et al., 1988),
embora a sua utilizagdo tenha sido questionada por alguns investigadores (Pardo et al., 1988;
Jensen e Edwards, 1991). E importante salientar que dentro de uma espécie, as reacgdes de
fermentacdo ndo sdo iguais para todas as estirpes. Ja foram observadas variabilidades
significativas nas reacgdes fermentativas de estirpes de O. oeni e de Pc. parvulus (Davis et al.,
1988; Fleet, 1993).

Tipagem fagica e bacteriocinica

Estes métodos de tipificagdo sdo utilizados para diferenciar estirpes a nivel infraespecifico. A
tipagem fagica é baseada nas diferencas de sensibilidade das estirpes a um conjunto de
bacteriéfagos. Este teste é de extrema importancia na selecccdo de estirpes ‘starter’ para a
indUstria alimentar. Num estudo efectuado por Tenreiro (1995), usando 19 fagos em 30
estirpes de O. oeni, esta técnica revelou uma capacidade de tipificagdo de 47%, embora se
tenha conseguido a discriminagdo total das estirpes tipificaveis quando se consideraram as
eficiéncias de plagueamento, A tipificacdo baceriocinica baseia-se na sensibilidade as
bacteriocinas (substancias de natureza proteica que tém um efeito bactericida sobre outras
bactérias da mesma espécie ou de espécies diferentes) e permite diferenciar estirpes muito
proximas (Curk et al., 1994).

Analise seroldgica

As técnicas seroldgicas avaliam o potencial antigénico dos constituintes celulares. A
serotipagem tem como objectivo detectar diferencas de expressao dos antigénios de estirpes
de uma mesma espécie. Esta técnica, ainda que apresentando algumas limitagdes, esta
descrita como sendo mais reprodutivel e discriminante que a fagotipagem (Maslow et al.,
1993 citado por Tenreiro, 1995). Nas bactérias lacticas esta técnica € realizada de acordo com
o0 método de Lancefield (Curk et al., 1994).

1.7.2 Métodos quimiotaxonémicos

Diversos componentes da célula bacteriana tém sido usados em sistemas de tipificagdo para
caracterizar as estirpes bacterianas a nivel infraespecifico. Outros métodos analiticos mais
sofisticados (e.g. pirdlise acoplada a espectrometria de massa e andlise do espectro
infravermelho pela transformada de Fourier) permitem avaliar a composicdo quimica total das
células bacterianas (Vandamme et al., 1996). Independentemente do método aplicado é
essencial a padronizacao de todo o procedimento experimental desde as condicdes de cultura
das células (meio de cultura, temperatura de incubagdo) até as condicbes de extracgdo e

separacgdo analitica.
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Perfis de ésteres metilicos de acidos gordos

Na maioria das bactérias gram positivas os acidos gordos podem ser obtidos por
transesterificacdo a partir dos lipidos da membrana citoplasmatica. A separacdo e
identificagdo da mistura destes ésteres metilicos de acidos gordos (FAMEs, Fatty Acid Methyl
Esthers) é efectuada por cromatografia em fase gasosa com espectrometria de masssa
(GC-MS) (Kroppenstedt, 1985). Estes lipidos membranares sdo um grupo diverso de
moléculas que podem ser usados como marcadores para a classificacdo e identificacdo de
microrganismos. Para isso € importante que os extractos sejam produzidos em condigdes
padronizadas. Esta técnica foi aplicada na caracterizacdo e identificacdo de Leuconostoc spp.,
Weissella spp. e Oenococcus oeni (Tracey e Britz, 1989 cit. por Rodas et al., 2005; Bjoérkroth e
Holzapfel, 2003 cit. por Koort, 2006; Guerrini et al., 2003).

Analise de proteinas celulares totais

A expressdo global de um genoma bacteriano resulta na sintese de cerca de 2000 proteinas
diferentes. Estas moléculas constituem uma fonte de informacdo de elevado potencial para a
caracterizacdo, classificacdo, identificacdo e tipificacdo de bactérias (Jackman, 1985). A
separacdo de uma mistura de proteinas celulares totais por electroforese desnaturante em gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE) produz um perfil complexo (electroforegrama) que pode ser
considerado como um ‘fingerprint’ caracteristico de cada estirpe bacteriana (Curk et al., 1994;
Costas, 1990 cit. por Tenreiro, 1995). Varios estudos tém encontrado uma boa correlagao
entre os resultados de hibridacdo DNA-DNA e a analise dos perfis de proteinas celulares totais
(Chambel, 2001; Semedo, 2005). A aplicagdo desta técnica para identificagdo e diferenciagdo
de estirpes de BAL do vinho foi descrita por diversos autores (Couto e Hogg, 1994; Patarata et
al., 1994, Dicks et al., 1995a; Dicks et al., 1995b; Tenreiro, 1995)

Mobilidade electroforética de lactato desidrogenases

A mobilidade electroforética das L(+) e D(-) lactato desidrogenases (LDH) foi descrita como
uma caracteristica importante na classificacdo das BAL, nomeadamente na diferenciacdo de
algumas espécies do género Leuconostoc (Garvie, 1986). Tenreiro (1995) observou que a
mobilidade electroforética da D-LDH de estirpes de O. oeni em gel de amido era cerca de 70 a
90% inferior relativamente a de estirpes pertencentes a espécies do género Leuconostoc e
gue os perfis electroforéticos desta enzima apresentavam um elevado polimorfismo naquela
espécie. Estes polimorfismos foram também observados por outros autores (Dicks et al.,
1995; Sato et al., 2001).
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Analise da composicdo da parede celular

A estrutura da mureina é considerada um marcador taxonomico importante para a
caracterizacdo de bactérias gram positivas. Entre espécies bacterianas, a estrutura quimica do
peptidoglicano difere apenas na composicdo das cadeias laterais peptidicas, nas quais 3
aminoacidos sao constantes (L-alanina, &cido D-glutdmico e D-alanina) (Dellaglio et al.,
1994). A titulo exemplificativo apresentam-se na Tabela 1.6 alguns tipos de peptidoglicano

gue se podem encontrar em espécies de BAL do vinho.

TABELA 1.6 Tipo de mureina encontrado em algumas espécies de bactérias lacticas do vinho (adaptado
de Dellagglio et al., 1994;Vandamme et al., 1996)

Metabolismo fermentativo filo(gél:lz(t)ico Espécies do vinho Peptidoglicano
Homofermentativos estritos Aa Lb delbrueckii Lys-D-Asp

Ab Lb mali mDAP
Heterofermentativos facultativos Bb Lb. plantarum mDAP

Bb Lb paracasei Lys-D-Asp
Heterofermentativos estritos Cb Lb brevis Lys-D-Asp

Cb Lb fermentum Orn-D-Asp
Heterofermentativos NA? Leuc. mesenteroides Lys-L-Ser-L-Ala2
Heterofermentativos NA 0. oeni Lys-Ala-Ser
Homofermentativos NA Pediococcus spp. L-Lys-L-Ala-D-Asp

a. NA: N&o aplicavel.

1.7.3 Métodos baseados na analise do genoma total

Determinacdo do teor molar de guanina e citosina (mol% G+C).

Este foi um dos primeiros métodos moleculares usados em taxonomia bacteriana, sendo
normalmente recomendado para a descricdo de novas espécies e géneros. No Manual de
Sistematica Bacteriana de Bergey sdo incluidos estes valores para todas as espécies. Embora
esta percentagem deva ser considerada, ndo apresenta potencial de identificagdo per si. Entre
procariotas, o teor molar de G+C varia entre 20 e 80 mol%. Apesar deste pardametro ndo
reflectir a sequéncia de nucledtidos do genoma, teoricamente, moléculas de DNA com
diferengas de teor molar de G+C entre 20-30 mol% podem ndo ter nenhuma sequéncia em
comum. Actualmente aceita-se que organismos que apresentem diferengas superiores a
10-12 mol% ndo pertencem ao mesmo género e que 5 mol% é a variacdo comum dentro de

uma espécie (Priest e Austin, 1993; Rossell6-Mora e Amann , 2001).
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Hibridagdo DNA-DNA

A determinacdo da semelhanca DNA-DNA é actualmente a técnica de referéncial (‘gold
standard’) mais utilizada para descrever novas espécies de procariotas, devido ao elevado
grau de correlacdo observado entre semelhancas genémicas e semelhancas fenotipicas. E
geralmente aceite que um grupo de estirpes da mesma espécie devem partilhar um grau de
semelhanca DNA-DNA igual ou superior a 70% (Rossell6-Mora e Amann, 2001). Esta foi uma
das técnicas utilizadas por diversos investigadores, que permitiu evidenciar as diferencas
entre as espécies de Leuconostoc, e que levaram Dicks et al. (1995b) a propor a
reclassificagdo de Leuconostoc oenos em Oenococcus oeni e Endo e Okada (2006) a definir a

nova espécie deste género, Oenococcus kitaharae.

Anéalise de macrorestricdo por PFGE

A macrorestricdo baseia-se na restricio do DNA gendmico com enzimas de corte pouco
frequente (6-8 bp), seguida da separagao dos fragmentos resultantes por electroforese em
campo pulsado (PFGE, ‘Pulsed-Field Gel Electrophoresis’). A utilizagao deste tipo de
electroforese permite a separacdo de fragmentos de DNA com dimensdes até 10 Mb. Este
poder de separacdo de fragmentos de tdo elevado peso molecular, comparativamente a
electroforese convencional (20 a 50 Kb), resulta da utilizagdo alternada de campos eléctricos
em duas direcgbes, que originam a reorientacdo das moléculas em resposta a mudanga de
direccao do campo eléctrico. Dado que o tempo de reorientagdo das moléculas é proporcional
a sua dimensdo, a gama de massas moleculares resolvidas num determinado gel depende do
tempo de aplicagdo do campo eléctrico em cada direccdo (tempo de pulso). Os perfis de
macrorestricdo (constituidos por 5 a 20 bandas entre 10 a 800 Kb) obtidos apos electroforese
em campo pulsado, representam um ‘fingerprint’ identificativo que pode ser usado na
diferenciacdo de estirpes bacterianas (Tenreiro, 1995). Esta técnica molecular tem-se
revelado um dos métodos de tipificagdo com maior reprodutibilidade (Tenreiro, 1995;
Chambel, 2001), sendo normalmente considerada como técnica ‘gold standard’ entre os
métodos moleculares de tipificagdo (Olive e Bean, 1999). Estes factos justificam a sua
aplicacdo na avaliacao da diversidade intraespecifica em O. oeni por varios autores (Tenreiro
et al., 1994; Zavaleta et al., 1997; Zapparoli et al., 2000; Sato et al.,2001; Guerrini et al.,
2003).

RFLP (‘Restriction Fragment Length Polymorphisms’

A analise de polimorfismos de dimensdo de fragmentos de restricdo baseia-se na digestdo de
DNA gendmico com enzimas de corte frequente (4-6 bp) e na separacdo do elevado nimero
de fragmentos obtidos por electroforese convencional. Quando se analisam directamente os
perfis electroforéticos obtidos a técnica designa-se por RFLPs directos ou REA (‘Restriction

Endonuclease Analysis’). Embora esta analise seja dificultada pelo elevado numero de

1. O Comité ad hoc para a reconciliagdo de abordagens a Sistematica Bacteriana propds, em 1987, a hibridagdo DNA-DNA
como técnica ‘gold standard’ para determinagdo da semelhanga gendmica dentro da espécie.
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fragmentos obtidos, Tenreiro (1995) num estudo com 30 estirpes de O. oeni, refere a utilidade
desta técnica na confirmagdo da identidade de sub-grupos de estirpes ndo discriminados por
outras técnicas de tipificacdo gendmica (ribotipagem e analise de macrorestricdo) e sugere a

sua utilizagdo como método final de discriminagao.

PCR *fingerprinting’

PCR ‘fingerprinting’ € uma designagao genérica aplicada a metodologias baseadas em PCR e
que originam um ‘fingerprint’ (impressdo digital) de cada microrganismo. Existe uma grande
diversidade de técnicas de PCR f'ingerprinting’, sendo comum a todas o facto de se basearem
na amplificacdo de diferentes regides do genoma por PCR, utilizando apenas um ‘primer’ e
condicBes de PCR pouco restritas (‘low stringency’). Estas técnicas podem ser agrupadas de
acordo com a regido alvo do ‘primer’ no genoma. Assim, nas técnicas de RAPD (‘Random
Amplified Polimorphic DNA") e AP-PCR (‘Arbitrarely Primed PCR’) o ‘primer’ utilizado liga-se
aleatoriamente em diferentes regides do genoma, enquanto que nas restantes técnicas
(BOX-, ERIC-, REP-, M13-, ‘microsatellite-primed’-PCR) o ‘primer’ é dirigido para sequéncias
repetidas espalhadas pelo genoma. Consoante o tipo de sequéncia repetida, as técnicas
adquirem designacdes diferentes. Estas técnicas apresentam um potencial de discriminacdo
muito elevado a nivel de estirpe, tanto em procariotas como em eucariotas. No entanto, em
todas estas técnicas o contedudo informativo fornecido por um ‘primer’ pode ser
completamente diferente de uma espécie para outra, podendo ser mais ou menos
discriminante, ja que depende da presenca, numero e localizacdo de sequéncias
complementares ao ‘primer’ no genoma dos microrganismos a caracterizar. Sdo varios os
trabalhos que abordam a tipificacdo de estirpes de O. oeni por RAPDs (Zavaleta et al., 1997,
Zapparoli et al., 2000; Reguant e Bourdon, 2003; Lechiancole et al., 2006; Li et al., 2006).

1.7.4 Métodos baseados na andlise de segmentos do genoma

Sequenciacdo de rDNA 16S

Em 1994, Stackebrandt e Goebel apresentaram um estudo de correlagdo entre a
sequenciacao de rRNA 16S e a hibridacdo DNA-DNA. De acordo com este estudo, valores de
homologia de rRNA 16S inferiores a 97% correspondem a valores de semelhanga DNA-DNA
inferiores a 50%, enquanto valores de homologia superiores a 97% podem corresponder a
valores de semelhanca DNA-DNA que variam entre 10-100%. Apesar de reconhecerem as
vantagens praticas da sequenciacdo de rRNA em relagdo a hibridacdo DNA-DNA, estes autores
concluem que o potencial de aplicagdo da andlise de sequéncias de rRNA 16S estd na
determinacgdo do nivel a partir do qual é necessario realizar ensaios de hibridacdo DNA-DNA,
que fixam em 97% de homologia. Estes autores propuseram ainda a inclusdo da sequéncia de

rRNA 16S numa descricdo polifasica de espécie.

Actualmente, a dimensdo das bases de dados disponiveis permite a identificagdo a nivel de
espécie de bactérias por comparacdo de sequéncias de rDNA 16S (para valores de homologia

superiores a 97%). Esta metodologia permitiu a identificacdo de estirpes de O. oeni (Sato et
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al., 2001; Du Plessis et al., 2004) e contribuiu para a descricdo de novas espécies de BAL, v.g.
Lactobacillus kunkeei (Edwards et al., 1998), Lactobacillus nagelii (Edwards et al., 2000) e
Oenococcus kitaharae (Endo e Okada, 2006).

Sequenciacdo de genes ‘housekeeping’

Em 2002, o comité ad hoc para a reavaliagdo da definicdo de espécie em bacteriologia
recomenda a determinacdo da sequenciacdo parcial de pelo menos cinco genes
‘housekeeping’ por uma abordagem de MLST (*‘Multi Locus Sequence Typing’) como um
métodos de diferenciacdo de estirpes a aplicar na caracterizacdo da variabilidade
infraespecifica (Stackebrandt et al., 2002). De las Rivas et al. (2005) aplicaram este método a
18 estirpes de O. oeni provenientes de vinhos de diferentes paises, usando os genes gyrB
(subunidade B da DNA girase), pgm (fosfoglucomutase), dd/ (D-alanina-D-Dalanina ligase),
recP (transcetolase) e mleA (enzima malolactica). Segundo os autores, a técnica revelou um
poder discriminante superior ao da ribotipagem. Mais recentemente, Delaherche et al. (2006)
aplicaram a técnica de MLST a 16 estirpes de O. oeni, utilizando 9 genes para avaliar a
diversidade a nivel intraespecifico e uma possivel correlagdao entre a actividade malolactica e a

presenca de mutagdes nos genes alvo.

Ribotipagem

A ribotipagem é uma variante dos RFLPs que combina a analise de fragmentos de restricao
com hibridacdo, usando sondas especificas para rDNA de modo a reduzir o nimero de
fragmentos a analisar. Tendo como alvo sequéncias do ‘cluster’ de genes ribossomais, o poder
discriminante desta técnica esta limitado pela variabilidade destas sequéncias, pela sonda
utilizada e, principalmente, pela enzima de restricdo seleccionada para um grupo particular de
microrganismos. Tenreiro (1995) aplicou esta técnica na caracterizagdo de estirpes de O. oeni
isoladas de vinho, utilizando quatro enzimas de restricdo e uma sonda dirigida para rDNA 16S,
tendo verificado que esta apresentava um poder discriminante limitado, permitindo
diferenciar apenas 7 a 13% das estirpes, consoante a enzima de restricago. Num estudo
efectuado com estirpes isoladas de vinhos da regido de Chianti, Viti et al. (1996), apods a
analise dos ribotipos obtidos com uma sonda dirigida para rDNA 16S+23S e em comparagao
com os obtidos para outras espécies de BAL, identificaram as estirpes em estudo como

pertencentes a espécie O. oeni.

PCR-RFLPs

Esta técnica baseia-se na amplificagdo de uma regido gendmica por PCR seguida de digestdo
com enzimas restricdo de corte frequente (4-6 bp). A separacdao dos fragmentos obtidos é
normalmente realizada por electroforese convencional em gel de agarose. Quando as regides
gendmicas alvo pertencem aos operdes ribossomais (Figura 1.10), a técnica é designada por
ARDRA (‘Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis’). Devido a pressdo selectiva a que
estdo sujeitos, os genes ribossomais apresentam um elevado nivel de conservacao em todos

0s organismos. Pelo contrario, no interior dos operbes rrn e entre genes ribossomais
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adjacentes, existem sequéncias de DNA espacgador (ITS, ‘Intergenic Transcribed Spacer’) que
estdo sujeitas a uma menor pressao selectiva, apresentando por isso uma taxa de mutagao

superior.

FIGURA 1.10 Estrutura do operdo rrn em procariotas (modificado de Rademaker et al., 2005)

Genes ITS ITS
— i i
m pp  Termingdores
5—== [16sDNA —— 2ssmna | HHHF——=
Produtos SSUDNA tRNAs  LSUDNA 55 tRNAs
rRNA

Os padrdes de 16S-ARDRA sdo, geralmente, caracteristicos da espécie e tornam possivel
identificar a maioria das espécies de BAL isoladas do vinho. Esta técnica foi aplicada por Sato
et al. (2001) e Rodas et al. (2003, 2005) em bactérias isoladas de vinho e é também utilizada
no presente trabalho. Os padrdoes de ITS-ARDRA sdo mais discriminantes e permitem a
tipificagdo de estirpes. Esta técnica foi aplicada por Rodriguez et al. (2007) na diferenciacdo
de estirpes de Lactobacillus hilgardii.

‘Gene-specific’ PCR

A identificacdo das BAL pode ser realizada utilizando ‘primers’ dirigidos para regides
particulares do genoma bacteriano. Estas regiGes, apresentam sequéncias que sdo especificas
da espécie e, por isso, podem ser usadas para distinguir estirpes de espécies diferentes. Por
exemplo, a identificacdo a nivel de espécie de estirpes de O. oeni é possivel utilizando
‘primers’ especificos que tém como regido alvo o rDNA 16S (Bartowsky e Henschke, 1999) ou
o gene mleA (Zapparoli et al., 1998). Outras espécies de BAL com relevancia enoldgica tém
sido identificadas recorrendo a esta técnica, nomeadamente, Lactobacillus brevis com
‘primers’ dirigidos para o gene rDNA 16S (Guarneri et al., 2001), Lb. plantarum, Lb.
paraplantarum, Lb. pentosus e Lb. hilgardii com ‘primers’ dirigidos para o gene recA (Quere et
al., 1997; Torriani et al.,, 2001; Spano et al., 2002; Rodriguez et al., 2007), e Pediococcus
damnosus com ‘primers’ dirigidos para o plasmideo responsavel pela producdo de

exopolissacaridos (Gindreau et al., 2001).

1.7.5 Outros métodos moleculares

Existem ainda métodos moleculares de aplicacdo directa na caracterizacdo de amostras
mistas que nao necessitam de recorrer ao isolamento e cultura de microrganismos e que
permitem caracterizar a diversidade microbiana presente nestas amostras. Estes métodos
permitem, por exemplo, a identificagdo e monitorizagdo dos microrganismos associados a
processos fermentativos. As técnicas de PCR-TGGE (‘Temperature Gradient Gel
Electrophoresis’), PCR-DGGE (‘Denaturing Gradient Gel Electrophoresis’), hibridagdo in situ
(‘FISH - Fluorescence in situ Hybridisation’) e RT-PCR ou gRT-PCR (‘Real-time PCR’ e

‘quantitative Real-time PCR’) sdao alguns exemplos.
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PCR-TGGE e PCR-DGGE s3ao métodos moleculares que baseiam a discriminacdo das espécies
unicamente sobre as diferengas das sequéncias nucleotidicas de produtos de amplificacéo de
genes alvo. Estes produtos sdo separados, de acordo com a sua sequéncia nucleotidica, por
electroforese em condigdes desnaturantes, utilizando um gradiente de temperatura (TGGE) ou
um gradiente quimico (DGGE). A técnica de PCR-DGGE direccionada para o rDNA 16S foi
utilizada por Lopez et al. (2003) para caracterizar todos os microrganismos do vinho
(leveduras, bactérias do acido lactico e bactérias acéticas). Renouf et al. (2006) e Spano et al.
(2007) utilizaram a mesma técnica dirigida para o gene rpoB (sub-unidade catalitica da RNA

polimerase) para caracterizar as BAL do vinho.

A técnica de FISH é amplamente aplicada na detecgdo, identificacdo e contagem directa ao
microscopio de fluorescéncia, de bactérias e outros microrganismos. Normalmente utiliza
sondas oligonucleotidicas dirigidas para o rRNA (5S, 16S e 23S) marcadas com fluorocromos.
Esta técnica foi usada na deteccdo e identificacdo de BAL no vinho por Sohier e Lonvaud-Funel
(1998), Blasco et al. (2003) e Hirschhauser et al. (2005).

PCR em tempo real € um método rapido e fidedigno para fins de identificacdo e enumeracao,
gue também permite a quantificacdo. A quantificacdo rapida de O. oeni e das outras espécies
de BAL do vinho por esta técnica pode ser utilizada no controlo da FML, permitindo medidas
correctivas para regular o crescimento bacteriano (Delaherche et al., 2004; Pinzani et al.,
2004; Neeley et al., 2005).
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1.8 INTERESSE ENOLOGICO DAS BAL DO VINHO

A complexidade e diversidade das actividades metabdlicas das BAL no vinho, ilustrada na
Figura 1.11, sugere que a fermentacdo malolactica € mais do que uma mera descarboxilacado,

podendo afectar positiva e/ou negativamente a qualidade do vinho (Bartowsky, 2005).

FIGURA 1.11 Sumario global das alteragGes bioquimicas que ocorrem durante a fermentagdo malolactica
e metabolismo de Oenococcus oeni (adaptado de Bartowsky, 2005). ADI: arginina desaminase; AG: aci-
dos gordos; AT: acidez total; AV: acidez volatil; 4-EF: 4-etilfenol; 4-EG: 4-etilguaicol.
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1.8.1 A fermentacao malolactica

A FML no vinho, considerada uma fermentagéo1 secundaria, ocorre normalmente no final da
fermentagdo alcodlica, embora por vezes possa ocorrer simultanemente. Este processo
bioldgico de desacidificagdo é realizado pelas BAL envolvendo a conversdao do acido
dicarboxilico L-malico, um dos principais acidos organicos presentes no vinho, a um acido
monocarboxilico L-lactico e diéxido de carbono, resultando num acréscimo de pH e decréscimo
da acidez titulavel (Figura 1.12), que se reflecte na estabilidade microbioldgica e qualidade
organoléptica dos vinhos (Davis et al., 1985; Liu, 2002; Bartowsky, 2005). No vinho, esta
desacidificacdo bioldgica é normalmente conduzida por estirpes de Oenococcus oeni,

Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides, Lactobacillus spp. e Pediococcus spp..

1. Numa perspectiva bioquimica o termo fermentagdo é incorrecto, uma vez que a a conversdo do acido malico em
acido lactico ndo ocorre por um processo fermentativo, mas sim por uma descarboxilagdo (Moreno-Arribas e Polo,
2005).
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A FML é considerada indispensavel a qualidade e até a estabilidade da maioria dos vinhos
tintos. Nos mais acidos é particularmente importante, pela reducdo da acidez e aumento do
pH que provoca. A substituicdo do acido malico pelo acido lactico provoca uma melhoria no
sabor dos vinhos, uma vez que o acido lactico € menos agressivo ao paladar. Pelo contrario,
nos de acidez baixa, pretende-se a obtencdo de estabilidade microbioldgica e, em ambos os

casos, uma melhoria no aroma e sabor dos vinhos (Mendes-Faia, 1991).

Esta fermentacdo é mais frequente em vinhos tintos do que em rosados ou brancos, diferenga
que se atribui aos teores mais elevados de SO, utilizados nos vinhos brancos, a sua maior
acidez e, ainda, a reducdao de nutrientes nos mostos brancos quando se faz a defecacdo.
Embora o desaparecimento do acido malico ndo seja benéfico em termos de caracteristicas
organolépticas nos vinhos de regiGes quentes, muitas vezes promove-se a ocorréncia da FML

seguida de uma acidificagdo com acido tartarico.

Contudo, existem referéncias bibliograficas que em vinhos pouco acidos a FML nem sempre
provoca uma diminuicdo da qualidade (vinhos da Califérnia, Africa do Sul, Israel e regido do
Douro) (Mendes-Faia, 1991). Nos vinhos em que a FML é desejada, esta desacidificacdo
bioldgica deve ocorrer o mais cedo possivel, sempre antes do engarrafamento, para que se

possa estabilizar o vinho.

FIGURA 1.12 (a) As trés principais consequéncias da FML: (i) A FML confere estabilidade microbioldgica
ao vinho pela remocgdo de uma possivel fonte de carbono (acido malico) para outros microrganismos; (ii)
desacidificacdo do vinho pelo aumento no pH [0,1-0,2] e decréscimo na acidez titulavel [AT]; e (iii) con-
fere modificagdes sensoriais (aroma e paladar) ao vinho. (b) A descarboxilagdo do acido L-malico a acido
L-lactico envolve o transporte activo do acido malico para o interior da célula, descarboxilagdo, e o trans-
porte de acido lactico para o exterior da célula para o meio envolvente. (c) Dos trés genes envolvidos na
reacgdo malolactica, mleA codifica para a enzima malolactica, m/eP codifica para a malato permease e
mleR codifica para um regulador transcricional (adaptado de Bartowsky, 2005).
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A descarboxilacdo do acido L-malico a acido L-lactico é catalizada pela enzima malolactica
(MLE, EC 1.1.1.-), dependente de NAD" e Mn2*. Os genes que codificam para a enzima
malolactica (mleA) e malato permease (mleP) encontram-se organizados num operdo
(Figura 1.12). Transcrito na direccdo oposta a montante do operdo ml/eAP localiza-se um
putativo gene regulador (m/eR) responsavel pela producdo de uma proteina reguladora da
familia tipo-LysR! (Labarre et al., 1996; Galland et al., 2003).

Esta configuragdo genética, de certo modo simples, parece ser conservada em varias BAL do
vinho, nomeadamente em Oenococcus oeni, Lactobacillus brevis, Lb. casei, Lb. plantarum,
Leuconostoc mesenteroides e Pediococcus pentosaceus (Kleerebezem et al., 2003; Mills et al.,
2005).

Numa perspectiva da bioenergética celular, a FML confere vantagem as células bacterianas
actuando como um mecanismo de transdugdo de energia quimiosmética, gerando ATP
adicional, via ATPase (Cox e Henick-Kling, 1989, 1990, 1995; Olsen et al., 1991; Salema et
al., 1996). Em resumo, o acréscimo de pH intracelular produz uma forca protomotriz (AP). Por
cada molécula de malato que entra na célula e sofre descarboxilacdo, uma molécula de lactato
sai da célula acompanhada de um H*, que é equivalente a translocacdo de um H* para o
exterior. A exportagdo do lactato a favor de um gradiente de concentragdo fornece a célula
energia para transportar os H*. O aumento da forga protomotriz pode ser usado pela ATPase
membranar para produgdao de ATP. No vinho e devido ao seu pH tdo reduzido, ndo ocorre a

glicélise e aFML sera provavelmente a Unica via para O. oeni produzir ATP (Bartowosky, 2005).

1.8.2 Os efeitos benéficos das BAL no vinho

Para além do decréscimo na acidez, a FML produz melhorias nas caracteristicas organolépticas
e aumenta a estabilidade microbiolégica dos vinhos (Davis et al., 1985; Kunkee, 1991; Versari
et al., 1999; Arnink e Henick-Kling, 2005). A modificacdo do aroma observada apds a FML
deve-se ao acido lactico, per si, menos agressivo, e ao aumento de uma série de outros
compostos (Figura 1.13), nomeadamente, diacetilo, acetoina, 2,3-butanodiol, ésteres (lactato
de etilo, succinato de dietilo) e alguns alcdéois superiores e a libertacdo de agliconas
aromaticas (Mascarenhas, 1984; Mendes-Faia, 1990; Martineau e Henick-Kling, 1995;
Bartowsky et al., 1997; Bartowsky e Henschke, 2000, 2004).

Dada a relevancia das B-glucosidases no aroma dos vinhos e por se tratar de um assunto
explorado nesta dissertacdo, a sua apresentacdo é feita num ponto independente. Outra
actividade enzimdatica com relevancia positiva em termos enoldgicos é a da enzima
tanino-acil-hidrolase (E.C. 3.1.1.20), vulgarmente designada por tanase, que catalisa a
hidrolise das ligagGes éster em taninos hidrolisdveis tais como o acido tanico, libertando

glucose e acido galico (Lekha e Lonsane, 1997 cit. por Vaquero et al., 2004).

1. Os reguladores transcricionais tipo-LysR constituem a familia mais numerosa de factores de transcrigdo procaridticos
Estas proteinas apresentam um dominio N-terminal de ligacdo ao DNA e um dominio C-terminal de ligacdo a
cofactores. A maioria tem um papel activador da transcricdo e muitas regulam negativamente a sua expressao.
(Zaim e Kierzek, 2003).
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Esta actividade deve ser usada como critério na seleccdo de culturas malolacticas ‘starter’,
uma vez que confere vantagens no processo de vinificacdo ao reduzir a adstringéncia e
turvacao no vinho (Vaquero et al., 2004). Contudo, esta actividade parece ndo estar muito
dispersa entre as BAL. Num ‘screening’ realizado por estes autores num conjunto de 78
estirpes pertencentes as espécies enoldgicas dos géneros Lactobacillus, Leuconostoc,
Oenococcus e Pediococcus, a tanase apenas foi detectada em estirpes de Lactobacillus

plantarum.

Ainda relativamente as modificagdes no aroma, induzidas por diferentes espécies de BAL
isoladas de vinhos, Pripis-Nicolau et al. (2004) verificaram que estirpes de O. oeni eram
capazes de metabolizar a metionina e formar compostos de enxofre volateis. Estes autores
observaram ainda um aumento significativo na concentragdo de &cido 3-metilsulfanil
propidonico em varios vinhos tintos apds a FML. Este composto, que é caracterizado por odores
a chocolate e tostado contribui para a complexidade aromatica produzida pela FML
(Pripis-Nicolau et al., 2004). Os metabolitos produzidos com caracter negativo também

ilutrados na Figura 1.13 serdo discutidos no ponto seguinte desta revisdo bibliografica.

Relativamente a estabilidade microbioldgica dos vinhos atingida apés a FML, esta ocorre
através da deplegdo de nutrientes e libertagdo de substancias antimicrobianas pelas BAL
(Pramateftaki et al., 2006). Ao metabolizarem compostos que combinam o sulfuroso
(piruvato, oxoglutarato e acetaldeido) as BAL também aumentam a estabilidade do vinho
(Mendes-Faia, 1991; Osborne et al., 2000, 2006).

FIGURA 1.13 Representacdo esquematica da biossintese de compostos aromaticos por bactérias
malolacticas (adaptado de Swiegers et al., 2005). ACTPY- 2-acetiltetrahidropiridina; ACPY - 2- ace-
til-1-pirrolina.
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A hidrélise dos glucosideos pela accdo de B-glucosidases

A utilizagdo de B-glucoésidos pelas bactérias ocorre através de vias metabdlicas semelhantes
as descritas para a lactose pela accdo da p-galactosidase. Na maioria dos casos, os
B-glucosidos sdo hidrolisados por B-glucosidases extracelulares ou associadas a parede celular
(Gonzdlez-Candelas et al., 1989). As pB-glucosidases ou p-D-glucosideo glucohidrolases
(BG, EC 3.2.1.21) constituem um grupo de enzimas bem caracterizadas, biologicamente
importantes, que catalizam a transferéncia do grupo glicosil entre nucledfilos de oxigénio. Esta
reacgao de transferéncia geralmente resulta na hidrdlise de uma ligagao B-glucosidica que liga
residuos de hidratos de carbono em aril-, amino-, ou alquil-B-D-glucosideos, glucosideos
cianogénicos, oligossacaridos de cadeia curta e dissacaridos (Bhatia et al., 2002). Em mostos
e vinhos desempenham um papel importante na hidrélise dos precursores glucoconjugados e
na libertacdo de compostos aromaticos activos (Palmeri e Spagna, 2007). O aroma das uvas
inclui moléculas volateis e odoriferas, sob a forma livre, especialmente terpenos (linalool,
geraniol, nerol, citronelol, pB-terpinieol, 6xido de linalool) que conferem o caracter frutado a
certas cultivares. Adicionalmente, estes compostos podem formar complexos glucosidicos ndo
volateis e sem aroma, designados por precursores do aroma (Mateo e Jiménez, 2000;
Rensburg e Pretorius, 2000). A existéncia destes precursores ndo volateis é interessante sob
um ponto de vista tecnoldgico, até por ser a fraccdo maioritaria nos mostos e pela acgdo
sequencial de glucosidases poderem libertar agliconas aromaticas como ilustrado na
Figura 1.14. A hidrdlise enzimatica ocorrre em duas fases, primeiro as ligagbes o -1,6
glucosidicas sdo clivadas pela acgdo de o-L-arabinofuranosidases (EC 3.2.1.55),
o -L-ramnopiranosidases (EC 2.2.1.40) ou de pB-D-apiofuranosidases (EC 3.2.1.161) e os
monoterpenil-B-D-glucdsidos correspondentes sdo libertados (arabinose, ramnose, apiose e
B-D-glucosideos). Na segunda fase, ocorre a libertagdo da aglicona aromatica apds a acgao da

B-glucosidase (Colagrande et al., 1994; Gunata, 1994; Palmeri e Spagna, 2007).

FIGURA 1.14 Mecanismo sequencial da hidrdlise enzimatica dos precursores glucosilados. Ara: o -L-ara-
binofuranosidase; Ram: o -L-ramnopiranosidase; Api: B-D-Apiofuranosidase; BG: B-D-glucopiranosidase.
R=monoterpenos, sesquiterpenos, norisoprenoides, derivados do benzeno, alcodis alifaticos (adaptado de
Palmeri e Spagna, 2007).
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Com o objectivo de realcar a fraccdo aromatica dos vinhos tém sido estudadas varias
B-glucosidases provenientes de diversos microrganismos, incluindo os relacionados com o
ambiente vinico (Matthews et al., 2004). Foram pesquisadas e detectadas B-glucosidases em
leveduras, Saccharomyces cerevisiae e principalmente em espécies ndo Saccharomyces
(Gunata et al., 1990; Rosi et al., 1994, 1994a; MacMahon et al., 1999; Mendes-Ferreira et al.,
2001; Strauss et al., 2001; Rodriguez et al., 2004), em estirpes de Oenococcus oeni (Grimaldi
et al., 2000; Boido et al., 2002; Mansfield et al., 2002; Ugliano et al., 2003; Barbagallo et al.,
2004; D'Incencco et al. 2004; Grimaldi et al., 2005a) e em estirpes de Lactobacillus spp. e de
Pediococccus spp. (Grimaldi et al.,, 2005b). Apesar de algumas actividades terem sido
detectadas em substratos glucosilados artificiais, outras foram reveladas em vinho apesar de
parcialmente inibidas pelas condigoes de vinificacao (Matthews et al., 2004). Barbagallo et al.,
(2004) observaram que as estirpes de O. oeni mantinham actividade pB-glucosidasica em
condicdes enoldgicas (pH, temperatura e etanol) e apresentavam elevada actividade
malolactica apds inoculagdo em vinho. De acordo com estes autores, as BAL parecem
expressar o conjunto de glucosidases necessdrias para hidrolisar muitos dos glucésidos
encontrados no vinho. Para além do efeito no aroma, ha a salientar a actividade antocianasica
que algumas pB-glucosidases podem apresentar. Estas enzimas hidrolisam as antocianinas
ligadas aos acucares, libertando as respectivas antocianidinas, menos estaveis, que se
convertem espontaneamente em compostos castanhos ou descorados. Enquanto que este
resultado pode ser indesejavel num vinho tinto, estas enzimas tém sido propostas como meio
de reduzir a intensidade da cor nos vinhos brancos ou rosés produzidos a partir de uvas tintas
(Matthews et al., 2004). Sdo conhecidas algumas sequéncias dos genes que codificam para as
B-glucosidases de espécies enoldogicas, nomeadamente de O. oeni (AY489108) e de Lb.
plantarum (AY489109).

1.8.3 Os efeitos nocivos das BAL no vinho

Para além dos aspectos benéficos da presenga de BAL no vinho, estes microrganismos (em
particular certas estirpes) podem exercer um efeito depreciativo na qualidade do vinho, se a
sua proliferagdao ocorrer no tempo errado durante o processo de vinificacdo (du Toit e
Pretorius, 2000). Na Tabela 1.7 sdao apresentadas as alteragdes mais frequentes provocadas
pelas BAL em vinhos, que incluem a produgdo de varios metabolitos indesejaveis, maus
odores e turvagao. Dos processos de deterioragdo referidos, serdo apenas abordados com
mais pormenor, a formacdo de carbamato de etilo e a producdo de aminas biogénicas
(particularmente histamina, tiramina e putrescina) por constituirem assuntos do trabalho

experimental.



TABELA 1.7 AlteragOes provocadas pelas BAL nos vinhos
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Deterioragdes

Microrganismos responsaveis

Referéncias bibliograficas

“Amargor”
formacgédo de acroléina a partir da
degradacgdo do glicerol

“Aroma a manteiga”
devido a produgdo excessiva de
diacetilo

Crescimento floculento

“Fermentagdo manitica”
redugdo da frutose a manitol

Formagdo de fenois volateis (4-etilguai-
acol e 4-etilfenol) por degradagao de
acidos fendlicos principalmente acido
ferulico e acido p-cumarico

Formagdo de glioxal e metilglioxal

“Gordura”

produgéo de polissacaridos extracelu-
lares que aumentam a viscosidade do
vinho

“Odor a geranio”

redugdo do acido sorbico a 2,4-hexadie-
nol que esterifica com o etanol origi-
nando 2-etoxihexa-3,5-dieno,
responsavel pelo odor a geranio

“Odor a rato” ou a acetamida produgao
de tetrahidropiridinas

Produgdo de aminas biogénicas (hista-
mina, tiramina, putrescina, por descar-
boxilagdo de aminoacidos

Producgdo de precursores de carbamato
de etilo

“Pico lactico”

fermentacgdo lactica dos aglcares;
produgéo de acido D-Lactico e produgéo
excessiva de acido acético implicado
nos amuos de fermentagéo

“Volta”
degradacgéo do acido tartarico; depre-
cia a qualidade sensorial

Lactobacillus cellobiosus
Lactobacillus hilgardii
Leuconostoc mesenteroides
Pediococcus parvulus

Lactobacillus plantarum
Oenococcus oeni
Pediococcus spp.

Lactobacillus trichodes

Lactobacillus brevis

Lactobacillus plantarum
Lactobacillus spp.
Pediococcus spp.

Oenococcus oeni

Leuconostoc mesenteroides
Pediococcus damnosus
Pediococcus pentosaceus

Oenococcus oeni

Lactobacillus brevis
Lactobacillus cellobiosus
Lactobacillus hilgardii

Lactobacillus brevis
Lactobacillus hilgardii
Oenococcus oeni
Pediococcus damnosus

Lactobacillus brevis
Lactobacillus buchnerii
Lactobacillus hilgardii
Oenococcus oeni

Lactobacillus brevis
Lactobacillus kunkeei
Lactobacillus nagelii
Oenococcus oeni

Lactobacillus brevis
Lactobacillus plantarum

Davis et al., 1988; Sponholz, 1993;
Bartwosky e Henscke, 1995; Fugelsang,
1997; Claisse e Lonvaud-Funel, 2001

Martineau e Henick-Kling, 1995

Amerine e Kunkee, 1968

Sponholz, 1993

Cavin et al., 1993, 1997; Chatonnet et al.,
1997; Barthelmebs et al. 2000, 2001

De Revel e Bertrand, 1993

Sponholz, 1993; Manca de Nadra e
Strasser de Saad, 1995; Giendreau et al.,
2001; Walling et al., 2001

Crowell e Gymont, 1975

Sponholz, 1993; Fugelsang, 1997;
Costello et al., 2001, 2002

Lonvaud-Funel e Joyeux ,1994; Rolan
et al., 1995; Coton et al., 1998a,1998b;
Leitdo et al., 2000; Moreno-Arribas e
Lonvaud-Funel 1999, 2001; Arena e
Manca de Nadra, 2001; Moreno-Arribas
et al., 2000, 2003; Guerrini et al., 2002

Liu e Pilone 1998; Liu 2002; Azevedo
et al., 2002

Ingledew e Kunkee, 1985; Sponholz,
1993; Edwards et al., 1998a, 1998b,
2000

Sponholz, 1993; Martineau e Henick-
-Kling, 1995

O metabolismo dos aminoacidos

A utilizacdo dos aminoacidos pelas BAL pode ter implicagdes a nivel da qualidade e da
seguranga alimentar dos produtos fermentados. Para as bactérias esta utilizagdo permite
aumentar a sua capacidade de obtencdo de energia, particularmente em meios com limitacao

de nutrientes e supostamente como resposta ao stress acido (Marquis et al., 1987; Cotter e

Hill, 2003).
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A degradacado da arginina e formacdo de carbamato de etilo

As principais vias metabdlicas de degradacdo de L-arginina utilizadas por microrganismos sdo:
(i) a via da arginase-urease; (ii) a via da arginina transamidase; (iii) a via da arginina
descarboxilase; e (iv) a via da arginina desaminase (Abdelal, 1979 cit. por Liu, 1993). As
principais reacgdes que ocorrem nas trés primeiras vias sdao apresentadas na Figura 1.15,

enquanto que a via completa da arginina desaminase ¢ ilustrada na Figura 1.16.

FIGURA 1.15 Algumas das principais vias de degradacdo da arginina utilizadas pelos microrganismos
(adaptado de Liu, 1993).

arginase urease
1) Arginina ————— ornitina +ureia ———» CO2 + 2NH3

transamidase
2) Argining =————p ornitina + derivados de guanidina

. descarboxilase i
3) Arginina ——p CO, + agmatina

A via da arginina desaminase estd amplamente distribuida em procariotas e, concretamente,
encontra-se presente nalgumas BAL. Por esta via uma mole de L-arginina é convertida numa
mole de ornitina e numa mole de diéxido de carbono e duas moles de NH3. Esta via envolve
trés enzimas: arginina desaminase (ADI; EC 3.5.3.6), ornitina transcarbamilase (OTC; EC
2.1.3.3) e carbamato cinase (CK; EC 2.7.2.2) (Mira de Orduna et al., 2001; Liu, 2002; Manca
de Nadra et al., 2003).

A arginina é um dos aminoacidos presente em maiores concentracdes no mosto € no vinho. A
sua utilizacdo origina a formacao de citrulina e carbamoil fosfato, precursores do carbamato
de etilo, composto potencialmente carcinogénico. Este composto resulta duma reaccgdo
quimica espontanea envolvendo etanol e precursores que incluem a ureia , citrulina,
carbamoil fosfato, N-carbamil, o e B-aminoacidos e alantoina (Ough et al., 1988). A reacgdo
de etandlise da citrulina e da ureial para formar carbamato de etilo pode ocorrer a
temperaturas elevadas ou a temperaturas normais de armazenamento (Ough et al., 1988;
Kodama et al., 1994).

Os teores de carbamato de etilo admissiveis nos vinhos estdao regulamentados em alguns
paises. Para vinhos de mesa é de 30 pg/L, na Unido Europeia e no Canada, enquanto que nos
E.U.A. os valores sao mais restritivos, sendo 15 ug/L para vinhos de mesa e 60 ug/L para
vinhos fortificados (Arena e Manca de Nadra, 2005; Uthurry et al., 2006).

1. A ureia provém do metabolismo da arginina pelas leveduras. Actualmente, a adigdo de preparagGes enzimaticas
comerciais de urease € admitida pela O.1.V. e pela legislagdo da U.E. para prevenir a formagdo de carbamato de etilo
por esta via (Moreno-Arribas e Polo, 2005).
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FIGURA 1.16 Via arginina desaminase (ADI) para a degradagdo da arginina por BAL e o seu significado
enoldgico (adaptado de Mira de Orduna et al., 2001)
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O catabolismo da arginina, originando ornitina, amoénia e CO, (ratio 1:2:1), providencia a
varias BAL um processo adicional de obtencdo de energia por fosforilacdo a nivel do substrato
(Abdelal, 1979 cit. por Konings, 2006). Alids, esta é a Unica via catabdlica de aminoacidos
conhecida nas BAL que resulta na producdo de ATP via fosforilagdo a nivel do substrato
(Cristensen et al., 1999). O ATP produzido pela via ADI pode ser usado noutros processos
metabdlicos que requerem energia na célula, conferindo as bactérias capazes de obter energia
por este processo adicional, uma vantagem competitiva num ambiente tdo hostil como é o
vinho, devido ao seu pH acido e conteido em etanol. O aumento do pH, resultante da
producdo de amoédnia, representa ainda um mecanismo de homeostasia de pH, semelhante ao
que ocorre nas descarboxilagées dos aminoacidos (Liu e Pilone, 1998; Tonon e Lonvaud-Funel,
2002).

A presenca das trés enzimas da via da ADI parece verificar-se na maioria dos lactobacilos
heterofermentativos, leuconostocs e oenococos, embora estas ja tenham sido detectadas em
espécies homofermentativas de BAL isoladas de vinho. Contudo, a degradacdo da arginina por
esta via, em todas as espécies, parece ser um fenotipo estirpe dependente (Spano et al.,
2006). Os genes envolvidos na degradacdo da arginina encontram-se organizados no operao
arc (Figura 1.17). Apesar de este operdo apresentar variagdes de estrutura entre diferentes
espécies de BAL, estdo sempre presentes os genes que codificam para a arginina desaminase
(arcA); ornitina transcarbamilase (arcB) e carbamato cinase (arcC). Podem ainda estar
presentes genes que codifiqguem para transportadores antiporte arginina/ornitina
(arcD/arcD1/arcD2), transaminases (arcT), tRNA sintetases (arcS) e proteinas reguladoras
(arcR) (Divol et al., 2003). Este operdo ja foi descrito em estirpes de Lactobacillus hilgardii

(Arena et al., 1999a, 2002), Oenococcus oeni (Mira de Orduna et al., 2001; Tonon et al.,
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2001a, 2001b), Lactobacillus plantarum (Spano et al., 2004, 2006), Lactobacillus sake

(Zaniga et al., 1998, 2002) e Enterococcus faecalis (Barcelona-Andres et al., 2002).

FIGURA 1.17 (a) Organizagdo genética do locus ADI na espécie Oenococcus oeni. As setas pequenas a
negro representam o ponto de inicio do mRNA. (b) Comparacdo da sequéncia cromossdémica entre
estirpes de O. oeni arc-positivas e arc-negativas. P1, rRNA metilase (ZP_00064059.1); P2, proteina
hipotética (ZP_00064059.1); P3, proteina hipotética (ZP_00070621.1); e P4, regulador transcricional
tipo-NusG! (NP_784385.1). Quadrados preenchidos a pontos correspondem a uma sequéncia conservada
de DNA de 45 bp em cada extremidade do locus ADI (adaptado de Nehm et al., 2005).

C)]

(b) II II estirpe arc +

estirpe arc -

TATGGTTTAAAAAATGACAATGACACTGCCGCTTAAATCTGTTAA

sequéncia de DNA conservada (45 bp)

No vinho, o contacto prolongado das BAL (vidveis e viaveis mas ndo cultivaveis) com as
borras residuais das leveduras deve ser considerado como um factor de risco significativo para
a formacgdo acrescida de citrulina e, consequentemente, de carbamato de etilo (Liu e Pilone
1998; Tonon e Lonvaud-Funel, 2000; Terrade e Mira de Orduna, 2006). Por isso, ndo é
aconselhavel a utilizagcdo de estirpes de Oenococcus oeni que excretem citrulina como culturas
‘starter’ . Alguns destes autores sugerem ainda que estirpes que possuam apenas a primeira
enzima da via (ADI+, OTC-) ou estirpes que tenham ADI mas baixa actividade OTC devam ser

excluidas num processo de selecgdo de ‘starters’ para a realizagdo da FML.

A formacdo de aminas biogénicas

As aminas biogénicas sdo bases organicas de baixo peso molecular, que podem ser produzidas
e degradadas durante a actividade metabdlica normal dos animais, das plantas e dos
microrganismos (Arena e Manca de Nadra, 2001). No homem, estas substancias podem
desempenhar um papel metabdlico importante, relacionado com o crescimento (poliaminas)
ou com fungBes dos sistemas nervoso e circulatdrio (histamina e tiramina). Quando ingeridas

em excesso, podem provocar hipotensdo, hipertensdo, palpitacbes cardiacas (aminas

1. A proteina NusG é um factor de elongagdo envolvido nos mecanismos de terminagéo e anti-terminagdo da transcrigdo.
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vasoactivas), dores de cabeca (aminas psicoactivas) e varias reaccbes alérgicas
(Lonvaud-Funel, 2001; De las Rivas et al., 2005). As aminas biogénicas sdo essencialmente
formadas a partir da descarboxilacdo dos aminoacidos precursores, pela accdo de enzimas
substrato-especificas (ten Brink et al., 1990 cit. por Guerrini et al., 2002; Lonvaud-Funnel,
1999; Marcobal et al.,, 2006b). Deste modo, as aminas histamina, tiramina, triptamina,
serotonina, 2-feniletilamina, agmatina e cadaverina (Figura 1.18) sao formadas a partir dos
aminoacidos histidina, tirosina, triptofano, hidroxitriptofano, fenilalanina, arginina e lisina
respectivamente (Buckenhiiskes, 1993; Silla Santos, 1996; Kalac e Krizek, 2003). A
putrescina pode ser formada a partir da ornitina ou da agmatina, e a espermidina e espermina
sdo formadas a partir da putrescina pela ligacdo de grupos aminopropil catalizada pela

espermidina sintase e espermina sintase (Teti et al., 2002).

FIGURA 1.18 Algumas aminas biogénicas e aminoacidos precursores (adaptado de Buckenhliskes
1993).(D) Descarboxilagdo; (R) Espermidina é formada pela reacgdo da putrescina com um residuo pro-
pilamina que provém da metionina. (al), alifatica; (ar) aromatica; (he) heterociclica.
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Durante os processos de fermentagdo de varias matérias primas para a obtencdo de alimentos
e bebidas, como por exemplo, queijo, enchidos, vegetais fermentados, cerveja e vinho pode
ocorrrer a formagdo de aminas biogénicas pelas BAL. Muitas bactérias apresentam actividades
descarboxilasicas, que favorecem o seu crescimento e sobrevivéncia em meios acidicos, pelo

acréscimo do pH. No vinho, varios aminoacidos podem ser descarboxilados e,
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consequentemente, podem ser encontradas aminas biogénicas (Tabela 1.8), predominando a
histamina, a tiramina, a putrescina, a isopentilamina e a B-feniletilamina (Radler e Fath,
1991; Bodmer et al., 1999; Lonvaud-Funel, 2001; Moreno-Arribas et al., 2003).

TABELA 1.8 Aminas biogénicas detectadas em vinho (adaptado de Bodmer et al., 1999).

Aminas alifaticas Aminas aromaticas Aminas heterociclicas

Agmatina B-Feniletilamina Indole
Butilamina Tiramina Histamina
Cadaverina Morfolina
1,3-Diaminopropano Pirrolidina
Dimetilamina 2-Pirrolidona
Etanolamina Piperidina
Etilamina Serotonina
Espermidina
Espermina
Hexilamina
Putrescina
Isopropilamina
Isopentilamina
Metilamina
2-Metilbutilamina
Pentilamina
Propilamina

Contudo, o seu conteiddo no vinho é muito inferior ao detectado noutros alimentos
(Tabela 1.9), ainda que o etanol possa potenciar o efeito tdxico da histamina, pela inibicdo das
amino oxidases. Actualmente, a maioria dos paises da U.E. o Canada recomendam teores de
histamina ndo superiores a 10 mg/L, enquanto na Alemanha o limite é de 2 mg/L. Os
potenciais efeitos nas transagdes comerciais de vinhos resultantes da imposigao destes limites
e a procura pelos consumidores de produtos saudaveis, isentos de substancias téxicas, devem
constituir uma preocupacdo para os produtores nacionais. Para além da sua toxicidade, as
aminas biogénicas, quando em concentragdes elevadas, podem conferir alteracGes
desagradaveis detectaveis sensorialmente, como por exemplo a putrescina e a cadaverina

com aromas a fruta e carne podre, respectivamente.

TABELA 1.9 Valores (mg/L ou mg/kg) de algumas aminas biogénicas em diversos alimentos (adaptado
de Mariné-Font, 2005).

Alimentos Histamina Tiramina Putrescina Cadaverina
Queijos nd@-5630 nd-4200 nd-634 nd-405
Iogurte nd-13 nd-8.5 nd nd
Enchidos crus fermentados vtP-357 nd-1500 nd-395 nd-409
Peixe fresco nd-19.75 nd-2.25 nd-4.9 nd-12.6
Conservas de peixe nd-2400 nd-600 nd-115 nd-270
Vinho branco nd-13 nd-7.5 0.7-21.4 0.3-108
Vinho tinto nd-21.1 nd-15.9 0.6-11.1 nd-47
Cerveja nd-25.0 nd-52.6 nd-8.0 nd-37.5

a. nd: ndo detectado.
b. vt: vestigios.
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Embora algumas aminas biogénicas possam provir directamente das uvas e outras sejam
resultantes da actividade metabdlica das leveduras Saccharomyces e ndo Saccharomyces e
das bactérias acéticas, normalmente as aminas biogénicas aumentam apdés a FML
(Vidal-Carou et al., 1990; Le Jeune et al., 1995; Soufleros et al., 1998; Lonvaud-Funel, 2001;
Torrea-Goni e Ancin-Azpilicueta, 2001; Gardini et al., 2005; Landete et al., 2005; Pramateftaki
et al., 2006). Entre as BAL, a actividade descarboxildsica é especifica da estirpe e dentro das
diferentes espécies de Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc e Oenococcus esta distribuida

aleatoriamente.

O conteddo de aminas biogénicas presentes num vinho, depende da existéncia de
aminoacidos precursores, de estirpes com actividade descarboxildasica e dos factores
ambientais que afectam o crescimento dessas estirpes bem como de algumas praticas
enoldgicas (Lonvaud-Funel, 2001; Gonzélez-Marco e Ancin-Azpilicueta, 2006; Martin-Alvarez
et al., 2006). De uma maneira geral, pH baixo, elevadas concentragdes de SO, e de etanol
limitam o crescimento destas estirpes e consequentemente a produgdo de aminas biogénicas.
Por outro lado, factores que favorecam o crescimento microbiano, como temperaturas
elevadas, disponibilidade de nutrientes no mosto e vinho (aglcares, aminoacidos, acidos
organicos) e praticas higiénicas inapropriadas aumentam as probabilidades do aparecimento
de elevadas concentragdes de aminas (Landete et al., 2005). Lonvaud-Funel (2001) refere
que foram encontrados maiores teores de aminas biogénicas em vinhos armazenados em
contacto prolongado com as borras, tendo atribuido as células de BAL vidveis mas ndo
cultivaveis a sua producdo. Os vinhos tintos apresentam um teor de aminas geralmente
superior ao dos vinhos rosados, brancos e fortificados (Landete et al., 2005; Leitdao et al.,
2005;Bover-Cid et al., 2006).

A histamina

A histamina é a amina biogénica mais frequentemente associada a intoxicacGes alimentares
devido a sua elevada actividade bioldgica, provocando dores de cabeca, hipotensdo e
problemas digestivos (Fernandez et al., 2006a). Esta amina biogénica é encontrada em
diversos alimentos, nomeadamente, em peixes e derivados, enchidos, queijos, cerveja, vinhos
e outros produtos fermentados (Slomkowska e Ambroziak, 2002; Kalac e Krizek, 2003;
Fernandez et al., 2006).

A histidina descarboxilase (HDC, EC 4.1.1.22) é a enzima que converte a histidina a histamina
e CO,. Existem duas classes distintas de histidina descarboxilases: (i) as que requerem
piridoxal fosfato como cofactor, presentes nos eucariotas e nas bactérias gram negativas; e
(ii) as que utilizam um mecanismo catalitico diferente, baseado num grupo piruvoil ligado
covalentemente ao centro activo, caracteristicas das bactérias gram positivas (Huynh e Snell,
1985; Vaaler et al., 1986; van Poelje e Snell, 1990 cit. por Lucas et al., 2005).

Para além da via da histidina descarboxilase, outra via envolvida na degradacao da histidina, a
via da histidina amdnia-liase (EC.4.3.1.3), tem sido descrita em bactérias (Figura 1.19). A
histidina amodnia-liase catalisa a primeira reaccdo de uma via de degradagdo que conduz a

formacgdo de glutamato. Contudo dentro do grupo das BAL apenas foi detectada em estirpes
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de Streptococcus pyogenes e parcialmente em Streptococcus thermophilus (Fernandez e
Zuiiga, 2006).

FIGURA 1.19 Vias catabdlicas para a histidina em BAL. Fg, formimidoilglutamase; HAL, histidina
amodnia-liase; Hisdc, histidina descarboxilase; Ip, imidazolonapropionase; Uhyd, urocanato hidratase

(adaptado de Fernandez e Zufiiga, 2006).
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O gene que codifica para a histidina descarboxilase (hdcA) ja foi caracterizado nas seguintes

Glutamato

estirpes/espécies de BAL: Lactobacilllus sp. estirpe 30a (Vanderslice et al., 1986; Copeland et
al., 1989), Lactobacillus buchneri (Martin et al., 2005), Lactobacillus hilgardii (Lucas et al.,
2005), Oenococcus oeni (Coton et al., 1998a; 1998b) e Tetragenococccus muriaticus
(GenBank AB125629, AB04087). Este gene esta localizado no operdo hdcAB, onde apresenta
a jusante o gene hdcB de funcao desconhecida (Figura 1.20). O gene que codifica para o
transportador histidina/histamina (hdcP) estd localizado a montante deste operdo e, em
Lactobacillus hilgardii, o gene que codifica para uma histidil-tRNA sintetase (hisRS) esta
localizado a jusante. A comparagao destes ‘clusters’ de genes revela uma elevada semelhanca
guer na organizacdo quer na sequéncia em aminoacidos. Este facto, conjuntamente com a
distribuicdo rara e a localizagdo dos genes hdc num plasmideo em Lactobacillus hilgardii,
sugere que algumas estirpes adquiriram estes genes por transferéncia horizontal (Fernandez
e Zuniga, 2006).

A combinagao do transportador histidina/histamina e da histidina descarboxilase forma uma
via tipica de descarboxilagdo em bactérias. O transportador permite a entrada do substrato
(precursor) para o interior da célula onde é descarboxilado e, simultaneamente, a excrecao do
produto para o exterior. Assim, a entrada do substrato e a excregao do produto sdo eventos
acoplados (troca precursor/produto). Vias semelhantes foram descritas para outros
aminoacidos e para di- e tricarboxilatos (Lucas et al., 2005). Estas vias produzem uma forga
protomotriz por um mecanismo indirecto, designado por geracdao de forca protomotriz
secundaria. Os dois componentes da forca protomotriz sdo gerados em passos separados. O
potencial de membrana é gerado pelo transportador devido a diferenga de carga entre o

precursor e o produto, i.e. histidina monovalente e histamina divalente.



1.8 Interesse enolégico das BAL do vinho 55

FIGURA 1.20 a) Organizagdes genéticas de /oci de histidina descarboxilases bacterianas. Esquema: HDC
(piruvoil dependente); HDC* (piridoxal fosfato dependente); HdcB (proteina de fungdo desconhecida;
HdcP (transportador de histidina/histamina); HisRS (histidil-tRNA sintetase). A caixa a ponteado indica
um conjunto de genes que apresentam uma semelhanga superior a 99%. nt, nucledtidos; aa, aminodaci-
dos. (A) Lactobacillus hilgardii (GenBank AY651779); (B) Tetragenococcus muriaticus (AB125629 e
AB125630); (C) Oenococcus oeni (U58865); (D) Lactobacillus sp. estirpe 30a (J0263); (E) Clostridium
perfringens (NC_003366); (F) Photobacterium phosphoreum (AY223843) (adaptado de Lucas et al.,
2005). b) Organizacdo genética da regido de DNA circundante do gene hdcA de Lactobacillus hilgardii. As
setas grandes representam ‘ORFs’ putativas. As sequéncias dos locais de ligagdo do ribossoma (a azul)
situadas a montante dos coddes de iniciacdo (italico) sdo indicadas. aa, aminoacidos; nt, nucledtidos
(adaptado de Lucas et al., 2005).
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O gradiente de pH é gerado através do consumo de protdes na reaccao de descarboxilagao
catalizada pela descarboxilase. A produgcao de uma forga protomotiz pela descarboxilacao da
histidina e troca electrogénica de histidina/histamina foi demonstrada em Lactobacillus
buchneri (Molenaar et al., 1993).

A tiramina

A tiramina é uma das aminas biogénicas mais abundantes em produtos alimentares
fermentados como queijos, enchidos, cerveja e vinho (Rice e Koeler, 1976; Masson et al.,
1996; Fernandez et al., 2006b, 2007). Diversos problemas toxicoldgicos tém sido associados a
ingestdo destes alimentos, resultantes das propriedades vasoactivas e psicoactivas desta

amina.

A tirosina descarboxilase (TDC, EC 4.1.1.25) é a enzima responsavel pela descarboxilagdo da
tirosina a tiramina. A TDC pertence ao grupo das enzimas dependentes de fosfato de piridoxal

(Moreno-Arribas e Lonvaud-Funel, 1999; Lucas e Lonvaud-Funel, 2002). Os genes
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codificantes para as tirosinas descarboxilases foram isolados e sequenciados em
Carnobacterium divergens (Coton et al., 2004), Enterococcus faecalis (Connil et al., 2002),
Lactobacilllus brevis (Lucas e Lonvaud-Funel, 2002; Lucas et al., 2003) e Lactococcus lactis
IPLA655 recentemente reclassificada como Enterococcus durans IPLA655 (Fernandez et al.,
2004 e 2007). Lucas et al. (2003), num estudo de caracterizagao do locus tyrDC (Figura 1.21)
em Lactobacillus brevis, identificaram quatro genes contiguos, transcritos na mesma direccdo
e que codificam para uma tirosil-tRNA sintetase (tyrRS), uma tirosina descarboxilase (tyrDC)
e dois genes que codificam para transportadores secundarios, um transportador de tirosina

putativo (tyrP) e um transportador ‘antiporter’ Nat/H* (nhaC).

FIGURA 1.21 Organizacdo genética do operdo tyrDC de Lactobacillus brevis I0EB 9809. As setas
grandes representam as ‘ORFs’ de potenciais genes. Os tamanhos das proteinas previstas sdo indicados
em aminoacidos (aa). Putativos locais de ligagdo aos ribossomas (em negrito) sdo mostrados com os
respectivos coddes de iniciacdo (em italico). Os circulos escuros e linhas descrevem provaveis ‘hairpins’
de terminagdo de transcricdo. Os tamanhos das regifes extragénicas sdo indicados em bp entre setas
pequenas. A sequéncia foi depositada no GenBank sob o nimero de acesso AF446085 (adaptado de Lucas
et al., 2003).

AAAAGGGGTAATGAACATG
AAAGGAGTGTACCTTAATTATG i
AAGGGAAGCGCGAACATG i
GCAGGAGGTAAGTGACATG
AAAGGGGAACAAG CTGATG

1

'

| 418 aa 626 aa
|

1— tyrRs

473 aa 476 aa

1
'
1
i
1
! 110 aa
'

tyrDC tyrP nhaC 7979 bp

)

«—> > <« > > »> <«
899 bp 209 bp 92 bp 72 bp 398 bp

De acordo com Wolken et al. (2006), a combinagao dos genes da tirosina descarboxilase e do
transporte da tirosina poderiam codificar para uma via secundaria de producdo de forca
protomotriz (Figura 1.22), por um mecanismo equivalente ao apresentado para a histidina
descarboxilase. Alidas, este mecanismo de gerar energia metabdlica por descarboxilacdo é
comum a uma variedade de descarboxilases (Christensen et al., 1999), podendo o gradiente
electroquimico gerado ser usado pela célula para reacgdes que consomem energia tal como o

transporte de nutrientes ou para gerar ATP via ATPase (Konings et al. 1997).

FIGURA 1.22 Producdo de energia por uma via secundaria. O esquema mostra a via da descarboxilagdo
da tirosina em Lactobacillus brevis. O transportador TyrP catalisa a troca electrogénica tirosina-tiramina.
A descarboxilase TyrDC catalisa a descarboxilacdo da tirosina a tiramina, que resulta na alcalinizagdo do
citoplasma. As acgdes combinadas do transportador e descarboxilase resultam numa forga protomotriz. O
uniporte da tirosina € uma capacidade adicional deste transportador (adaptado de Wolken et al., 2006).
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Ha ainda a salientar a importancia que a presenca da tirosina descarboxilase ja teve como
critério taxondmico na diferenciacéo de espécies de enterococos. Considerava-se que apenas
as estirpes de Enterococcus faecalis e ndo as de Enterococcus faecium tinham capacidade de
formagao de tiramina a partir da tirosina (tdc+). Contudo, Marcobal et al. (2004) detectaram
esta actividade em estirpes de Enterococcus faecium e propuseram a alteracao do esquema
vigente de identificacdo das espécies de enterococos do "Bergey’s Manual of Systematic
Bacteriology".

A putrescina

A putrescina é conjuntamente com a histamina e com a tiramina uma das aminas mais
abundantes no vinho (Gléria et al., 1998; Lonvaud-Funnel, 2001; Leitdo et al., 2005; Mangani
et al., 2005) e com efeitos relevantes na salde do consumidor, uma vez que potencia o efeito
negativo da histamina (Marcobal et al., 2004). Esta amina biogénica é produzida por estirpes
de Oenococcus oeni a partir do metabolismo da ornitina e também a partir da arginina
(Guerrini et al., 2002; Mangani et al., 2005).

A ornitina descarboxilase (ODC, EC 4.1.1.17) é a enzima responsavel pela descarboxilagao da
ornitina a putrescina. Esta enzima requer fosfato de piridoxal como cofactor. Marcobal et al.
(2004) identificaram o gene que codifica para esta enzima numa estirpe de O. oeni
(Figura 1.23).

FIGURA 1.23 Organizagdo genética da regido 17.2 kb de O. oeni RM83 contendo o gene odc. Setas
espessas e finas representam ‘ORFs’ completas e incompletas, respectivamente. As localizagbes de pro-
motores putativos (seta encurvada vertical) e regides previstas de terminadores transcricionais (bola e
vara) sdo indicadas (retirado de Marcobal et al., 2006b).
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A partir de arginina, a producdo de putrescina pode ser realizada por duas vias: (i) via
arginina desaminase e ornitina descarboxilase; ou (ii) via arginina descarboxilase e agmatina

desaminase (Figura 1.24).

De acordo com Mangani et al. (2005), a producdo de putrescina surge em estirpes que
possuem o sistema enzimatico completo para converter a arginina a putrescina ou pode
resultar de uma associagcdo metabiodtica, com troca de ornitina, entre estirpes capazes de
catabolizar a arginina a ornitina mas incapazes de produzir putrescina e estirpes capazes de
produzir putrescina a partir da ornitina mas incapazes de degradar a arginina. Estes autores
verificaram ainda que a producdo de putrescina por esta associacdo ocorre apds a FML,
enquanto que a conversao da ornitina a putrescina, por uma estirpe com ornitina
descarboxilase, ocorre simultaneamente com a degradagdo do acido malico. A producdo de
putrescina a partir de agmatina ndo envolve descarboxilacdo de aminoacidos ou formacao de
ureia (Arena e Manca de Nadra, 2001; Alberto et al., 2006).
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FIGURA 1.24 Vias catabdlicas nas BAL para a arginina e compostos relacionados. ADC, arginina descar-
boxilase; ADI, arginina desaminase; AgDI, agmatina desaminase; CK, carbamato cinase; ODC, ornitina
descarboxilase; OTC, ornitina carbamoiltransferase; PTC, putrescina carbamoiltransferase (adaptado de
Fernandez e Zuniga, 2006).
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1.8.4 A selecgao de ‘starters’

As BAL tém sido usadas na produgdo de alimentos desde ha milhares de anos. A fermentacdo
constitui uma das técnicas mais antigas utilizadas na preservacdo de alimentos altamente
pereciveis, como o leite, a carne e os vegetais. Contudo, sé recentemente foi reconhecido o
papel destas bactérias na conservacdo. De fermentacdes espontaneas ndo controladas, no
passado, passou-se a utilizagdo de culturas ‘starter’ com a finalidade de obter produtos de

elevada qualidade.

De acordo com Leroy e de Vuyst (2004), uma cultura ‘starter’ pode ser definida como uma
preparagao constituida por um nimero elevado de células de pelo menos um microrganismo a
ser adicionada a uma matéria prima, acelerando e dirigindo o seu processo fermentativo, com
o intuito de produzir um alimento fermentado seguro e de elevada qualidade. Normalmente as
culturas ‘starter’ apresentam-se em diversas formas, dependendo do tipo de produto e
aplicacdo, estando disponiveis em liquido, congeladas ou em p6 (liofilizadas), em diferentes

concentragdes, que permitem quer o uso directo no produto final ou apds reactivagao.

Actualmente, as culturas ‘starter’ sao utilizadas de uma forma regular em diversos alimentos,
sendo a industria dos lacticinios a maior utilizadora destas culturas (Hansen, 2002). Nos
vinhos, apesar da maior vulgarizacdo das culturas ‘starter’ de leveduras, ja existem
disponiveis no mercado europeu e americano (Canada e E.U.A.), desde 1980, culturas
comerciais de ‘starter'de BAL para promoverem/realizarem a FML (Henick-Kling, 1995). A
espécie predominante é obviamente O. oeni, contudo existem algumas culturas ‘starter’ de

Pediococcus sp., Lactobacillus plantarum, Lb. hilgardii e Lb. brevis.
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As preparacgdes sao constituidas apenas por uma estirpe ou por diferentes estirpes (Davis et
al., 1985; Henick-Kling, 1995; Alegria et al., 2004; Vaquero et al., 2004).

Na Tabela 1.10 apresentam-se alguns dos critérios aplicados na seleccdo de bactérias lacticas
para inoculagdo de vinhos. Recentemente, outros critérios tém sido sugeridos por varios
investigadores, dos quais se destacam, a ndo producao de precursores de carbamato de etilo
(du Toit e Pretorius, 2000), a presenca e actividade de algumas enzimas, como tanases
(Vaquero et al.,, 2004) e pB-glucosidases (Grimaldi et al., 2005a,b), para reduzir a

adstringéncia e aumentar a fraccdo aromatica dos vinhos, respectivamente.

TABELA 1.10 Critérios de selecgdo para BAL para induzir a FML no vinho (adaptado de BuckenhUskes
1993)1,

Critérios de 12 ordem

Resisténcia a pH baixo (capacidade em crescer a valores de pH entre 3,0 e 5,0)
Resisténcia ao etanol
Tolerancia a baixas temperaturas (capacidade em crescer a temperaturas entre 10 e 15°C)

Metabolismo limitado das hexoses e pentoses

Critérios de 22 ordem

Contagem de organismos vivos apos propagacdo num meio padronizado
Tempo para propagagdao num meio padronizado

Rendimento por propagacdo num meio padronizado

Cinética de sobrevivéncia num vinho padronizado

Cinética da degradacdo do malato numa solugdo tampéo de acido tartarico (pH 4,5) e num vinho
padronizado

Tolerancia a liofilizagdo

Critérios de 32 ordem

Interacgdes limitadas com as leveduras da fermentagdo alcodlica
Resisténcia aos fagos

Resisténcia ao SO, (concentragdes de 50 mg/L)

Resisténcia aos pesticidas

N&o producdo de aminas biogénicas

Metabolismo do citrato em condigdes aerdbias e anaerdbias
Potencial para formar diacetilo e acetoina

Potencial limitado para formar acidos volateis a partir das hexoses e pentoses
Reduzida ou ndo formacdo de acido acético

Metabolismo limitado de acidos organicos do vinho (e.g. succinato)
Nao degradacgao do glicerol

Ndo producdo de gostos desagradaveis

Nao produgdo de mucilagens

AlteracGes sensoriais do vinho (producdo de boas caracteristicas organolépticas, por exemplo
aumentando sabores frutados)

1. Alguns dos critérios apresentados foram complementados com a informagé&o dos trabalhos de Davis et al. (1985) e de
Henick-Kling (1995).

59



60

Introdugdo Geral

Culturas ‘starter’ universais versus regionalidade

A utilizagdo de culturas ‘starter’ universais para produzir produtos diferentes tem sido
questionada por varios autores, face a manutencdo da tipicidade dos produtos obtidos. Por
exemplo, o uso das mesmas culturas ‘starter’ comerciais para fabrico de diferentes tipos de
queijo pode conduzir a produtos finais que sao demasiado semelhantes (Gonzalez et al.,
2003; Topisirovic et al., 2006).

Neste contexto seria preferivel o uso de culturas ‘starter’ autdctones seleccionadas,
permitindo a melhoria da qualidade microbioldgica sem alterar significativamente as
caracteristicas tipicas, evitando a desvantagem da perda da tipicidade dos produtos, aquando

da utilizagdo das culturas ‘starter’ comerciais universais (Topisirovic et al., 2006).

Também nos vinhos, alguns investigadores defendem a utilizagdo de leveduras seleccionadas
regionalmente. Estas desempenham um papel fundamental, enaltecendo as propriedades
sensoriais dos vinhos regionais tipicos, comparativamente as culturas ‘starter’ universais
desenvolvidas essencialmente para produzirem elevados teores alcodlicos, sem produgdo de
sabores desagradaveis e garantirem produtos estaveis (De Bortoli et al., 2007). Estes autores
salientam a preocupagdo de nos projectos mais recentes de seleccdo de leveduras para
vinificagdo, se dar relevo as estirpes autocténes ecotipicas, tentando preservar a
biodiversidade nas areas de seleccdo e ao mesmo tempo garantir no vinho caracteristicas

ligadas a regido de proveniéncia.

O mesmo se pode extrapolar para as BAL. Num estudo sobre a dindmica de populacGes de
bactérias malolacticas indigenas numa adega grega durante trés vindimas consecutivas,
Pramateftaki et al. (2006) observaram a prevaléncia de uma estirpe indigena com
caracteristicas desejaveis, indicando um elevado grau de adaptabilidade as condicdes de
vinificagdo, o que de acordo com 0os mesmos autores devera ser um critério a usar na selecgdo
de estirpes para uso comercial. Zapparoli et al. (2004), baseados nos resultados obtidos em
ensaios de microvinificagdo conduzidos por estirpes de O. oeni indigenas da regido italiana de
Valpolicella, defendem a sua utilizacdo como ‘starter’ regionais em alternativa a culturas

‘starter’ comerciais universais menos eficientes.

Os métodos de ‘fingerprinting’ e a rastreabilidade

A rastreabilidade dos alimentos tornou-se um assunto de grande relevancia em relacdo a
condicGes de seguranca, qualidade e tipicidade. Estas questdes ganham ainda mais énfase
quando em causa estdo produtos tipicos de Denominagdo de Origem Protegida (DOP). Com o
objectivo de assegurar a genuidade dos produtos, evitar adulteragdes e proteger produtores e
consumidores de fraudes surge a necessidade de usar ferramentas analiticas capazes de
caracterizar verdadeiramente os produtos tipicos e tragar as suas areas de producédo (Bonizzi
et al., 2006).



1.8 Interesse enolégico das BAL do vinho

A aplicacdo de métodos de ‘fingerprinting’, dirigidos quer para o fendtipo quer para o
genotipo, na caracterizagdo da microflora autdctone poderad constituir uma alternativa aos
métodos de quimica analitica (e.g. analise de razdes isotdpicas). A abordagem classica de
isolamento e cultura, aliada a métodos de diferenciacdo de estirpes, permite uma
caracterizacdo dos produtos em fungdo dos microrganismos cultivaveis associados e a
exploracdo do potencial biotecnolégico destes microrganismos. O ‘fingerprinting’ das
comunidades microbianas que constituem a microflora associada a cada produto, por uma
abordagem molecular directa, podera constituir uma forma alternativa de conseguir a sua

rastreabilidade.

Lopes et al. (1999), recorrendo a aplicagdo de redes neuronais, propuseram a utilizacdo dos
perfis metabdlicos de estirpes isoladas de dois produtos tradicionais (queijo de ovelha e
chourigco) produzidos em diferentes regides de Portugal, para discriminar a origem dos
produtos, i.e. definir as regides de origem protegida DOP. Bonizzi et al. (2006) propdem a
técnica de ITS-PCR ‘fingerprinting’, aplicada as comunidades microbianas que constituem a
microflora dos queijos, como a ferramenta mais apropriada para tracar (delinear) a origem

geografica do queijo Mozzarella.

O estudo da expressdo génica na seleccdo de ‘starters’

Diversos investigadores tém estudado os mecanismos de tolerancia aos factores de stress
induzidos pelo vinho. Uma melhor compreensao dos mecanismos de tolerdncia a multiplos
factores de stress devera permitir conhecer a base das respostas adaptativas e preparar as

BAL para os processos industriais (Spano e Massa, 2006).

Sdo varios os exemplos de trabalhos que, através de RT-PCR, RT-gPCR e Western-blot,
detectam a expressdo de genes ou a presencga de proteinas, produzidas nas condicdes de
stress impostas pelo vinho, em estirpes de Oenococcus oeni (Jobin et al., 1999; Guzzo et al.,
2000; Bourdineaud et al., 2003 ; Fortier et al., 2003; Beltramo et al., 2004; Bourdineaud et
al., 2004; Coucheney et al.,, 2005; Desroche et al., 2005; Beltramo et al., 2006) e
Lactobacillus plantarum (Spano et al., 2004).

Analogamente, foram realizados alguns estudos preliminares, para avaliar o efeito dos
factores abioticos de stress do vinho (pH, temperatura, etanol, sulfuroso) sobre a regulagédo
da expressao de genes que codificam para enzimas com interesse enoldgico, nomeadamente
B-glucosidase (Spano et al., 2005), histidina descarboxilase (Landete, 2005) e enzimas da via
da arginina desaminase (Bourdineaud, 2006). Este tipo de abordagem sera uma mais valia na

seleccgao de estirpes a utilizar como culturas ‘starter’ em vinhos.
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2.1 ISOLAMENTO E CONSERVAGAO DA COLECGCAO DE BAL DO VINHO

Para o isolamento da colecgdo de bactérias do acido lactico (BAL) procedeu-se a recolha, em
trés vindimas consecutivas, de amostras de vinho tinto em adegas da Regido Demarcada do
Douro (RDD). As estirpes foram isoladas em meio de cultura apropriado e foi construido um
banco de células viaveis, que integra a colecgdo de microrganismos do Sector de Enologia da
UTAD.

2.1.1 Colheita e processamento das amostras de vinho

Nas vindimas de 1999, 2000 e 2001 procedeu-se a colheita de amostras de vinho tinto de
mesa no decorrer e/ou no final da FML espontdnea. A recolha de amostras foi efectuada em
diferentes adegas das trés sub-regides da RDD: Baixo Corgo (BC), Cima Corgo (CC) e Douro
Superior (DS).

O processo de colheita das amostras consistiu na recolha de 1 L de vinho a partir de cubas de
vinificacdo para um frasco estéril. As amostras foram transportadas, em contentores com
gelo, para o Laboratdrio da Secgdo de Enologia do Departamento de Industrias Alimentares da
UTAD onde se procedeu, de acordo com os métodos seleccionados por Mendes-Faia (1987):
(i) a uma analise qualitativa do teor de acido malico/lactico por cromatografia em papel, para
avaliacdo do estado da FML, e (ii) a uma caracterizacdo sumaria dos parametros
fisico-quimicos (pH; teor alcodlico; acidez total, fixa e volatil; sulfuroso total e livre).
Atendendo ao facto de ndo se conhecer a priori o estado da FML nas cubas antes da recolha
das amostras foi, por vezes, necessario amostrar o mesmo vinho no decorrer e no final deste
processo. Neste processo foram recolhidas 108 amostras provenientes de 8 adegas

diferentes, 72 das quais de vinhos distintos.

Ao conjunto de amostras processadas para o isolamento da coleccao de BAL foram ainda
adicionadas: (i) 37 amostras de vinhos distintos (provenientes de 7 adegas diferentes)
gentilmente cedidas pelo Laboratério de Analises Enoldgicas Duriense, Lda. da Endloga Paula
Queirds?; (ii) 30 amostras recolhidas num ensaio de vinificacdo realizado na UTAD? durante a
vindima de 2000, que envolveu 10 vinhos distintos; e (iii) 18 amostras recolhidas durante um
ensaio de ‘Battonage’? realizado em duas adegas da sub-regido do Cima Corgo na vindima de

2001, referentes a dois vinhos distintos.

1. A analise dos parametros fisico-quimicos destas amostras foi facultada pelo laboratério de analises enoldgicas, pelo
que para estas amostras apenas foi realizada a analise qualitativa do teor de acido malico/lactico por cromatografia
em papel.

2. Este ensaio inseriu-se no &mbito do doutoramente de Virgilio Falco, que facultou os dados referentes a caracterizagdo
sumaria das amostras provenientes deste ensaio.

3. Trata-se de um ensaio marginal ao trabalho apresentado nesta dissertagdo, que envolveu as adegas da Quinta do
Portal e da Cooperativa do Tabuago, a UTAD e o IBET/ITQB. ‘Battonage’ é o termo francés para designar a pratica
enoldgica do levantamento de borras finas (constituidas essencialmente por células de leveduras mortas) dos vinhos
em barricas, realizado periodicamente, com o objectivo de aumentar a sua complexidade aromatica.
Tradicionalmente esta pratica era efectuada com uma bastdo longo (‘baton’ em francés) através do batoque.
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No total foram utilizadas no processo de isolamento 193 amostras!, correspondentes a 121
vinhos distintos provenientes de 18 adegas diferentes. As adegas amostradas foram
agrupadas em subgrupos de acordo com a sua localizagdo geogréfica: (i) Baixo Corgo - Vila
Real (BCI), Régua (BCII), Cambres (BCIII) e Santa Marta (BCIV); (ii) Cima Corgo - Bom
Retiro (CCI), S. Jodo da Pesqueira (CCII), Pinhao (CCIII), Sabrosa (CCIV) e Tabuaco
(CCV); (iii) Douro Superior — Erva Moira (DSI), Vila Flor (DSII) e Vale da Vilarica (DSIII). A
cada amostra foi atribuido um cddigo alfanumérico de acordo com a sua proveniéncia
(Tabela 2.1).

2.1.2 Isolamento e conservacao de estirpes

O procedimento experimental para o isolamento de BALZ consistiu na inoculacdo directa, por
espalhamento em superficie de uma aliquota de 0,1 ml de vinho em meio TGB3 sdlido
suplementado com cicloheximida (100 mg/L). As placas foram incubadas a 25°C, em estufa
de CO,, durante 8 a 10 dias. Apos crescimento, foram seleccionadas em média e
aleatoriamente 4 coldnias por placa, atendendo ao seu aspecto morfoldgico (cor, forma,
elevagdo, margem e dimensdo). Estas coldénias foram purificadas por riscado em TGB agar ou
MRS* agar, sendo que em média foram efectuadas trés repicagens sucessivas. Apds o
processo de purificacdo, as estirpes foram repicadas para meio TGB liquido e conservadas a
40C para se proceder a sua caracterizacdo. Simultaneamente procedeu-se a conservagdo de
todas as estirpes (em duplicado) a -80°C em criotubos contendo meio TGB liquido
suplementado com glicerol (20%). No final do processo de isolamento obteve-se uma
coleccdo de BAL isoladas de vinhos tintos da RDD constituida por 793 estirpes autdctones, das

quais 248 provenientes do ensaio de ‘Battonage’, que foram armazenadas a -80°C.

2.2 IDENTIFICAGCAO PRESUNTIVA A NIVEL DE GENERO

A caracterizagdo fenotipica sumaria da colecgdo de isolados foi realizada por métodos
classicos, tendo por base as seguintes caracteristicas: reaccao de Gram, actividade catalasica,
morfologia e agrupamento celular. A identificacdo presuntiva a nivel de género de 25 isolados
de Pediococcus, 49 isolados de Lactobacillus e 719 isolados de Oenococcus/Leuconostoc foi
realizada de acordo com o esquema apresentado na Figura 2.1. Para completar esta
identificagdo foi também testada a capacidade de producdo de gas a partir de glucose
utilizando tubos de Durham colocados em MRS liquido com glucose (2%), adicionado de verde

de bromocresol como indicador de pH.

1. Por condicionalismos de natureza diversa ndo foi possivel obter a caracterizagdo completa dos parédmetros
fisico-quimicos de algumas amostras. A ndo exclusdo destas amostras justificou-se face aos objectivos desta fase do
trabalho, uma vez que representavam locais de amostragem distintos e consequentemente poderiam permitir um
acréscimo na diversidade de estirpes autoctones isoladas.

2. No isolamento de BAL do vinho foi seguido o procedimento experimental descrito por Mendes-Faia (1987).

3. TGB: caldo de sumo de tomate e glucose, pH 5,5 - bactotriptona (2%), bactopeptona (0,5%), extracto de levedura
(0,5%), glucose (2%), Tween 80 (0,005%), sumo de tomate (20%). TGB sdlido: suplementado com agar (2,2%).

4. MRS (Biokar Diagnostics): meio de De Man, Rogosa e Sharpe, pH 5,5. MRS sdlido suplementado com agar (2,2%).
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FIGURA 2.1 Esquema utilizado na identificacdo presuntiva a nivel de género das estirpes da colecgdo de
BAL isoladas a partir de amostras de vinho tinto provenientes da RDD (adaptado de Fulgesang, 1996).
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Adicionalmente, foi pesquisada a producdo de acido lactico a partir de glucose recorrendo a
cromatografia em papel, efectuada de acordo com o método de Ribereau-Gayon et al. (1971)
cit. por Mendes-Faia (1987). Utilizou-se papel Whatman n°1, uma mistura de n-butanol e
acido acético glacial (1:1) como solvente, e azul de bromocresol (0,1%) como indicador de
pH.

2.3 DIFERENCIAGAO E IDENTIFICACAO A NIVEL DE ESPECIE

Para a identificacdo a nivel de espécie e avaliacdo da diversidade presente na coleccdao de BAL
isoladas de vinhos tintos da RDD foi definida uma estratégia de agrupamento e selecgdo
sequencial de estirpes baseada numa abordagem polifasica de caracterizacdo fenética
(Figura 2.2).

Esta estratégia consistiu na caracterizagdo quimiotaxondmica e molecular de uma amostra
representativa da coleccdo de BAL por perfis de proteinas celulares totais e
M13-PCR ‘fingerprinting’ para a definicdo de ‘clusters’ de organismos com elevado nivel de
semelhanca. Para cada um destes ‘clusters’ foi seleccionado um representante,
posteriormente caracterizado por um perfil de restricio de rDNA 16S (16S-ARDRA) para
identificagdo presuntiva a nivel de espécie. Foram seleccionados representantes de cada um
dos perfis ARDRA obtidos para confirmagao do resultado de identificagdo por sequenciagao
parcial do rDNA 16S.

Nesta abordagem foram seleccionadas técnicas com diferente potencial discriminante, de
modo a permitir ndo s6 a identificacdo a nivel de espécie, como também a diferenciagdo dos
isolados e, deste modo, a caracterizacao da diversidade presente na amostra estudada. Um
subconjunto de isolados seleccionado com base num ‘screening’ de fenotipos com interesse
enoldgico foi ainda caracterizado por analise de macrorestrigdo. Em paralelo com o trabalho
experimental procedeu-se ainda a construgdo de uma base de dados utilizando o ‘software’
BioNumerics v2.5-4.6 (Applied Maths) para permitir a integragdao dos diversos resultados

obtidos de acordo com a abordagem polifasica adoptada.




2.3 Diferenciacdo e identificagdo a nivel de espécie

FIGURA 2.2 Estratégia adoptada para a identificacdo a nivel de espécie e avaliagdo da diversidade
presente na coleccao de BAL.
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2.3.1 Seleccdao da amostra representativa a utilizar no estudo

Um conjunto de ca. 300 estirpes foi seleccionado como amostra representativa para
identificacdo a nivel de espécie e avaliacdo da diversidade presente nesta coleccdo. O
processo de selecgdo foi aplicado de forma independente as duas particGes do universo

(n=545+248) de estirpes e incidiu principalmente sobre as estirpes do género Oenococcus.

Na particdo de 545 estirpes da coleccdo original foi possivel seleccionar uma amostra de 276
estirpes. A redugdo foi efectuada utilizando uma lista de numeros aleatérios gerada em
MSEXCEL e de modo a garantir que a amostra seleccionada se mantivesse representativa da
coleccao original relativamente a distribuicdo dos isolados por sub-regido, subgrupo e amostra
de vinho. Para confirmar a aleatoriedade e representatividade da amostra gerada procedeu-se
a aplicacdo de dois testes estatisticos de qui-quadrado: um teste de homogeneidade e um
teste de ajustamento de modelos, respectivamente. No teste de homogeneidade aceitou-se

como hipdtese nula a homogeneidade entre a amostra seleccionada e uma amostra gerada
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aleatoriamente. No teste de ajustamento de modelos definiu-se como hipdtese nula que a
amostra seleccionada nao diferia significativamente da amostra original, e o modelo aplicado
no calculo de valores esperados baseou-se na conservagdo das frequéncias relativas da

distribuicdo dos isolados pelos subgrupos.

Na particdo de 248 estirpes provenientes dos ensaios de “Battonage” foram seleccionadas
aleatoriamente 20 estirpes pertencentes ao género Oenococcus. No procedimento de
amostragem, em cada adega foram recolhidas 9 amostras em trés tempos distintos, a partir
de um Unico vinho, colocado em condigGes com e sem “Battonage”. A redundancia inerente a

este processo! justifica o nimero reduzido de estirpes seleccionadas.

Para além das estirpes isoladas na Regido Demarcada do Douro (RDD) foram acrescentadas
ao estudo 24 estirpes de referéncia e/ou tipo e 5 ‘starters’ comerciais (GM, ML-34, PSU-1,
ALPHA, EQ54), que sdo apresentadas na Tabela 2.2. A lista completa dos 295 isolados
seleccionados é apresentada em anexo juntamente com a informagdo referente a sua

proveniéncia (amostra, subgrupo e sub-regido) e identificacdo a nivel de espécie.

TABELA 2.2 Estirpes tipo ou de referéncia inseridas neste estudo.

Espécie | Estirpe Origem?@

Lactobacillus brevis Al 849 DSM 200547

Lactobacillus buchneri Al 861 CECT 41007

Lactobacillus casei subsp. casei Al 847 CECT 4757

Lactobacillus cellobiosus Al 853 CECT 5627

Lactobacillus curvatus Al 858 CECT 9047

Lactobacillus fermentum Al 854 CECT 40077

Lactobacillus fructivorans Al 852 CECT 47857

Lactobacillus hilgardii Al 851 CECT 47867

Lactobacillus homohiochi Al 855 CECT 41367

Lactobacillus paracasei subsp. paracasei Al 850 UTAD 29B (= LMG 13725)
Al 857 CECT 40227

Lactobacillus plantarum Al 856 CECT 7487

Lactobacillus rhamnosus Al 846 CECT 27817

Lactobacillus sakei Al 859 CECT 906"

Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides Al 836 CECT 2197

Oenococcus oeni Al 829 FCUL (bOg36)
Al 830 FCUL (bOg38)
Al 831 FCUL (PSU-1, ‘starter’)
Al 833 FCUL (ML34, ‘starter’)
Al 834 FCUL (GM, ‘starter’)
Al 835 UTADS55 (= LMG 13735)
Al 860 CECT 2177
Al 862 ALPHA (PROENOL, ‘starter’)
Al 863 EQ54 (PROENOL, ‘starter”)
Al 864 CECT 4010

Pediococcus acidilactici Al 842 CECT 98

Pediococcus damnosus Al 845 NCDO 18327

Pediococcus parvulus Al 844 CECT P813T

Pediococcus pentosaceus Al 843 NCDO 9907

a. CECT (Colecciéon Espafiola de Cultivos Tipo); DSM (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen); FCUL (Faculdade de
Ciéncias da Universidade de Lisboa); LMG (Laboratorium voor Microbiologie, Universiteit Gent); NCDO (National Collection of Dairy
Organisms); UTAD (Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro); PROENOL (Proenol - Industria Biotecnoldgica, Lda).

1. A redundancia é referida no contexto da diversidade de BAL detectada. Trata-se de um ensaio com objectivos
especificos e que ndo estdo directamente relacionados com o trabalho desenvolvido no @mbito desta dissertagdo.
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2.3.2 Analise dos perfis de proteinas celulares totais por SDS-PAGE

Considerando que o conteldo proteico de uma célula resulta da expressdo directa do seu
genoma, o padrdo de bandas obtido por electroforese de uma amostra de proteinas celulares
totais, em condicdes padronizadas e reprodutiveis, constitui um ‘fingerprint” identificativo de
cada estirpe (Costas, 1999 cit. por Tenreiro, 1995). A analise de perfis de proteinas celulares
totais apresenta ainda uma boa correlagdo com os ensaios de hibridacao DNA-DNA na
identificacdo a nivel de espécie (Pot et al., 1994; Chambel, 2001).

Atendendo a dimensdo da amostra em estudo surgiu a necessidade de seleccionar uma
metodologia com um poder discriminante varidvel, que simultaneamente permitisse a

diferenciagdao de estirpes semelhantes e o agrupamento das estirpes em ‘clusters

correlacionados com a sua identificagdo a nivel de espécie.

Os procedimentos experimentais de preparacao dos extractos de proteinas celulares totais e
de electroforese desnaturante em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) foram adaptados de Pot
et al. (1994) e Tenreiro (1995). Apds crescimento em condicdes padronizadas (MTJ! pH 5,.5 a
289C durante 72 h) as células foram recolhidas por centrifugacdao (8000 rpm; 10 min; 4°C) e
lavadas duas vezes com uma solucdo salina tamponizada (0,01 M tampao fosfato de sddio e
0,8% NacCl, pH 7,3). Os ‘pellets’ celulares (50-100 mg peso fresco) foram resuspendidos em
0,9 ml de tampdo de tratamento de amostras (0,062 M Tris-HCI, 0,05 M EDTA, 5%
2-mercaptoetanol, 10% glicerol, pH 6,8), contendo 1 mg/ml de lisozima (Sigma). Apos
incubacdo a 37°C durante 14-16 h, procedeu-se a adicdo de SDS (numa concentracdo final de
2%) e a desnaturagdo dos extractos por fervura durante 10 min. Os extractos de proteinas
celulares totais foram clarificados por centrifugagdo a 12000 rpm durante 10 min e

conservados a -80°C até utilizacdo.

Apds precipitacdo com acido tricloroacético (8%) e desoxicolato de sédio (0,04%), a
concentragdo de proteina nos extractos foi determinada pelo método de Lowry, utilizando uma

curva padrao de albumina de soro bovino (fracgdo V, Sigma).

A separacdo dos perfis de proteinas celulares totais foi efectuada em sistema descontinuo com
um gel de concentragdao de 5% de poliacrilamida (37,5:1) em tampdo 0,125 M Tris-HCI, 0,1%
SDS, pH 6,8 e um gel de resolugdo de 10% poliacrilamida (37,5:1) em tampédo 0,375 M
Tris-HCI, 0,1% SDS, pH 8,8. A electroforese foi realizada num sistema vertical Hoefer SE600
em condicdes desnaturantes (tampdo 0,025M Tris-HCI, 0,192 M glicina, 0,1% SDS, pH 8,5),
com refrigeragdo (10°C), e mantendo constante uma corrente de 15 mA/gel durante 4 h. Os
géis foram corados com GelCode Blue Stain Reagent (Pierce Biotechnology) de acordo com as
especificacoes do fabricante. Apds a coloragdo procedeu-se a captura de imagem num

‘scanner’ Mustek Paragon 1200 A3 Pro e a secagem dos géis, sob vacuo, a 80°C durante 4 h.

O extracto proteico de Psychrobacter immobilis (LMG 1125) foi utilizado como padrdo e

aplicado nas ‘lanes’ flanqueantes e mediana de todos os géis, de modo a permitir a sua

1. MTJ: o meio MTJ) é uma mistura dos meios de cultura comerciais TJ (Tomato Juice Broth - Difco) e MRS (De Man,
Rogosa e Sharpe - Biokar) numa proporgao de 1:1.
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normalizacdo e comparagao. Este extracto foi preparado por um processo analogo ao utilizado
para produzir os extractos proteicos dos isolados em estudo, a excepcdo das condicbes de

crescimento deste microrganismo (BHI! suplementado com 2% NaCl a 28°C durante 48h).

A analise numérica dos electroforegramas de proteinas, incluindo a extraccdo e normalizacdo
dos perfis densitométricos, agrupamento pelo método de aglomeragao baseado na distancia
média ndo ponderada (UPGMA) utilizando o coeficiente de correlagdo linear de Pearson (r) e
analise dos ‘clusters’ obtidos foi efectuada no ‘software’ BioNumerics v2.5-4.6 (Applied
Maths).

2.3.3 Extracgdo de DNA

Para além da diversidade de sistemas comercializados actualmente, na literatura encontra-se
descrita uma multiplicidade de métodos de extraccdo de DNA direccionados para diferentes
tipos de células/amostras. A maioria dos protocolos de extraccdo de DNA gendmico
disponiveis consistem de trés fases: (i) lise celular, (ii) desproteinizagdo e (iii) purificagdo. Em
qualquer processo de extraccdo de DNA ¢é ainda necessario evitar a sua degradacgdo
enzimatica, por accdo de nucleases celulares. Para tal, desde a fase inicial de recolha e
lavagem das células, recorre-se a utilizacdo de tampdes com pH apropriado a que geralmente

sao adicionados agentes quelantes e/ou detergentes.

O processo de lise celular pode ser mais ou menos agressivo consoante o tipo de parede
celular das células alvo. Os métodos mais comuns envolvem hidrélise enzimatica,
destabilizagdo quimica (por calor ou adigdo de detergentes) ou quebra mecéanica (por ruptura
com micropérolas de vidro, sonicacdo ou ciclos de congelagdo/descongelagdo). A
desproteinizacdo é habitualmente realizada por extracgdo fendlica ou pela adicdo de agentes
desproteinizantes como os sais de guanidina. A fase de purificacdo corresponde geralmente a
precipitacdo a frio dos acidos nucleicos na presenga de um alcodl e de sais, podendo incluir a

remogdo de RNA por degradacdo enzimatica (Sambrook et al.,1989).

O protocolo usado na extraccao de DNA total € uma adaptacdo do método de Pitcher et al.
(1989) descrito por Tenreiro (1995) para isolados de Oenococcus oeni. Os extractos de DNA
total foram preparados a partir de culturas em MTJ) pH 5,5 com 48-72 h. As células foram
recolhidas e lavadas duas vezes com TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0), por
centrifugagdo a 8000 rpm durante 10 min a 4°C. Os ‘pellets’ celulares foram resuspendidos
em 250 ul de TE contendo 10 mg/ml de lisozima (Sigma) e incubados a 379C durante
14-16 h. Procedeu-se a adicdo de 2 volumes de reagente GES (5 M tiocianato de guanidina,
100 mM EDTA pH 8,0, 0,5% lauril sarcosinato de sddio) e realizou-se uma incubagdo em gelo
durante 10 min. Apds adicdo de 1/4 volume de acetato de amédnio 10 M, efectuou-se a
extracgdo com cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) e os acidos nucleicos da fase aquosa foram
precipitados com igual volume de isopropanol frio (-20°C). O ‘pellet’ de acidos nucleicos foi

lavado por centrifugacao com 70% etanol e resuspendido em 500 ul de TE contendo 50 ug/ml

1. BHI: Brain Heart Infusion - Biokar.
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de RNase A (Sigma). Apds incubacdo a 37°C durante 30 min, procedeu-se ao tratamento com
1 mg/ml de Proteinase K (Sigma) durante 2 h a 50°C. Seguidamente foi realizada uma
segunda extracgdo com cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) e o DNA foi precipitado com 1/10
volume de uma solucdo 3 M de acetato de sédio pH 5,2 e 2,5 volumes de etanol absoluto frio
(-20°C). O ‘pellet’ de DNA total foi lavado por centrifugagdo com 70% etanol e resuspendido
em 100 pl de TE.

A concentracdo de DNA nos extractos foi determinada num fotémetro medindo a absorvancia
a 260 nm e aplicando a relagdo: 1 UA = 50 ng/ul. Os extractos de DNA total foram
conservados a 4-8°C e foram preparadas diluigdes em TE com concentragdes apropriadas para
utilizagdes posteriores (M13-PCR ‘fingerprinting’ e 16S-ARDRA).

2.3.4 M13-PCR ‘fingerprinting’

As técnicas de PCR ‘fingerprinting’ sdo métodos moleculares baseados em PCR, em que se
utiliza um Unico primer, que pela sequéncia (sequéncias repetidas) ou pelas condigdes de
reaccao (temperatura de ‘annealing’ reduzida) se pode ligar em varias zonas do genoma.
Neste caso, a utilizagdo do primer csM13 (5" GAGGGTGGCGGTTCT 3’; Meyer et al., 1993),
derivado da sequéncia ‘core’ do gene da proteina III da capside do bacteriofago M13,
detectada em cdpia multipla nos genomas bacterianos, permite a obtengdo de um ‘fingerprint’
complexo caracteristico de cada microrganismo. Esta técnica tem-se revelado uma ferramenta
atil na diferenciagdo de estirpes pertencentes a uma mesma espécie, apresentando
simultaneamente uma elevada reprodutibilidade (Gadanho, 2005; Valério et al., 2005;
Chambel et al., 2007).

Os perfis de M13-PCR’ fingerprinting’ apresentados neste estudo foram obtidos de acordo com
um protocolo adaptado de Meyer et al. (1993). As reaccdes de PCR foram realizadas em
misturas de 25 pl contendo 10-15 ng de DNA gendmico molde, 200 pM de cada
desoxiribonucleétido, 2,5 mM de cloreto de magnésio, 50 pmoles de ‘primer’ e 1 U de Tag DNA
polimerase em tampdo apropriado. Todos os reagentes foram adquiridos a Invitrogen. As
amplificagbes foram efectuadas num termociclador Biometra TGradient de acordo com o
seguinte programa: (i) desnaturacgdo inicial de 5 min a 94°C; (ii) 40 ciclos de 1 min de
desnaturagdo a 94°C, 2 min de ‘annealing’ a 50°C e 2 min de extensdo a 72°C; e
(iii) extensdo final de 7 min a 72°C. Os perfis de M13-PCR *fingerprinting’ foram resolvidos por
electroforese em gel de 1,2% agarose (TBE 0,5X; 2,7 V/cm; 3h), em que se utilizou 1 Kb plus
DNA Ladder (Invitrogen) como marcador de massa molecular. Apds coloragdo com brometo de
etideo (2-2,5 pg/mL) procedeu-se a aquisigdo de imagem utilizando o sistema KODAK 1D. As
imagens foram analisadas no ‘software’ BioNumerics versdao 2.5-4.6 (Applied Maths). Apds
extraccdo dos perfis densitométricos aplicou-se o coeficiente de correlacdo linear de Pearson,
para estimar as semelhancas entre os ‘fingerprints’ obtidos, e procedeu-se ao agrupamento
das estirpes pelo método de aglomeragdo baseado na distdncia média ndo ponderada
(UPGMA).
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2.3.5 16S-ARDRA

Esta técnica baseia-se na amplificacdo por PCR do rDNA 16S seguida de restricdo do produto
amplificado com endonucleases de corte frequente (4-6 bp). Rodas et al. (2003) aplicaram
esta técnica a uma coleccdo de 376 estirpes de BAL isoladas de amostras de mosto ou vinho.
O protocolo desenvolvido por estes autores consiste na amplificacdo por PCR do rDNA 16S,
directamente a partir de uma coldnia isolada, utilizando os ‘primers’ universais?
PA (5’ AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3') e PH (5" AAGGAGGTGATCCAGCCGCA 3’), seguida de
restricdo com trés endonucleases. Os autores propdem ainda que a aplicagdo sequencial das
enzimas de restricdo? simplifica o procedimento de identificacdo: Msel, sequida de Bfal, e se

necessario Alul.

Neste estudo seguiu-se o procedimento experimental descrito por estes autores com as
seguintes modificagdes: (i) utilizacdo de DNA gendmico (ja disponivel) em vez de PCR em

coldnia; e (ii) utilizagdo de apenas duas endonucleases - Msel (TATAA) e XspI3 (CATAG).

As reaccdes de PCR foram realizadas em misturas de 50 pl contendo 20-30 ng de DNA
gendmico molde, 200 uM de cada desoxiribonucleétido, 2 mM de cloreto de magnésio, 50
pmoles de cada ‘primer’ e 2 U de Taq DNA polimerase em tampao apropriado. O programa de
amplificagdo consistiu num passo inicial de desnaturacdao de 5 min a 94°C, seguido de 35
ciclos de 30 s a 94°C, 30 s a 56°C e 1 min a 72°C e de um ciclo final de extensdo de 5 min a
720°C. Todos os reagentes foram adquiridos a Invitrogen e as amplificagdes foram efectuadas

num termociclador Biometra Tgradient.

A amplificagdo do rDNA 16S foi confirmada por electroforese em gel de 1,2% de agarose (TBE
0,5X; 3 V/cm; 1 h 30 min) e procedeu-se a restricdo de 8 pul do produto amplificado com 5 U
de enzima de restricio em tampdo apropriado e de acordo com as especificacbes do
fabricante (Msel - New England Biolabs; Xspl - Takara Bio). Os perfis de 16S-ARDRA foram
visualizados por coloracdo com brometo de etideo (2-2,5 png/mL), apds electroforese em gel
de 2% agarose (TBE 0,5X; 2,7 V/cm; 3 h). O marcador de massa molecular utilizado foi 1 Kb
plus DNA Ladder (Invitrogen). As imagens foram capturadas utilizando o sistema KODAK 1D e
posteriormente analisadas com o ‘software’ BioNumerics v2.5-4.6 (Applied Maths) para

determinagdo da massa molecular dos fragmentos de cada perfil.

Este software permitiu normalizar todos os géis relativamente ao marcador de massa
molecular utilizado, identificar os fragmentos de cada perfil de restricdo e exportar as
estimativas da sua massa molecular. A identificacdo de fragmentos comigrantes (bandas
duplas) e fragmentos de digestdo parcial foi realizada por analise visual dos perfis, tendo em
consideracdo o valor do somatério da massa molecular dos diferentes fragmentos de cada

perfil.

1. Os ‘primers’ utilizados geram um amplicdo de 1.5 kb compreendido entre as posigdes 27 (PA) e 1535 (PH) do rDNA
16S em Escherichia coli.

2. De acordo com as regras de nomenclatura mais recentes, as endonucleases devem ser designadas pelo acréonimo de
trés letras e um nimero romano, sem utilizagdo de itdlico (Roberts et al., 2003).

3. Xspl é um isosquizémero de Bfal.
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As estirpes foram agrupadas de acordo com os seus perfis de 16S-ARDRA utilizando o
coeficiente de Dice! e o método de aglomeracdo baseado na distdncia média ndo ponderada
(UPGMA). De acordo com este agrupamento foi possivel definir 19 perfis-tipo (restritipos) e
determinar a média e o desvio padrdo da massa molecular dos respectivos fragmentos. Foi
seleccionado um representante de cada restritipo e os dados destes perfis foram comparados
com os obtidos por Rodas et al. (2003) e com os perfis tedricos estimados pelo ‘software’
NEBCUTTER? v2.0, para identificacdo presuntiva a nivel de espécie dos isolados
correspondentes.

2.3.6 Sequenciagao parcial de rDNA 16S

Dependendo do grupo de bactérias em estudo e do grau de semelhanca existente entre as
espécies a discriminar, a sequenciacdo parcial do rDNA 16S pode permitir a identificacdo a
nivel de espécie ou pode ser necessario recorrer a sequenciagao adicional no operdo
ribossomal (Patel, 2001; Cai et al. 2003; Clarridge, 2004; Mignard e Flandrois, 2006).

Procurando validar e confirmar a identificagdo inferida a partir dos resultados obtidos por
16S-ARDRA, procedeu-se a sequenciagdo parcial® do rDNA 16S utilizando o ‘primer’ 907R
(5' CCGTCAATTCCTTTGAGTTT 3'; Muyzer et al., 1996). A amplificagdo por PCR do rDNA 16S
foi realizada utilizando os ‘primers’ PA e PH nas condigcbes descritas anteriormente (ponto
2.3.5). Os produtos amplificados foram purificados utilizando um sistema comercial baseado
em colunas de silica (JETQUICK Spin Column Technique; Genomed) e enviados para o
Laboratério de Sequenciacdo e Analise de Fragmentos do ICAT-FCUL onde foram sequenciados
utilizando o método de terminacdo didesoxi com marcacdo por fluorescéncia (DTCS - Dye
Terminator Cycle Sequencer Start Kit, Beckman Coulter). Os cromatogramas obtidos a partir
do sequenciador automatico CEQ 2000-XL (Beckman Coulter) foram analisados no ‘software’
do equipamento, utilizando as op¢des de analise automatica disponiveis para produtos de PCR
e procedendo a truncagem das regibes 5’ e 3’ em zonas de menor qualidade. As sequéncias
parciais de rDNA 16S editadas foram exportadas para ficheiros de texto e procedeu-se a
comparacdo com sequéncias disponiveis nas bases de dados publicas (GenBank?) utilizando o
algoritmo BLASTN (Altschul et al., 1990). A identificacdo a nivel de espécie foi realizada de
acordo com o critério de homologia maxima. Para cada sequéncia identificada foram
seleccionadas as trés sequéncias com que apresentava maior percentagem de homologia e,
sempre que possivel, a sequéncia da estirpe tipo da espécie identificada. A sequéncia de
Bifidobacterium bifidus foi incluida como ‘outgroup’. Este conjunto de sequéncias foi

importado para o ‘software’ MEGA v3.1 (Kumar et al., 2004), onde se realizou o alinhamento

1. O coeficiente de Dice é uma medida de semelhanca aplicavel a dados discretos. No calculo da semelhanga entre dois
perfis de bandas, este coeficiente corresponde a percentagem de bandas comuns no conjunto de bandas dos dois
perfis. Seja ny, o nimero de bandas do perfil X, ny o numero de bandas do perfil Y e Nyy O nimero de bandas comuns
a X e Y, a percentagem de semelhanga entre os perfis X e Y estimada pelo coeficiente de Dice seria dada pela
expressao Syy= (2nyy)/(Ny+ny).

2. NEBCUTTER é um ‘software’ da New England Biolabs que se encontra disponivel ‘online’ em http://www.neb.com.

A regido do rDNA 16S analisada localiza-se entre as posigdes nucleotidicas 450 e 890 em E. coli.

NCBI (National Center for Biotechnology Information) - GenBank: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/.

Hw
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das sequéncias utilizando o algoritmo ClustalW (Thompson et al., 1994), e a construcdo de
uma arvore filogenética aplicando o modelo de dois pardmetros de Kimura® para estimar a
disténcia entre as sequéncias e o método de agrupamento pelo vizinho mais préximo

(*Neighbor Joining’).

2.3.7 Analise de macrorestricao

A anadlise de macrorestricdo baseia-se na restricdo de DNA gendmico por endonucleases, que
apresentam sequéncias de reconhecimento pouco frequentes (6-8 bp), sequida da separagao
dos fragmentos resultantes por electroforese em campo pulsado (PFGE). A capacidade deste
tipo de electroforese em separar fragmentos de DNA de elevada massa molecular em géis de
agarose, advém da aplicacdo alternada de campos eléctricos com diferentes direcgdes, que se
traduz por uma reorientacdo das moléculas em resposta a mudanga de direccdo do campo
eléctrico. Dado que o tempo de reorientacdo das moléculas é proporcional a sua dimensao, a
gama de massas moleculares resolvidas num determinado gel depende do tempo de aplicacao
do campo eléctrico em cada direcgdo (tempo de pulso). A utilizacdo de PFGE permite separar
fragmentos de restricgdo com dimensdes entre 10 a 800 kb, obtendo-se um perfil de bandas
complexo, com um poder discriminante variavel, consoante o grupo de organismos em estudo
e a as enzimas de restrigdo seleccionadas. Esta técnica tem-se revelado um dos métodos de

tipificagdo com maior reprodutibilidade (Tenreiro, 1995; Chambel, 2001).

O procedimento experimental seguido para analise de macrorestricao envolveu a extracgdo de
DNA gendmico ndo fragmentado, a restricdo com a endonuclease Notl (GCAGGCCGC) e a

separacao dos fragmentos de restricao por electroforese em campo pulsado (PFGE).

A extraccao de DNA gendmico imobilizado em discos de agarose ‘low melting’ foi realizada de
acordo com a adaptacdo do método de Smith et al. (1988) descrita por Tenreiro (1995). Os
discos de agarose contendo DNA gendmico ndo fragmentado foram preparados a partir de
15 ml de cultura em meio MTJ (pH 5,5) com 48-72 h a 28°C. As células foram recolhidas e
lavadas com solugdo PIV (10 mM Tris pH 8,0; 1 M NaCl) por centrifugagao (8000 rpm; 10 min;
40C). O ‘pellet’ celular foi resuspendido em 500 ul de solugao PIV e adicionado de igual
volume de 1,5% agarose ‘low melting’ (em solugdo PIV) a 41°C. Esta suspensao foi recolhida
com uma seringa de 1 ml (tipo insulina) e colocada sobre gelo até solidificar. Apds remogédo da
ponta da seringa, os discos de agarose foram cortados com uma lamela directamente para
6 ml de solucdo de lise (6 mM Tris pH 8,0; 1 M NaCl; 0,1 M EDTA; 0,2% desoxicolato de sédio;
0,5% lauril sarcosinato de sédio; 30 pg/mL RNase A; 5 mg/mL lisozima) e colocados a 37°C
durante 24 h. A solucdo de lise foi substituida por 6 ml de solucdo ESP (0,5 M EDTA pH 9,0;
1% lauril sarcosinato de sddio; 100 pug/ml Proteinase K) e procedeu-se a uma incubacgdo a

50°C durante 14-16 h. Os discos foram conservados a temperatura ambiente nesta solucdo

1. Este modelo considera que na evolugdo de sequéncias nucleotidicas as transigdes (mutagdes purina-purina ou
pirimidina-pirimidina) sdo mais frequentes que as transversdes (purina-pirimidina), enquanto assume que as
frequéncias relativas dos quatro nucledtidos sdo iguais e que a taxa de substituigdo ndo varia entre posigGes
nucleotidicas.
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até utilizacdo. Antes da restricdo do DNA imobilizado efectuou-se uma série de cinco lavagens
(3 X 30 min, 1X 14-16 h, 1X 1 h) com 1 ml TE pH 8,0

Na restricdo com Notl (Takara Bio) e na separacao dos perfis de macrorestricdo por PFGE foi
seguido o procedimento experimental descrito por Tenreiro et al. (1994). Em cada reacgdo de
restricdo foram utilizados dois discos de agarose contendo DNA gendmico imobilizado
(previamente equilibrados em tampao de restricdo durante 1 h) e 10 U de NotI (Takara Bio)
em 100 ul de tampdo apropriado. Apds incubacdo a 37°C durante 14-16 h, a reacgdo foi
terminada pela adigdo de 500 pl de uma solugdo de TE (pH 8,0) e EDTA (pH 9,0) numa
proporcao de 1:1. Os fragmentos de macrorestricao foram separados por electroforese em
campo pulsado num sistema Gene Navigator (Pharmacia LKB) em gel de 1% agarose
(SeaKem GTG) e em TBE 0,5X arrefecido a 10-12°C. Nesta separagdo foi utilizada uma corrida
multifasica de 22 h a 210 V, com variagdo do tempo de pulso entre 5 e 120 s ao longo de
5 fases de ‘ramping’ (5-10 s, 5h; 10-30 s, 6h; 30-60 s; 4 h; 60-80 s, 4 h; 80-120 s, 3 h). Os
perfis de macrorestrigdo foram visualisados apds coloragdo com brometo de etideo (2,5 ug/ml
em TBE 0,5X) e as imagens dos géis foram capturadas utilizando o sistema KODAK 1D. As
condigOes de electroforese aplicadas foram adequadas para a resolugdo de fragmentos entre
10 e 750 kb. O marcador de massa molecular utilizado foi Lambda ladder PFG marker (New

England Biolabs).

Na analise dos perfis de macrorestricido procedeu-se de acordo com Tenreiro (1995):
(i) determinaram-se as mobilidades relativas de cada fragmento (disténcia entre a frente de
cada banda e a linha de aplicagao) utilizando o ‘software’ KODAK 1D; (ii) importou-se a matriz
de mobilidades para uma folha de calculo!, onde foi possivel determinar por interpolacdo
linear as mobilidades esperadas para as bandas do marcador em cada ‘lane’, e obter uma
curva de migracao para cada ‘lane’ das bandas do marcador; e (iii) a dimensdo de cada
fragmento foi, entdo, estimada por interpolagao linear a partir dos pares flanqueantes de
bandas do marcador.

Para a construcdo da matriz estirpes x bandas, foi necessario identificar as bandas comuns
aos perfis analisados e aos perfis definidos por Tenreiro et al. (1994). Para tal utilizou-se
novamente uma folha de calculo (construida em MSEXCEL), onde se procedeu a comparagao
de cada perfil de macrorestricdo obtido com os perfis de referéncia, calculando o somatorio
das diferengas de massa molecular entre as bandas dos perfis experimentais e dos perfis de
referéncia. A partir desta comparacao foi possivel seleccionar os perfis de referéncia mais
semelhantes, i.e. que apresentavam valores mais baixos no somatério, e proceder a sua
identificagdo por analise visual. A presenca de bandas de digestdo parcial foi avaliada
recorrendo a comparagdo do somatoério da massa molecular de todas as bandas de cada perfil
com as estimativas da dimensdao do genoma apresentadas por Tenreiro et al. (1994). Na
identificacdo de bandas duplas, para além do critério usual de diferenga de intensidade, foram

avaliados por inspeccao visual os fragmentos descritos pelos mesmos autores.

1. Esta folha de calculo em MSEXCEL foi disponibilizada por R. Tenreiro.
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2.4 SELECGAO DE FENOTIPOS COM INTERESSE ENOLOGICO

Na seleccdo de estirpes com fendtipos com potencial aplicagdo enoldgica realizou-se um
‘screening’ em meios de cultura diferenciais para actividades enzimaticas relevantes para o
processo de producdo de vinho. Com o objectivo de avaliar o comportamento funcional das
estirpes seleccionadas, procedeu-se a caracterizagdo do crescimento em vinho e meios de

cultura.

2.4.1 ‘Screening’ de actividades enzimaticas

O ‘screening’ de actividades enzimaticas em meios de cultura diferenciais foi aplicado aos 295
isolados da amostra seleccionada a partir da coleccdo de BAL, tendo sido pesquisadas as
seguintes enzimas: enzima malolactica, B-glucosidase e enzimas da via da arginina
desaminase, histidina descarboxilase e tirosina descarboxilase. Os resultados obtidos foram
analisados qualitativamente em termos de positivo/negativo e foi construida uma matriz em
MSEXCEL contendo os dados referentes a todos os isolados. Esta matriz global foi
posteriormente importada para a base de dados construida utilizando o ‘software’

BioNumerics.

Em seguida descrevem-se, sumariamente, os procedimentos experimentais adoptados em

cada um dos ‘screenings’ efectuados.

Enzima malolactica

A degradacdo do acido L-malico em 4&cido L-lactico foi avaliada qualitativamente por
cromatografia em papel , utilizando como solvente uma mistura de n-butanol e acido acético
glacial numa proporgao de 1:1, e azul de bromocresol (0,1%) como indicador de pH
(Ribereau-Gayon et al.,1971 cit. por Mendes-Faia, 1987).

As estirpes foram cultivadas em TGB pH 5,5 contendo 0,2% de acido L-malico, a 28°C durante
8 dias. As células foram depositadas por centrifugacdo e foram aplicadas aliquotas de 5 ul dos
sobrenadantes em papel Whatman n°1, de modo a formar manchas pequenas. Apds a
separacdo cromatografica, o desaparecimento total da mancha correspondente ao acido
L-malico foi considerado indicativo da ocorréncia da fermentagdo malolactica, isto é da
presenca da enzima malolactica. Os acidos L-malico e L-lactico foram usados como padrdes a

0,2%, e o meio TGB ndo inoculado foi utilizado como controlo negativo.

B -glucosidase

A pesquisa de actividade B -glucosidasica foi realizada em meio sélido contendo arbutina como
substrato, de acordo com o método descrito por Rosi et al. (1994). O meio de cultural

utilizado foi Yeast Nitrogen Base (Sigma) pH 5,0 suplementado com 2% agar (Difco), 0,5% de

1. Os constituintes deste meio de cultura foram esterilizados em separado. Foram preparadas solugdes de 10X YNB e
50X citrato férrico amoniacal esterilizadas por filtracdo e uma solugdo de 0,5% arbutina e 2% agar que foi
esterilizada em autoclave a 121°C durante 15 min.
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arbutina (Sigma) e 0,02% de citrato férrico amoniacal (Sigma). Grupos de 24-36 isolados
foram inoculados pelo método das gotas na superficie do meio solido em placas quadradas de
12 cm. Estas placas foram incubadas a 28°C durante 8 dias, sendo observadas diariamente
para deteccdo do desenvolvimento de uma cor castanha escura nas colénias que revelaram
atividade B-glucosidasica. Uma placa ndo inoculada de meio de cultura foi usada como

controlo negativo.

Arginina desaminase

Para a pesquisa da producdo de amédnia a partir de arginina, pela via degradativa da arginina
desaminase, foi utilizado meio TGB liquido suplementado com 0,6% L-arginina (Sigma). Apds
crescimento a 25°C durante trés semanas, a presenca de amonia foi detectada pelo
aparecimento da cor laranja apods adigdao de reagente de Nessler (Merck) ao meio de cultura
(Mendes-Faia, 1987; Pilone et al., 1991). Utilizou-se uma solugdo de nitrato de amodnia como

controlo positivo e 0 meio nao inoculado como controlo negativo.

Histidina e tirosina descarboxilases

O ‘screening’ da producdo de aminas biogénicas foi efectuado em placas de agar contendo

um meio de cultural

direccionado para a pesquisa de actividades descarboxilasicas
desenvolvido por Bover-Cid e Holzapfel (1999). Este meio de cultura (pH 5,3) foi
suplementado com 1% de histidina (Sigma) ou tirosina (Sigma) e 2% de agar. Grupos de
24-36 isolados foram inoculados pelo método das gotas na superficie do meio sdlido em
placas quadradas de 12 cm. Estas placas foram incubadas a 28°C durante 8 dias. O
desenvolvimento de uma cor purpura em torno das coldnias foi considerado resultado positivo
em ambos os ensaios. Na pesquisa de tirosina descarboxilase, o desaparecimento do

precipitado de tirosina foi também considerado indicativo da presenca desta enzima.

2.4.2 Ensaios de crescimento em vinho e meios de cultura

Nestes ensaios, para além de 3 ‘starters’ comerciais e 6 estirpes de referéncia, foi
caracterizado o conjunto de 63 estirpes que revelaram caracteristicas enoldgicas desejaveis
no ‘screening’ fenotipico (presenca de B-glucosidase e auséncia de arginina desaminase,
histidina e tirosina descaboxilases) por ensaios de crescimento em cinco meios distintos:
Vinho Tinto da RDDZ, Vinho + MRS (1:1), MRS pH 5,5, MRS pH 3,5 e pH 5,0 suplementados
com acido malico (0,2%) e etanol (2%). Estes ensaios foram realizados em volumes de
350 pl (microplaca), a temperatura de 25°C e durante 55 h, no equipamento BIOSCREEN C
Workstation (LabSystems). Este sistema automatico, que funciona como incubador e leitor de

densidade optica permitindo a monitorizagdo simultanea de 200 curvas de crescimento, foi

1. O meio de cultura de Bover-Cid e Holzapfel contém triptona (0,5%), extracto de levedura (0,5%), extracto de carne
(0,5%), cloreto de sédio (0,25%), glucose (0,05%), Tween 80 (0,1%), sulfato de magnésio (0,02%); sulfato de
manganésio (0,005%); sulfato de ferro (0,004%), citrato de amoénio (0,2%); tiamina (0,001%); hidrogenofosfato
dipotassico (0,2%), carbonato de calcio (0,01%), piridoxal-5-fosfato (0,005%) e purpura de bromocresol (0,006%).

2. Este vinho foi recolhido apds a fermentagdo alcodlica e foi esterilizado por filtragdes sequenciais, a primeira num filtro
de placas e as seguintes por membranas (fibra de vidro - 0,45 um - 0,22 pm).
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programado para um intervalo de comprimento de onda de 420-580 nm e para registo de
leituras a cada 30 min. A este equipamento estd associado um computador que, através de
um software apropriado (Growth Curves), permite obter as curvas de crescimento e os

principais parametros associados (em formato MSEXCEL).

A partir dos dados disponibilizados pelo software Growth Curves seleccionaram-se os
seguintes parametros para caracterizar o crescimento das estirpes em estudo nos diferentes
meios testados: valor maximo da taxa especifica de crescimento (V), variagdo maxima da
densidade optica (A A) e duragdo da fase de laténcia (A T), estimada como o tempo minimo
para se registar uma variagdo de 0,150 de densidade éptica. Estes resultados foram, entdo,
organizados numa matriz estirpes x parametros de crescimento (V, AA, AT) estimados em
cada meio testado. Esta matriz foi importada para o software NTSys (Exeter Software), onde
se procedeu a anadlise de ‘clusters’ por construgdo de um dendrograma, utilizando o
coeficiente de correlacdo de Pearson e o método de aglomeracao UPGMA e posteriormente a

uma analise em componentes principais.

Para integrar os dados referentes ao crescimento de cada estirpe em cada um dos meios

testados foi aplicado o indice de optimizacdo adaptado de Tenreiro (1995),

I0meio = o + —oB— + (1 L) (0<10__. <3) 2.1

meio - meio
Vmax AAmax ATma

De forma analoga a uma area debaixo da curva, este indice numérico permite a sumarizagdo

dos dados contidos numa curva de crescimento num Unico valor numérico.

Para cada estirpe foi também aplicado o indice global para integrar os dados referentes ao

crescimento nos diferentes meios:

I0i0ta = Zlomeio (0 <IO0ypq < 15) (2.2)

Paralelamente, procedeu-se a uma analise das areas correspondentes a cada curva, de acordo
com a estratégia proposta por Guckert et al. (1996) para a andlise de comunidades em
microplacas do sistema BIOLOG. A matriz de valores de densidade oéptica, registados pelo
software Growth Curves, foi exportada para uma folha de calculo construida em MSEXCEL.
Esta matriz foi convertida em valores absolutos de densidade éptica relativa (ODr;) calculados

de acordo com a expressao:

(2.3)

Os valores absolutos de densidade optica relativa, correspondentes a cada poco, definem uma
curva que traduz a variagdo da densidade Optica relativa ao longo do tempo. Para cada curva

foi calculada a area trapezoidal correspondente aplicando a expressdo:

1. Este limite foi estabelecido por comparagdo visual das curvas de crescimento nos diferentes meios.
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n-1
AR = Azt[ODrO +0Dr, +2)° ODri} 2.4)

i=1

onde t representa o intervalo de leitura e ODrg, ODr, e ODr; sdo os valores absolutos de
densidade Optica relativa correspondentes as leituras inicial, final e no tempo t;

respectivamente.

2.5 ANALISE MOLECULAR DE GENES

Para confirmacdo dos resultados obtidos no ‘screening’ fenotipico procedeu-se a detecgao, por
‘gene-specific’ PCR, dos genes associados as actividades enzimaticas pesquisadas . Estirpes
com gendtipos positivos, fendtipos positivos e negativos e apresentando indices de
crescimento elevados foram caracterizadas quanto a expressao dos genes em estudo por
ensaios de RT-PCR.

2.5.1 ‘Gene-specific’ PCR

A deteccdo dos genes mleA (enzima malolactica), bg/ (P -glucosidase), arcAC! (arginina
desaminase), hdcA (histidina descarboxilase) e tyrDC (tirosina descarboxilase) baseou-se na
amplificagdo por PCR de segmentos internos, utilizando ‘primers’ especificos dirigidos para

regides conservadas.

A seleccao de ‘primers’ especificos que permitissem a deteccdo destes genes em estirpes de
BAL pertencentes aos géneros Oenococcus, Lactobacillus, Pediococcus e Leuconostoc foi
realizada com base na analise da literatura disponivel. Os ‘primers’ utilizados para a detecgdo
dos genes mleA, arcAC e hdcA foram seleccionados a partir de dados publicados por outros
autores, enquanto que para a amplificacao dos genes tyrDC e bgl/ foram redefinidos ‘primers’
com base nas referéncias disponiveis e em novas sequéncias depositadas no GenBank
(Tabelas 2.3 e 2.4).

Em geral?, o processo de seleccdo/redefinicdo destes ‘primers’ envolveu:
(i) pesquisa na literatura disponivel de ‘primers’ dirigidos para os genes em estudo;

(ii) pesquisa de sequéncias dos genes alvo no GenBank, e apds ter sido encontrada
uma sequéncia referente a BAL, recorrendo ao algoritmo BLASTN (Altschul et al.,

1997) para mais facilmente seleccionar outras sequéncias de BAL;

1. Os genes envolvidos na degradacdo da arginina encontram-se organizados no operdao arc. Na detecgdo molecular
deste operdo procedeu-se a detecgdo conjunta de trés genes: arcA (arginina desaminase); arcB (ornitina
transcarbamoilase) e arcC (carbamato cinase).

2. Na definigdo de ‘primers’ dirigidos para genes codificantes para 3 -glucosidases seguiu-se a estratégia de Ohrmund &
Elrod (2002) e procedeu-se também ao alinhamento das sequéncias traduzidas e a definigdo iterativa de ‘primers’
putativos dirigidos para zonas conservadas ricas em guanina e/ou citosina, procurando respeitar os critérios usuais:
(i) dimensdo entre 17 a 28 bp; (ii) %(G+C) entre 50-60%; (iii) temperatura de ‘melting’ entre 50-65°C; e
(iv) terminagdo da extremidade 3’ contendo as bases G e/ou C.
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(iii) analise visual das sequéncias de forma a eliminar sequéncias de baixa qualidade

ou dimensdo reduzida;

(iv) alinhamento das sequéncias seleccionadas utilizando o algoritmo de alinhamento
multiplo MultAlin (Corpet, 1988)! e inspeccdo visual dos alinhamentos de modo a

localizar os ‘primers’ seleccionados;

(v) caracterizagao destes ‘primers’ em termos de %(G+C), temperatura de ‘melting’,
energia livre associada a formagdo de estruturas secundarias e/ou homodimeros,

utilizando o ‘software’ Oligonucleotide Properties Calculator?;

(vi) comparagdo visual das sequéncias dos dois ‘primers’ de cada par para pesquisa de

heterodimeros;

(vii) utilizacdo da opgdo de pesquisa de homologias elevadas com sequéncias de
dimensdo reduzida do algoritmo BLASTN? para confirmacdo da especificidade dos

‘primers’.

Concluido o processo de seleccdo de ‘primers’ procedeu-se, entdo, a optimizacdo das
condigdes de PCR (misturas de reaccao e programa de amplificagdo) a utilizar na deteccao

molecular dos genes em estudo.

TABELA 2.3 Informagao referente aos ‘primers’ utilizados para ‘gene-specific’ PCR.

gene - , dimensao - A
primer - referéncia base sequéncias base
alvo amplicao
mleA mleA43406F ~ 400 bp Galland et al. (2003) O. oeni (X82326),
mleA60440R Lb. plantarum (NC_004567)
Lc. lactis (X75982)
bgl/pbg GLUF ~ 1200 b Ohrmund & Elrod (2002) 0O.o0eni (NZ_AABJ02000002)
GLUR Lb. plantarum (AL935253-4,
AL935256, AL935260-2)
Lc. lactis (NC_002662)
arcAC RTACS5’ ~ 1300 bp Divol et al. (2003) O. oeni (AF124851)
RTAC3’ E. faecalis (A1312276)
Lb. hilgardii (AJ421514)
Lb. sakei (AJ001330)
tyrDC TDCF ~850 bp Lucas & Lonvaud-Funel E. faecalis (AF354231)
TDCR (2002) Lb. brevis (AF446085)
hdcA CL1mod ~400 bp 0. oeni (U58865)
V17 Le Jeune et al. (1995) Lactobacillus sp. (AJ02613)
Landete et al. (2005)2

a. Na detecgdo molecular do gene hdcA foram testados dois pares de ‘primers’: (i) CL1 e JV17 definidos por Le Jeune et al. (1995) e (ii)
CL1mod e JV17 modificados por Landete et al. (2005). Apenas foi possivel obter um produto de amplificagéo Unico nas condigdes descritas
por Landete et al. (2005).

1. MultAlin: http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html. Algoritmo de alinhamento multiplo disponivel ‘online’.
Os alinhamentos gerados por este algoritmo sdo semelhantes aos obtidos no ‘software’ ClustalX.

2. OligoCalc: http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.

3. NCBI (National Center for Biotechnology Information): http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/.
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TABELA 2.4 Caracterizacdo sumaria dos ‘primers’ utilizados para a deteccdo molecular dos genes asso-
ciados as actividades enzimaticas pesquisadas.

‘primer’ sequéncia 5’ - 372 ntP %(G+C) Tm¢
mleA43406F GGAAGATTTTGGCCGTTCGAATGC 24 50% 720C
mleA60440R ACCAAAATGGTCGGGTGGACAGC 23 57% 720C

GLUF TATCATCATTATAMAGAWGA 20 20-25% 48-520C
GLUR TCGACATAAATAAAICCRTA 20 25-35% 50-58°C
RTACS’ CAAGTGAGTTGTCTCGTG 18 50% 540C
RTAC3’ GATAAGATAGCATTGCCAC 19 42% 540C
TDCF GATATIATIGGTATIGGTTTIGATCAAG 28 29-43% 72-88°C
TDCR CCATAATCTGGIATAGCAAAGTCIGTATG 29 38-45% 80-88°C

CL1imod CCAGGIAACGTTGGTAATGG 20 50-55% 60-64°C

V17 GACCAIACACCATAICCTTG 20 45-55% 58-66°C

a.W=AouT, M=AouC,R=AougG,I=inosina.

b. nt: dimens&o do ‘primer’ - nimero de nucledtidos.

c. Tm: temperatura de ‘melting’. O valor apresentado foi calculado de acordo com a férmula Tm=2x(A+T)+4x(G+C).

Na Tabela 2.5 apresentam-se as condicdes seleccionadas no processo de optimizacdo e
posteriormente aplicadas nos ensaios de ‘gene-specific’ PCR. Os produtos de amplificacdo
foram visualizados por coloragdo com brometo de etideo (2.5 ug/ml), apds electroforese em
gel de 1,2% agarose (TBE 0,5X; 90 V; 2 h). O marcador de massa molecular utilizado foi 1 Kb
plus DNA Ladder (Invitrogen). As imagens foram capturadas utilizando o sistema KODAK 1D e
posteriormente analisadas qualitativamente em termos de presencga/auséncia do produto de
dimensdo esperada.

TABELA 2.5 Condicles de reaccdo utilizadas nos ensaios de ‘gene-specific’ PCR

mleA-PCR bgl-PCR arcAC-PCR tyrDC-PCR hdcA-PCR®

Condicdes de reaccioP
Tampao (10X) 1X
MgCl, (50 mM) 1.5 mM
dNTPs (10 mM) 160 uM 200 uM 160 uM 160 uM 160 uM
primer ‘forward’ (50 uM)

0.3 uM 1.5 uM 0.5 UM 0.5 UM 1.0 uM
primer ‘reverse’ (50 uM)
Taq DNA polimerase (5 U/ ul) 1U

DNA gendémico 1 pL (10-15 ng)

Volume de reacgdo 25 uL

Programa de PCR

Desnaturagdo inicial 5 min - 95°C

N© ciclos: 35 40
Desnaturagdo 1 min - 95°C 1 min - 95°C 1 min - 95°C 1 min - 95°C 30 s -95°C
‘Annealing’ 1 min - 60°C 1 min - 48°C 1 min - 48°C 1 min - 520C 30 s - 39.4°C
Extensdo 1 min - 72°C 1 min - 72°C 1 min - 72°C 1 min -72°C 2 min - 72°C

Extensdo final 5 min - 72°C

a. CondigGes adaptadas de Landete et al. (2005).

b. Os reagentes gerais utilizados foram adquiridos a Invitrogen. Entre paréntesis apresenta-se a concentragdo das
solugGes ‘stock’.

Para confirmar a identidade dos amplicGes obtidos por ‘gene-specific’ PCR, procedeu-se a sua

sequenciacao nos sentidos ‘forward’ e ‘reverse’, utilizando os respectivos ‘primers’. Os

produtos amplificados foram purificados utilizando um sistema comercial baseado em colunas
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de silica (JETQUICK Spin Column Technique; Genomed) e enviados para o Laboratério de
Sequenciacdo e Analise de Fragmentos do ICAT-FCUL onde foram sequenciados utilizando o
método de terminacdo didesoxi com marcagdo por fluorescéncia (DTCS - Dye Terminator
Cycle Sequencer Start Kit, Beckman Coulter). Os cromatogramas obtidos a partir do
sequenciador automatico CEQ 2000-XL (Beckman Coulter) foram analisados no ‘software’ do
equipamento, utilizando as opg¢des de analise automatica disponiveis para produtos de PCR e
procedendo a truncagem das regides 5’ e 3’ em zonas de menor qualidade. As sequéncias
parciais editadas foram exportadas para ficheiros de texto e procedeu-se a comparagao com
bases de dados publicas (GenBank - NCBI) utilizando o algoritmo BLASTN (Altschul et al.,
1990), para identificagdo de acordo com o critério de homologia maxima.

2.5.2 Analise transcricional por RT-PCR

A anadlise transcricional da expressao dos genes mleA, bgl, arcAC, hdcA, tyrDC foi realizada
por RT-PCR (Reverse Transcription-PCR) a partir de RNA total extraido de culturas de BAL em
vinho tinto da RDD e meios de cultura semelhantes. Foram realizados dois ensaios de RT-PCR
com delineagdes experimentais distintas no que se refere ao grupo de estirpes e as condicGes
de crescimento, nomeadamente meios de cultura e tempos de incubacdo. Os procedimentos

experimentais de extracgao de RNA e RT-PCR sao comuns aos dois ensaios.

No primeiro ensaio foram utilizadas quatro estirpes de BAL com gendtipo/fenétipo (mleA, bgl,
arcAC, hdcA, tyrDC): Al 141 e Al 653 (+/+, +/+, -/-, -/-, -/-) de O. oeni, Al 127 (+/+, +/+,
+/+, -/-, -/-) de O. oeni e Al 249 (+/+, +/+, +/+, -/-, +/+) de Lb. brevis. Estas estirpes
foram cultivadas em cinco meios distintos: vinho tinto da RDD, vinho sintéticol, MRS
suplementado com 0,2% de acido malico e 2% de etanol a pH 3,0, 3,5 e 5,0. Para a extracgao
de RNA foram recolhidas duas amostras de cada estirpe, ao fim de 8 e 21 dias de incubacdo a
250C.

No segundo ensaio foram utilizadas duas estirpes com gendtipo/fendtipo (mleA, bgl, arcAC,
hdcA, tyrDC): AI249 (+/+, +/+, +/+, -/-, +/+) de Lb. brevis e AI864 (+/+, +/+, +/+, +/+,
-/-) de O. oeni. Estas estirpes foram cultivadas em MRS pH 5,0 até as culturas atingirem uma
densidade Optica de aproximadamente 0,5. As células foram lavadas por centrifugagdo e
transferidas para oito meios distintos: vinho tinto da RDD, vinho sintético, MRS pH 5,0, MRS
pH 3,5, MRS pH 3,5 suplementado com 0,2% e 0,5% de acido malico, MRS pH 3,5
suplementado com 2,5 mM pNPG (p-nitrofenil-p-D-glucopiranosideo) e MRS pH 3,5
suplementado com 10% de etanol. Para a extraccdo de RNA, e apds incubacdo a 25°C,
procedeu-se a recolha de trés amostras, ao fim de 1 hora, 24 e 48 horas para a estirpe de

Lb. brevis, e ao fim de 1 hora, 24 e 72 horas para a estirpe de O. oeni.

1. O vinho sintético foi preparado a pH 3.5, com 0.5% acido malico e 10% etanol, de acordo com a formulagdo de Liu et
al. (1995). Este meio de cultura é constituido por: 27 carbohidratos, 25 aminoacidos, 12 compostos minerais, 10
vitaminas, 6 bases azotadas, 5 acidos orgéanicos e tween 80.
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Extraccdo de RNA

Para a extraccdo de RNA, procedeu-se a recolha das células por centrifugagdo a 8000 rpm
durante 10 min a 4°C. O ‘pellet’ celular foi ressuspendido em 200 pul de TE+lisozima
(10 mg/ml) e seguiu-se uma incubacao a 37°C durante 30 min. Posteriormente, adicionou-se
1 ml de reagente Trizol (Invitrogen) e as amostras foram processadas como recomendado
pelo fabricante.

Para eliminar qualquer contaminagcdo gendmica, os extractos de RNA total foram incubados
com 1 U/ul DNAse I Amp Grade (Invitrogen) durante 15 minutos a temperatura ambiente,

seguindo-se a inactivacao da enzima a 65°C durante 10 minutos.

Os extractos de RNA total foram quantificados por determinacdo da absorvancia a 260 nm
num fluorimetro (Anthos Zenyth 3100). A integridade do RNA foi verificada por electroforese
em gel de 1% agarose contendo 0.93% de formaldeido (NBC 1X, 100 V, 90 min)i.

RT-PCR

A sintese da primeira cadeia de cDNA para cada gene especifico foi efectuada numa mistura
contendo 1 pg de RNA total, 400 uM de cada desoxiribonucledtido, 2 pmoles de cada ‘primer’
‘reverse’ especifico e d4gua ultrapura tratada com DEPC? perfazendo um volume de 13 p|. Esta
mistura foi aquecida a 65°C durante 10 min e incubada em gelo durante 1 min. Seguidamente
procedeu-se a adigdo de 4 ul de tampdao da transcriptase reversa 5X, 1 ul de 0,1 M ditiotreitol,
1 pl de RNaseOUT (40 U/ul)3 e 1 pl de SuperScript III RT (200 U/ul). A mistura final foi
incubada a 50°C durante 60 min e seguidamente a 70°C durante 15 min para inactivacao da

enzima.

A sintese da segunda cadeia de cDNA e amplificagdo por PCR foi realizada num volume final
de 50 ul, numa mistura de reaccdo contendo 2 pul de cDNAf, 200 uM de cada
desoxiribonucleétido, 1.5 mM de cloreto de magnésio, 50 pmoles de cada ‘primer’ especifico
(‘forward’ e ‘reverse’) e 2 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen) em tampdo apropriado. Para
cada template de RNA foi efectuado, simultaneamente, um controlo negativo sem

transcriptase reversa (RT).

No primeiro ensaio de RT-PCR realizado, os cDNAs de cada gene especifico foram amplificados
de acordo com os programas de PCR previamente estabelecidos para ‘gene-specific’ PCR. No
segundo ensaio foi seleccionado um Unico programa de PCR, que foi posteriormente utilizado
na amplificacdo dos cDNAs especificos de cada gene alvo. O programa de amplificacdo
consistiu num passo inicial de desnaturacao de 5 min a 95°C, seguido de 35 ciclos de 1 min a
950C, 1 min a 52°C e 1 min a 72°C e de um ciclo final de extensao de 5 min a 72°C. Os
produtos da amplificagdo foram visualizados por coloragdo com brometo de etideo
(2,5 ng/ml), apos electroforese em gel de 1,2 % agarose (TBE 0,5X; 90 V; 2 h). O marcador

de massa molecular utilizado foi 1 Kb plus DNA Ladder (Invitrogen). As imagens foram

1. NBC: 0.05 M acido bédrico, 1 mM citrato de sédio, 5 mM NaOH; pH 7.5.
2. DEPC: dietilpirocarbonato.
3. RNaseOUT é um inibidor recombinante de ribonucleases (Invitrogen).
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capturadas utilizando o sistema KODAK 1D e posteriormente analisadas qualitativamente, em
termos de presenca/auséncia do produto de dimensdo esperada. Todos os reagentes foram
adquiridos a Invitrogen e as amplificagbes foram efectuadas num termociclador Biometra
Tgradient.

Nos dois ensaios de RT-PCR realizados utilizou-se como controlo de expressao constitutiva o
gene rpoB, que codifica para a subunidade catalitica da RNA polimerase. No segundo ensaio
de RT-PCR foi também utilizado rDNA 16S. Na sintese da segunda cadeia de cDNA destes

genes utilizou-se o programa de amplificagao seleccionado para o segundo ensaio.

Para as amostras de RT-PCR positivas procedeu-se ainda a uma andlise quantitativa,
utilizando o ‘software’ BioNumerics versdao 2.5-4.6 (Applied Maths) para estimar, por
densitometria, as intensidades dos produtos de amplificagdo observados em gel de agarose
para cada gene/meio de cultura/estirpe/tempo de amostragem, de acordo com o delineado
para cada ensaio.

Para comparar o efeito das condigdes experimentais em estudo na expressao dos genes-alvo,
procedeu-se a normalizacdo destes valores de intensidades, dividindo-os pelos

correspondentes valores obtidos para os genes constitutivos (rpoB ou rDNA 16S).
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3.1 ISOLAMENTO E CARACTERIZAGAO SUMARIA DA COLECGAO DE BAL

A coleccdo de bactérias do acido lactico (BAL) em estudo compreende 793 estirpes isoladas a
partir de 193 amostras de vinho tinto recolhidas no decorrer e/ou no final da FML espontanea.
Estas amostras foram recolhidas em 18 adegas da Regido Demarcada do Douro (RDD) em
trés vindimas consecutivas (1999-2001). Na Figura 3.1 apresenta-se um mapa da RDD com a
localizacdo geografica das adegas amostradas, agrupadas de acordo com a sua proveniéncia,
em subgrupos criados artificialmente em cada sub-regido. Na sub-regido do Baixo Corgo, as 6
adegas amostradas foram agrupadas em 4 subgrupos (BCI a BCIV): Vila Real (2), Régua (2),
Cambres (1) e Santa Marta (1). Na sub-regido do Cima Corgo, 9 adegas foram distribuidas
por 5 subgrupos (CCI a CCV): Bom Retiro (1), S. Jodo da Pesqueira (5), Pinhdo (1), Sabrosa
(1) e Tabuaco (1). Na sub-regido do Douro Superior cada adega amostrada constituiu um
subgrupo (DSI a DSIII): Erva Moira (1), Vila Flor (1) e Vale da Vilariga (1).

O procedimento experimental de colheita e processamento das amostras de vinho, bem como
de isolamento e conservagdo da colecgdo de BAL encontra-se descrito em Material e Métodos
(pontos 2.1.1 e 2.1.2). O processamento das amostras de vinho tinto utilizadas para o
isolamento de BAL incluiu a caracterizagdo sumaria de alguns parametros fisico-quimicos: pH,
etanol, sulfuroso total e livre, acidez volatil, total e fixa. Na Tabela 3.1 apresentam-se os

valores médios destes parametros calculados para cada sub-regido.

FIGURA 3.1 Representacdo esquematica dos subgrupos artificialmente definidos em cada sub-regido da
Regido Demarcada do Douro (RDD), de acordo com a localizagdo geografica das adegas. Baixo Corgo: Vila
Real (BCI), Régua (BCII), Cambres (BCIII) e Santa Marta (BCIV). Cima Corgo: Bom Retiro (CCI), S. Jodo
da Pesqueira (CCII), Pinhdo (CCIII), Sabrosa (CCIV) e Tabuago (CCV). Douro Superior: Erva Moira (DSI),
Vila Flor (DSII) e Vale da Vilarica (DSIII). Os pontos representam as adegas amostradas. Mapa adaptado
de Andresen et al. (2004).
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TABELA 3.1 Valores médios dos parametros fisico-quimicos determinados nas amostras dos vinhos
recolhidas nas trés sub-regides.

Sub-regido pH EES:)OI S?L:‘g—;?_t)al S?L:’g';ili/)re Ac. Volatil? | Ac. Total® | Ac. FixaP

Baixo Corgo 3,68 12,57 34,60 4,19 0,26 7,14 6,81

Cima Corgo 3,71 13,02 19,28 6,65 0,25 5,67 5,34
Douro Superior | 3,81 13,29 22,38 2,56 0,25 5,50 5,18

a. Expressa em g/L de ac. acético.

b. Expressa em g/L de ac. tartarico.

Atendendo a que o processo de recolha de amostras decorreu em trés vindimas consecutivas
e, por vezes, surgiu a necessidade de recolher mais do que uma amostra do mesmo vinho, na
Tabela 3.2 apresenta-se a caracterizacdo sumaria de cada um dos subgrupos definidos em
termos de: (i) vindima em que ocorreu o processo de recolha; (ii) nimero de amostras
recolhidas; (iii) nUmero de vinhos distintos analisados; (iv) nimero de amostras a partir das

quais foi possivel isolar BAL; e (v) niumero de estirpes de BAL isoladas.

No primeiro ano de isolamento, vindima de 1999, foram recolhidas 22 amostras de vinho
provenientes da sub-regidao BC, 17 amostras da sub-regido CC e 6 amostras da sub-regido
DS. Isolaram-se apenas 61 estirpes de BAL. Este niumero reduzido de isolados justifica-se
pelo nimero restrito de contactos de adegas, possivel na altura, uma vez que o inicio da

recolha das amostras coincidiu com uma fase avangada da vinificagao.

Com o objectivo de obter um maior nimero de isolados que melhor representassem a
diversidade ecoldgica dentro da regido, na vindima de 2000 aumentou-se o esforco de
amostragem. Assim, nessa vindima foram recolhidas 77 amostras de vinhos na sub-regido
BC, 43 amostras na sub-regidao CC e 10 amostras na sub-regido DS. Nesse ano foram isoladas
484 estirpes de BAL.

Na vindima de 2001 ao proceder-se ao ensaio de ‘Battonage’, em colaboragdo com as duas
adegas da sub-regido CC (Adega Cooperativa de Tabuago e Quinta do Portal), cujo objectivo
era avaliar o efeito desta técnica na producdo de aminas biogénicas durante a FML, tentou-se
isolar o maior niumero possivel de estirpes para pesquisa de actividades descarboxildsicas
responsaveis pela producdo de aminas biogénicas. Em ambas as adegas foram recolhidas
amostras, no inicio (1), no meio (4) e no fim (4) da FML, isolando-se no final 248 estirpes nas
18 amostras recolhidas. Como as estirpes isoladas provinham de vinhos de duas adegas

nunca amostradas e também localizadas na RDD, decidiu-se incluir estas estirpes na coleccao.

Para identificacdo a nivel de género aplicou-se um esquema baseado em métodos classicos de
caracterizacdo fenotipica, apresentado em Material e Métodos (ponto 2.2). Na Tabela 3.3
apresentam-se os resultados da identificagdo presuntiva a nivel de género das 793 estirpes de

BAL e a sua distribuicdo pelos subgrupos de cada sub-regido.
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A anadlise destes resultados permite verificar que Oenococcus é o género dominante em todos
os subgrupos/sub-regides: 90,6% dos isolados pertence a este género!, 6,2% pertence ao

género Lactobacillus e 3,2% a Pediococcus.

TABELA 3.3 Distribuicdo das estirpes isoladas pelas sub-regides, subgrupos e de acordo com a identifi-
cagdo presuntiva a nivel de género.

BC CC DS
RDD

| I 11 v z I I II1 v \ z I I III z

Lactobacillus 7 8 2 1 18 0 15 5 0 0 20 1 9 1 11 49

Pediococcus 4 3 o0 0| 7|1 13 o 0 1]15| 2 o 1| 3| 25
Oenococcus/ | ,n g9 17 6 | 254| 16 150 13 101 146| 426| 27 4 8 | 39| 719
Leuconostoc

BAL 153 100 19 7 | 279| 17 178 18 101 147| 461| 30 13 10 | 53 | 793

Atendendo a que as amostras de vinho utilizadas para o isolamento de BAL foram recolhidas
no decurso ou no final da FML, a predominancia de estirpes pertencentes ao género
Oenococcus é um resultado esperado. No decurso do processo de vinificagdo ocorrem
variagOes qualitativas e quantitativas da populacdo de BAL que se traduzem pela dominancia
da espécie O. oeni, no final da fermentagdo alcodlica (Lonvaud-Funel, 1999). Resultados
semelhantes foram obtidos por outros autores em trabalhos de isolamento e identificacao de
BAL de vinhos com FML espontanea, em diversas regides vitivinicolas do mundo. O
predominio da espécie O. oeni em vinhos com pH mais reduzido, foi observado por Strasser
de Saad e Manca de Nadra (1987) em vinhos da regido de Cafayate (Argentina), por Davis et
al. (1986) em vinhos da regido de Australia, por Edwards et al. (1991) em vinhos da regido de
Washington (E.U.A.), por Du Plessis et al. (2004) em vinhos base para a producgdao de

aguardentes vinicas na Africa do Sul e por Pramateftaki et al. (2006) em vinhos gregos.

A maioria das estirpes isoladas e identificadas como pertencentes ao género Pediococcus
foram isoladas a partir de amostras de vinhos com valores de acidez fixa reduzidos, tal como
observado por Faia (1985) no isolamento de BAL de vinhos da mesma regido. As estirpes
identificadas como pertencentes ao género Lactobacillus predominaram em vinhos com pH
mais elevado. De uma maneira geral pode constatar-se que o isolamento de estirpes
pertencentes aos géneros Pediococcus e Lactobacillus ocorreu com maior frequéncia nos
vinhos provenientes das sub-regides CC e DS, onde normalmente os vinhos apresentam
acidez fixa mais baixa e valores de pH mais elevados. A maior incidéncia de estirpes de
Pediococcus e de Lactobacillus foi observada por Strasser de Saad e Manca de Nadra (1987)
em vinhos cujo o pH era proximo de 4,0. Beneduce et al. (2004) observaram igualmente a
prevaléncia de estirpes de Lb. plantarum, de Pc. damnosus e de Leuconostoc sp.,
responsaveis pela deterioracdo de vinhos de mesa da regido de Apulia (Itdlia) em vinhos com
pH final de 3,78-3,90.

1. O procedimento aplicado na identificagdo presuntiva a nivel de género ndo permite a discriminacdo entre os géneros
Oenococcus e Leuconostoc, no entanto a predomindncia de isolados pertencentes ao género Oenococcus
relativamente a Leuconostoc descrita neste tipo de amostras suporta a afirmagao.



3.2 Identificagd@o a nivel de espécie

3.2 IDENTIFICAGCAO A NiVEL DE ESPECIE

No contexto desta dissertacdo, a identificacdo a nivel de espécie e, simultaneamente, a
avaliacdo da diversidade presente na coleccdo de BAL surgem como segmentos entrelagados
num percurso polifasico de caracterizacdo fenética e seleccdo de estirpes marcadoras dos
vinhos de uma regido demarcada. A abordagem polifasica reflectiu-se numa estratégia de
agrupamento e seleccdo sequencial de estirpes, através da aplicagdo de metodologias com
diferente potencial discriminante, de modo a permitir ndo sé a identificagcdo a nivel de espécie,
como também a caracterizagdo da diversidade presente na colecgdo estudada.

A inviabilidade econdmica do estudo de caracterizacdo de toda a coleccdo de BAL justificou a
reducdao do universo de estirpes em estudo. A seleccao foi efectuada de modo a gerar uma
amostra aleatéria e representativa da coleccdo original. Na caracterizacdo fenética destas
estirpes foram aplicados métodos quimiotaxondmicos e moleculares de tipificagdo (analise de
perfis de proteinas celulares totais e M13-PCR ‘fingerprinting’) para a definicdo de ‘clusters’ a
niveis de semelhanca elevados. Para cada ‘cluster’ foi seleccionado um representante para
identificacdo presuntiva a nivel de espécie por 165-ARDRA. Os resultados desta identificacdo

foram confirmados por sequenciagao parcial do rDNA 16S.

Um esquema integrativo da estratégia adoptada, onde é explicitada a reducdao sequencial do
numero de estirpes em estudo, ja foi apresentado em Material e Métodos (Figura 2.2), bem
como a descricao detalhada de todos os procedimentos experimentais subjacentes (pontos
2.3.1 a 2.3.5).

3.2.1 Reducao do universo de estirpes: seleccao de uma amostra representativa

A partir da colecgdo de 793 BAL isoladas de vinhos tintos da RDD foi seleccionado um
subconjunto de estirpes para identificacdo a nivel de espécie e avaliagdo da diversidade
presente nesta coleccdo. Atendendo a que cerca de 90% dos isolados foram presuntivamente
identificados como pertencentes ao género Oenococcus, a reducao do numero de estirpes em
estudo incidiu principalmente sobre estirpes pertencentes a este género.

Este processo envolveu a seleccdo de duas amostras independentes: (i) um subconjunto de
276 estirpes, que foi seleccionado a partir da particao de 545 estirpes de BAL isoladas nas
vindimas de 1999 e 2000; e (ii) um subconjunto de 20 estirpes seleccionado a partir da
particdo de 248 estirpes isolada durante os ensaios de “Battonage” realizados na vindima de
2001.

Na particdo de 545 estirpes, a reducdo do numero de estirpes foi efectuada de modo a
garantir que a amostra reduzida fosse aleatdria e se mantivesse representativa da amostra
original. Para cada género, procedeu-se a distribuicdo das estirpes pelos subgrupos e
sub-regides e ao calculo das respectivas frequéncias relativas. A seleccao de estirpes decorreu
de forma aleatdria e de acordo com os seguintes critérios: (i) de uma maneira geral foram
seleccionadas 2 estirpes por cada amostra de vinho; (ii) nos casos em que se amostrou o
mesmo vinho duas vezes (fases distintas da FML), as duas amostras de vinhos obtidas foram

consideradas como amostras distintas; (iii) no caso de amostras provenientes de ensaios de
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vinificacdo com repeticdes (amostras VIRG - UTAD), sempre que possivel, procedeu-se ao
agrupamento das repeticdes e retirou-se aleatoriamente uma estirpe por cada repeticao nos
dois tempos de amostragem; e (iv) quando ndo foi possivel fazer este agrupamento,
seleccionaram-se aleatoriamente 3 estirpes. Durante todo o processo foram seleccionadas
preferencialmente estirpes identificadas presuntivamente como pertencentes ao género

Oenococcus.

A aleatoriedade e a representatividade da amostra das 276 estirpes seleccionadas por este
processo relativamente ao subconjunto inicial de 545 estirpes foram confirmadas por dois
testes de qui-quadrado (Figura 3.2). No teste em tabela de contingéncia, a hipotese de
homogeneidade entre esta amostra e uma amostra de 276 estirpes gerada aleatoriamente a
partir da particdo de 545 estirpes nao foi rejeitada (p=0.286). De acordo com o resultado do
teste de ajustamento de modelos verificou-se que a amostra seleccionada nado diferia

significativamente da amostra original (p=0.536), sendo por isso aceite como representativa.

Na particdo das 248 estirpes isoladas a partir das amostras recolhidas durante os ensaios de
“Battonage” das Adegas de Tabuaco e da Quinta do Portal, os critérios de seleccdo aplicados
foram distintos, considerando os objectivos especificos destes ensaios. Neste caso foram
seleccionadas apenas 20 estirpes!: (i) 4 estirpes isoladas a partir das duas amostras
recolhidas no inicio da FML; (ii) 8 estirpes a partir das quatro amostras recolhidas a meio da
FML e (iii) 8 estirpes isoladas a partir das quatro amostras recolhidas no final da FML. No final
foram incluidas apenas 19 estirpes no conjunto de estirpes a caracterizar, atendendo a que
ndo foi possivel reactivar uma das estirpes seleccionadas a partir dos ‘stocks’ celulares

conservados a -80°C.

No final de todo o processo foram seleccionadas 295 estirpes para identificacdo a nivel de
espécie e caracterizacao em termos de diversidade. Na Tabela 3.4 apresenta-se a distribuicao
destas estirpes por sub-regido e subgrupo, de acordo com a identificagdo presuntiva a nivel de
género. A este conjunto de estirpes foram ainda adicionadas 24 estirpes de referéncia e 5

‘starters’ comerciais, tal como apresentado no ponto 2.3.1 de Material e Métodos.

TABELA 3.4 Distribuicdo das estirpes seleccionadas por subgrupos em cada sub-regido da Regido
Demarcada do Douro (RDD), e de acordo com a identificagdo presuntiva a nivel de género.

BC CcC DS
RDD

| 11 111 v z I I 111 v \ z I 11 II1 z

Lactobacillus 6 8 2 1 17 0 15 2 0 0 17 1 6 1 8 42

Pediococcus 4 2 0 0 6 2 12 0 0 0 14 2 1 1 4 24

Oenococcus/ | 53 43 19 3 |109| 5 64 11 10 9 | 99| 13 3 5 | 21 | 229
Leuconostoc
BAL 63 53 12 4 |132| 7 91 13 10 9 |130| 16 10 7 | 33 | 295

1. Em cada uma das adegas foi recolhida uma amostra de vinho no inicio da FML. Este vinho foi subdividido e a FML
decorreu em duas condigdes: com e sem “Battonage” (em duplicado). Foram recolhidas mais 4 amostras no meio e
no final da FML. Em cada adega foi recolhido um total de 9 amostras.
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FIGURA 3.2 Confirmacgdo da aleatoriedade e representatividade da amostra de 276 estirpes selecciona-
das na particdo de 545 estirpes de BAL isoladas a partir de amostras de vinho tinto da RDD recolhidas
durante as vindimas de 1999 e 2000. FR: frequéncia relativa expressa em percentagem. SEL: estirpes

seleccionadas. N SEL: estirpes ndo seleccionadas

A. Testes de qui-quadrado

Particdo de 545 estirpes da colecgdo de BAL do vinho

BCI BCII BCII BCIV CCI CCII CCHI DSI DSII DSII
FR%) [28.1]183] 35| 1.3 || 31 [327] 33 |[s55]24] 18]

Teste de

ajustamento Teste de

homogeneidade

Amostra reduzida (n=276) <-4 P  Amostra aleatéria

BCI BCII BCII BCIV. CCI CCII CCII DSI DSII DSIII (n=276)
FR%) |22.8]19.2] 43 | 14 || 25 [330] 47 |[ 58] 36] 25|

B. Teste de homogeneidade

Ho: A amostra reduzida e a amostra gerada aleatoriamente sdo homogéneas

valores amostra aleatdria

observados SEL N SEL
amostra SEL 146 130 276
reduzida |\ ggL 130 139 269
276 269 545

valores amostra aleatdria

esperados SEL N SEL
amostra SEL 140 136 276
reduzida |\ ggL 136 133 269
276 269 545

X2=1.14 p = 0.286

C. Teste de ajustamento
Ho: A distribuicdo dos isolados por subgrupos na amostra reduzida € idéntica a da partigdo de 545 isolados

BCI BCII BCIII BCIV CCI CCII CCIII DSI DSII DSIII
valores observados | 63 | 53 | 12| 4 || 7 | 91 | 13 || 16| 10| 7 | 276

valores esperados | 77 [ 51 [ 10 [ 4 [[ 9 [ oo | o |[ 15| 7 | 5 | 276

X?>=7.98 p=0.536
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3.2.2 Perfis de proteinas celulares totais

A separacdo por SDS-PAGE dos perfis de proteinas celulares totais foi a metodologia
seleccionada para iniciar a caracterizagdo fenética das 295 estirpes em estudo. Trata-se de um
meétodo quimiotaxondmico de caracterizagdo fenotipica, que permite obter padroes de bandas
complexos que constituem um ‘fingerprint’ do organismo a caracterizar e permitem a
diferenciacdo de organismos semelhantes. A anadlise destes perfis tem sido aplicada na
identificacdo a nivel de espécie em procariotas e apresenta uma boa correlagdo com a
hibridacdo DNA-DNA.

Os perfis de proteinas celulares totais (perfis WCP!) de todos os isolados da amostra em
estudo foram resolvidos por electroforese desnaturante em gel de poliacrilamida. As células
foram cultivadas em condigdes padronizadas, procedeu-se a extraccdo de proteinas celulares
totais e a quantificacdo dos extractos proteicos, sendo os perfis electroforéticos de separacao
de proteinas resolvidos por SDS-PAGE. Na Figura 3.3 apresenta-se, a titulo exemplificativo, a
imagem digitalizada de um gel de SDS-PAGE com os perfis WCP obtidos para algumas estirpes

em estudo.

FIGURA 3.3 Gel de SDS-PAGE com perfis de proteinas celulares totais obtidos para algumas estirpes em
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estudo.
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Os perfis WCP obtidos foram introduzidos na base de dados construida no ‘software’
BioNumerics. A analise in silico destes perfis permitiu a construcao de dendrogramas com
base na comparagdo dos perfis densitométricos correspondentes, utilizando o coeficiente de
correlacdo de Pearson e o método de aglomeracdo baseado na distancia média ndo ponderada
(UPGMA).

1. WCP: '"Whole-cell protein’.



3.2 Identificagd@o a nivel de espécie

A reprodutibilidade de todo o processo foi estimada de duas formas:

(i) Como a média da percentagem de semelhanca a que se agruparam os perfis de
cada par de réplicas num dendrograma construido apenas por estes perfis, que
permitiu estimar a reprodutibilidade de todo o procedimento experimental em
(92,0 £ 5,53)%.

(ii) A partir do dendrograma construido com todos os perfis padrdo de LMG 1125 apli-
cados em gel, que permitiu estimar a os valores de reprodutibilidade intra- e inter-
gel em (96,0 £ 2,24)% e (78,2 £ 0,10)%, respectivamente.

Apesar de ser esperado um valor de reprodutibilidade inter-gel inferior ao calculado para a
reprodutibilidade intra-gel, é de salientar que o reduzido valor de reprodutibilidade inter-gel
apresentado se deve ao facto de terem sido utilizados dois sistemas de electroforese distintos
que, provavelmente, apresentam pequenas diferencas na resolugdo dos perfis WCP. No
entanto, tendo em conta que também foram utilizados os dois sistemas de electroforese na
avaliacdo da reprodutibilidade dos pares de réplicas, dos isolados, estes valores baixos de
reprodutibilidade inter-gel obtidos para a estirpe LMG 1125 parecem nao afectar directamente
a analise dos perfis WCP dos isoaldos em estudo. De facto, um efeito analogo desta estirpe na
avaliacdo da reprodutibilidade dos perfis WCP foi igualmente encontrado por Chambel (2001).
De qualquer modo, o valor médio da reprodutibilidade dos perfis WCP obtidos para os isolados
em estudo é superior ao valor minimo de aceitabilidade (90%) descrito por Jackman (1985) e
Vauterin et al. (1993).

Consequentemente, foi definido um nivel de corte arbitrario de 85% (valor ligeiramente
inferior a média dos valores de reprodutibilidade estimados) para a definicdo de ‘clusters’ no

processo de selecgdo do conjunto de isolados a caracterizar por M13-PCR fingerprinting.

Para esta seleccdo, a analise dos dendrogramas foi efectuada separadamente por género e,
dentro de cada género, por subgrupo, por sub-regido e globalmente na RDD. Deste modo,
além dos representantes da diversidade existente em cada subgrupo, foram igualmente
incluidas estirpes que, surgindo em ‘clusters’ de uma determinada sub-regido ou da RDD
global, representavam semelhangcas entre estes niveis de subdivisdo geografica. Esta
estratégia, ainda que aumentando o nimero de estirpes pela sua perspectiva conservativa,
garante a manutengdo de estirpes eventualmente comuns a diferentes zonas geogréficas e
permite uma sub-amostra mais representativa da diversidade inicial. Aplicando o nivel de
corte de 85% procedeu-se a seleccdo aleatéria de uma estirpe em cada ‘cluster’ nos diversos

agrupamentos/tratamentos (subgrupo, sub-regido e regiao RDD).

Nas Figuras 3.4, 3.5 e 3.6 apresentam-se os dendrogramas globais obtidos para cada género.
Nestes dendrogramas foram assinaladas as estirpes seleccionadas para posterior

caracterizagao por M13-PCR ‘fingerprinting’.

Pela analise do dendrograma global obtido para o género Oenococcus/Leuconostoc
(Figura 3.4), apds a definicdo dos ‘clusters’ a um nivel de semelhanga de 85%, verificou-se
que este é formado por 82 ‘clusters’, constituidos por um numero variavel de isolados (1 a
29).
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98 Resultados e Discussdo

FIGURA 3.4 Dendrograma simplificado (nivel de corte 85%) obtido a partir da matriz de valores densito-
métricos resultantes da analise in silico dos perfis WCP das estirpes pertencentes ao género
Oenococcus/Leuconostoc, utilizando o coeficiente de correlagdo de Pearson e o método de aglomeragdo
UPGMA. p: coeficiente de correlagdo cofenética. Para cada ‘cluster’ apresenta-se a distribuicdo por sub-
grupo das estirpes seleccionadas para M13 PCR *fingerprinting’ e um perfil tipo para cada subgrupo.
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3.2 Identificagd@o a nivel de espécie

Os ‘clusters’ formados por maior nimero de perfis WCP eram representados por 8, 9, 12, 14,
21 e 29 isolados. Como se pode observar nos ‘clusters ‘assinalados (A, B, C, D e E) ha mesma
figura, ndo foi posssivel estabelecer uma correlagdo entre as estirpes e a sua origem, uma vez
que estirpes de origens diferentes, i.e. de diferentes subgrupos das trés sub-regides,

apresentavam um nivel de semelhanga elevado, sendo agrupadas a um nivel superior a 85%.

Relativamente ao género Lactobacillus (Figura 3.5), as 42 estirpes isoladas na RDD ficaram
distribuidas por 27 ‘clusters’, maioritariamente formados por um isolado. No entanto,
verificaram-se alguns perfis mais frequentes, constituidos por 2 a 3 isolados, sendo o mais

abundante representado por 6 isolados.

FIGURA 3.5 Dendrograma simplificado (nivel de corte 85%) obtido a partir da matriz de valores densito-
métricos resultantes da analise in silico dos perfis WCP das estirpes pertencentes ao género Lactobacillus,
utilizando o coeficiente de correlagdo de Pearson e o método de aglomeragdo UPGMA. p: coeficiente de
correlacdo cofenética. Para cada ‘cluster’ apresenta-se a distribuicdo por subgrupo das estirpes selec-
cionadas para M13 PCR ‘fingerprinting’ e um perfil tipo para cada subgrupo.
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Para as estirpes de Pediococcus (Figura 3.6) a técnica de SDS-PAGE ‘fingerprinting’ permitiu
distinguir 13 perfis WCP entre os 24 isolados analisados, representados por um numero
reduzido de isolados, maioritariamente por 1 a 2 isolados, sendo o mais abundante
representado por 4 isolados.

FIGURA 3.6 Dendrograma simplificado (nivel de corte 85%) obtido a partir da matriz de valores densito-
métricos resultantes da analise in silico dos perfis WCP das estirpes pertencentes ao género Pediococcus,
utilizando o coeficiente de correlagdo de Pearson e o método de aglomeragdo UPGMA. p: coeficiente de
correlagdo cofenética. Para cada ‘cluster’ apresenta-se a distribuigdo por subgrupo das estirpes selec-
cionadas para M13 PCR ‘fingerprinting’ e um perfil tipo para cada subgrupo
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No percurso polifdsico de caracterizacdo fenética, a partir da analise dos perfis WCP foram
seleccionadas 227 estirpes para tipificagdo gendmica por M13-PCR ‘fingerprinting’: 175
estirpes pertencentes ao género Oenococcus/Leuconostoc, 31 estirpes de Lactobacillus e 21
estirpes de Pediococcus. A reducdo do nimero de estirpes em estudo foi cerca de 25% para

0s géneros Oenococcus e Lactobacillus e aproximadamente 12,5% para o género Pediococcus.

3.2.3 M13-PCR *fingerprinting’

Esta técnica foi aplicada na tipificagdo gendmica das 227 estirpes seleccionadas apos a analise
dos perfis de proteinas celulares totais. Apds extraccdo de DNA e amplificacdo por PCR com o
‘primer’ csM13, os perfis de PCR *fingerprinting’ foram resolvidos por electroforese em gel de
agarose. Na Figura 3.7 apresenta-se, a titulo exemplificativo, a imagem digitalizada de um gel
com perfis de M13-PCR *fingerprinting’ obtidos para algumas estirpes em estudo. Cada perfil
consiste num padrao de bandas complexo, identificativo de cada microrganismo, e que pode
ser utilizado para a diferenciacdo de estirpes. O ‘primer’ utilizado determina os /oci

amplificados e consequentemente define uma amostragem particular do genoma.

FIGURA 3.7 Gel de agarose com perfis de M13-PCR ‘fingerprinting’ obtidos para algumas estirpes em
estudo.
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Lanes 1, 22: 1Kb plus DNA ladder; lanes 2: Al 475; 3: Al 475r; 4: Al 477; 5: AL 477r; 6: Al 480; 7: Al 831; 8: Al 482;
9: AI 494; 10: AI 495; 11: AI 498; 12: Al 654; 13: Al 770; 14: AI 771; 15: AI 066; 16: Al 066r; 17: Al 853;
18: Al 772; 19: Al 773; 20: Al 849; 21: branco. r: réplica.
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A anadlise in silico dos perfis densitométricos correspondentes aos ‘fingerprints’ obtidos
permitiu a construgao de dendrogramas, utilizando o coeficiente de correlagdo de Pearson e o

meétodo de aglomeragdo baseado na distancia média ndo ponderada (UPGMA).

A reprodutibilidade foi estimada como a média da percentagem de semelhanca a que se
agruparam os perfis de cada par de réplicas num dendrograma construido apenas com base
na analise destes perfis, permitindo estimar a reprodutibilidade de todo o procedimento em
(96.0 £ 2.01)%.

A andlise dos dendrogramas obtidos apds o tratamento in silico dos perfis de M13-PCR

‘fingerprinting’ teve como objectivo a reducdo do nimero de estirpes a ser caracterizado por



3.2 Identificagd@o a nivel de espécie

16S-ARDRA, uma metodologia mais dispendiosa, dado que para além da amplificagdo por PCR
envolve a restricdo do produto amplificado. De acordo com a estratégia de agrupamento e
seleccdo sequencial definida para esta fase, procedeu-se a seleccdo dos representantes de
‘clusters’ distintos na analise dos dendrogramas obtidos para cada género, por sub-regido e
por subgrupo. Deste modo, procurou evitar-se a aplicagdo de uma técnica com potencial

identificativo a estirpes com elevada semelhanca.

Em paralelo, procedeu-se a analise integrada dos dados obtidos pelas duas técnicas aplicadas
(SDS-PAGE e M13-PCR fingerprinting) através da construcdo de dendrogramas baseados em
matrizes de semelhanca médias. O ‘software’ BioNumerics permite a definicdo de caracteres
‘composite’ que agrupam os dados referentes a dois ou mais tipos de experiéncia. Utilizando
este tipo de caracteres &, entdo, possivel obter dendrogramas globais construidos com base
em matrizes de semelhanca médias geradas a partir das matrizes de semelhanga de cada
técnica. Esta andlise permitiu a seleccdo de estirpes ‘intruder’ cujo posicionamento nos
dendrogramas suscitava questfes relativamente a sua semelhanca com os representantes de

‘clusters’ ja seleccionados.

Apesar de todo este processo de seleccdo ter sido aplicado as 227 estirpes caracterizadas por
M13-PCR ‘fingerprinting’, ndo foi possivel reduzir o nimero de estirpes de Lactobacillus spp. e
Pediococcus spp. no conjunto final de representantes a identificar por 16S-ARDRA. Contudo,
esta abordagem permitiu efectuar uma reducdo de cerca de 75% no numero de estirpes
pertencentes ao género Oenococcus/Leuconostoc, a caracterizar posteriormente por
16S-ARDRA.

Nas Figuras 3.8, 3.9 e 3.10 apresentam-se os dendrogramas obtidos, para cada género, apds
anadlise in silico dos perfis de M13-PCR ‘fingerprinting’. Nestes dendrogramas foram
assinaladas as 96 estirpes seleccionadas para a identificacdao por 16S-ARDRA: 44 estirpes
pertencentes ao género Oenococcus/Leuconostoc, 31 estirpes de Lactobacillus e 21 estirpes

de Pediococcus.

Utilizando o nivel de semelhanca de 85% e com base no dendrograma da Figura 3.8 foram
definidos 58 ‘clusters’ entre os 175 isolados do género Oenococcus/Leuconostoc. O nimero de
isolados incluidos em cada ‘cluster’ definido por esta técnica, variou de 1 a 15, sendo a

maioria dos ‘clusters’ constituida por 1 ou 2 isolados.

Tal como observado na analise dos perfis WCP, a este nivel de semelhanga, também ndo foi
possivel estabelecer uma correlagdo entre as estirpes e a sua origem, uma vez que estirpes
provenientes das trés sub-regides apresentavam um nivel de semelhanca elevado. Contudo,
verificou-se uma tendéncia das estirpes da sub-regido DS de se agruparem nos mesmos

‘clusters’, por partilharem elevados niveis de semelhanca.

Se se considerar um nivel de corte a aproximadamente 60% obtém-se dois grandes ‘clusters’
(A e B na Figura 3.8), sendo o ‘cluster’ A constituido por 68 isolados e o ‘cluster’ B por 85
isolados, distribuindo-se os restantes 22 isolados isoladamente ou por grupos de 2 ou de 3

isolados, a um nivel de semelhanca inferior. Este tipo de agrupamento de estirpes de
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Oenococcus oeni foi também observado por outros autores (Zavaleta et al., 1997; Zapparoli et

al., 2000; Li et al., 2006), embora a tipificacdo tivesse sido efectuada pelas técnicas de RAPD.

FIGURA 3.8 Dendrograma simplificado (nivel de corte 85%) obtido a partir da matriz de valores densito-
métricos resultantes da analise in silico dos perfis de M13-PCR ‘fingerprinting’ das estirpes pertencentes
ao género Oenococcus/Leuconostoc, utilizando o coeficiente de correlagdo de Pearson e o método de
aglomeragdo UPGMA. p: coeficiente de correlagdo cofenética. Para cada ‘cluster’ apresenta-se a distri-
buicdo por subgrupo das estirpes seleccionadas para identificacdo por analise de rDNA 16S e um perfil

tipo para cada subgrupo
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3.2 Identificagd@o a nivel de espécie

Para as estirpes de Lactobacillus (Figura 3.9) a técnica de M13-PCR ‘fingerprinting’ agrupou os
31 isolados analisados em 26 ‘clusters’, maioritariamente representados por um isolado.

O ‘cluster’ mais abundante inclui 4 isolados.

FIGURA 3.9 Dendrograma simplificado (nivel de corte 85%) obtido a partir da matriz de valores densito-
métricos resultantes da analise in silico dos perfis de M13-PCR ‘fingerprinting’ das estirpes pertencentes
ao género Lactobacillus, utilizando o coeficiente de correlagdo de Pearson e o método de aglomeragao
UPGMA. p: coeficiente de correlagdo cofenética. Para cada ‘cluster’ apresenta-se a distribuigdo por sub-
grupo das estirpes seleccionadas para identificagdo por andlise de rDNA 16S e um perfil tipo para cada
subgrupo.
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Relativamente ao género Pediococcus (Figura 3.10), a técnica de M13-PCR ‘fingerprinting’
permitiu agrupar as 21 estirpes seleccionadas em 10 ‘clusters’: um ‘cluster’ constituido por

4 estirpes, 3 ‘clusters’ com 3 estirpes, 2 ‘clusters com 2 estirpes e 4 ‘clusters’ unitarios.

FIGURA 3.10 Dendrograma simplificado (nivel de corte 85%) obtido a partir da matriz de valores densi-
tométricos resultantes da analise in silico dos perfis de M13-PCR ‘fingerprinting’ das estirpes pertencentes
ao género Pediococcus, utilizando o coeficiente de correlagdo de Pearson e o método de aglomeracgéo
UPGMA. p: coeficiente de correlagdo cofenética. Para cada ‘cluster’ apresenta-se a distribuigdo por sub-
grupo das estirpes seleccionadas para identificagdo por analise de rDNA 16S e um perfil tipo para cada
subgrupo .
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3.2.4 Analise de rDNA 16S

Y

No seguimento da estratégia definida procedeu-se a caracterizagdo por 16S-ARDRA das
estirpes seleccionadas por M13-PCR ‘fingerprinting’. Esta metodologia tem sido utilizada com
sucesso na identificagdo a nivel de espécie de bactérias pertencentes a diferentes nichos
ecoldgicos, inclusivamente de BAL isoladas de vinho (Rodas et al., 2003). A analise dos perfis
de restricdo obtidos permitiu a identificacdo de perfis-tipo (restritipos) e a seleccdo de
representantes para sequenciacdo do rDNA 16S. A identificagdo a nivel de espécie foi
realizada por comparacdo das sequéncias parciais obtidas com as disponiveis em bases de

dados e integragdo com os resultados de 16S-ARDRA.

De acordo com a estratégia de aplicagdo sequencial de trés endonucleases proposta por Rodas
et al. (2003), determinaram-se os perfis de restrigdo com Msel dos produtos da amplificagdo
do rDNA 16S das estirpes seleccionadas. Para um subconjunto de estirpes cujos perfis Msel
ndo permitiram a identificagdo presuntiva a nivel de espécie foram ainda analisados os perfis
de restricao obtidos com Xspl. De acordo com os resultados obtidos e no contexto desta
dissertagdo ndo foi necessaria a andlise de perfis de restrigdo com Alul. Na Figura 3.11
apresenta-se, a titulo exemplificativo, a imagem digitalizada dos perfis de restricdo obtidos

com as endonucleases Msel e Xspl para algumas estirpes em estudo.

FIGURA 3.11 Perfis de 165-ARDRA obtidos com as endonucleases Msel (A) e Xspl (B) para algumas
estirpes em estudo.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1213 14 15 16 17 18 19 20 21 22

Gel A'Lanes’ 1, 22: Marcador 1Kb plus DNA ladder; 2: AI 272; 3: Al 289; 4: Al 405; 5: AI 811; 6: Al 051; 7: Al 156; 8: Al 274;
9: AI 355; 10: Al 356; 11: Al 390; 12: Al 675; 13: Al 057; 14: Al 331; 15: Al 334; 16: Al 367; 17: Al 140; 18: Al 347;
19: Al 354; 20: AI 501; 21: Al 748.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 22

Gel B 'Lanes”: 1, 22: Marcador 1Kb plus DNA ladder; 2: Al 077; 3: AI 100; 4: Al 101; 5: AI 111; 6: Al 119; 7: Al 156; 8: AI 255 ;
9: Al 259; 10: AI 348; 11: Al 390; 12: A1 458; 13: Al 460; 14: AL 461; 15: A1 473; 16: Al 477; 17: A1 748; 18: AI 828; 19: AI 057.
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A andlise in silico dos perfis de 16S-ARDRA baseou-se na identificacdo dos diferentes
fragmentos de cada perfil normalizado e na estimativa das suas massas moleculares. A
aplicacdo do coeficiente de Dice no agrupamento destes perfis, em dendrogramas construidos
utilizando o método de aglomeragdo baseado na distdncia média ndo ponderada (UPGMA),
permitiu a identificacdo de ‘clusters’ de perfis semelhantes e a definicdo de perfis-tipo
(restritipos), caracterizados pela média e desvio padrdo das massas moleculares dos
fragmentos dos perfis correspondentes. No conjunto de todos os perfis analisados os valores

do coeficiente de variagdo! obtidos variaram entre 1 e 11%.

A andlise dos perfis de 16S-ARDRA, obtidos com Msel para as 96 estirpes seleccionadas por
M13-PCR ‘fingerprinting’, permitiu definir 11 restritipos (M1 a M11), com a seguinte

distribuicdo de estirpes para cada género presuntivamente identificado:
Oenococcus/Leuconostoc - M1 (34), M2 (7), M3 (1) e M4 (2);
Lactobacillus - M5 (9), M6 (1), M7 (11), M8 (5), M9 (2) e M10 (3);
Pediococcus - M11 (21).

Para andlise por restricdo com Xspl foram seleccionados 23 representantes (12 do género
Oenococcus/Leuconostoc, 8 do género Lactobacillus e 3 do género Pediococcus), que foram

agrupados em 8 restritipos (X1 a X8) com a seguinte distribuicdo de estirpes:
Oenococcus/Leuconostoc - X1 (11) e X2 (1);
Lactobacillus - X3 (1), X4 (1), X5 (2), X6 (2) e X7 (2);
Pediococcus - X8 (3).

A correspondéncia para a identificacdo presuntiva a nivel de espécie foi realizada por
comparagdo dos 19 restritipos obtidos com os perfis tedricos esperados e com os perfis
experimentais obtidos por Rodas et al. (2003). Os resultados desta comparagao sao

apresentados, sob a forma de mapas de restricao, nas Figuras 3.12 a 3.15.

Na analise destas figuras deve ter-se em consideracdo que por vezes foram obtidos perfis de
restricdo diferentes dos descritos por Rodas et al. (2003), quer devido a fendmenos de
digestao parcial (e.g. M2 e M3), quer por se tratar de uma espécie cujo perfil ndo foi
determinado por estes autores (e.g. M10 e X7). Por outro lado, os perfis tedricos foram
previstos com base nas sequéncias das estirpes de referéncia/tipo, algumas das quais
(M38820, M58810, X95978) apresentam um elevado numero de posigGes indefinidas, talvez
um reflexo da data em que foram publicadas (1989-1990). Nesses casos, optou-se por fazer
uma pesquisa nas bases de dados disponiveis e seleccionar sequéncias mais recentes

(posteriores a 2000).

1. Os valores apresentados correspondem ao minimo e ao maximo no conjunto de valores do coeficiente de variagéo
calculados para os diferentes fragmentos de cada restritipo.
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FIGURA 3.12 Representacdo esquematica dos restritipos definidos a partir dos perfis de restricdo de
rDNA 16S, obtidos com as endonucleases Msel e Xspl, para estirpes presuntivamente identificadas como
Oenococcus oeni ou Leuconostoc mesenteroides.

Oenococcus oeni
perfis Msel
5 (PA>) 3 (¢ PH)
at 1510 by
I T T 1 5 P
M35820 (1989) 2 613 240 38 45 329 202
Rodas et al. (2003) L T I 1 1440 bp
610 248 133 248 201
(PA>) 5 3 (€ PH)
41
AB022924 (2000) 0 T L1 1 1471 bp
587 240 38 45 135 194 191
M1 L T 1 1 1397 bp
606 249 135 203 205
42
M2 L T T T ] 1472 bp
568 237 42 42122 183 237
ESSSSEEEEEEEEEEN
CSSsss=s3 436
272
40
M3 C I - 1 1487 bp
571 243 40 40 121 190 243
CENESSEEEEEREESESESS)
77 371
perfis XspI
5 (PA-) 3 (€ PH)
M35820 (1989) [— T — ) 1510 bp
110 132 8725 494 143
Rodas et al. (2003) — T T ] 1557 bp
95 137 506 76 541 202
(pA>) 5 3 (¢pH)
42
AB022924 (2000) s T T T 1 1471 bp
39 133 519 87 25 494 132
X1 =3 T T ] 1 1473 bp
64 128 522 86 479 193
Leuconostoc mesenteroides
perfis Msel
(pA>) 5 3 (€ pH)
1335 bp
X95978 (1990) r — —— ]
495 54 224 85 135 342
Rodas et al. (2003) : 1 I = ) 1534 bp
203 402 238 88 137 263
(PA) 5 3 (€pH)
AB023246 (2000) C T  m— T | E— 1451 bp
170 393 54 224 86 135 194 195
M4 [ T T T | — 1548 bp
206 405 264 91 139 206 237
perfis Xspl
(pA>) 5 3 (€pH)
X95978 (1990)  — T T | 1335 bp
124 234 370 323 195 89
Rodas et al. (2003)
C T T T s 1586 bp
200 236 380 334 200 236
(pA>) 5 3 (¢€pH)
AB023246 (2000) . : : . 1451 bp
192 234 370 324 195 136
X2 I T T T | 1574 bp
236 236 377 326 199 199




FIGURA 3.13 Representacdo esquematica dos restritipos definidos a partir dos perfis de restricdo de
rDNA 16S, obtidos com as endonucleases Msel e Xspl, para estirpes presuntivamente identificadas como

Lactobacillus brevis, Lb. hilgardii ou Lb. mali.

3.2 Identificagd@o a nivel de espécie

perfis Msel

M58810 (1990)

Rodas et al. (2003)

AF515219 (2003)

M5

perfis XspI

M58810 (1990)

Rodas et al. (2003)

AF515219 (2003)

X3

perfis Msel

M58821

Rodas et al. (2003)

M6

Perfis XspI

M58821

Rodas et al. (2003)

X4

perfis Msel

M58824

Rodas et al. (2003)

M7

perfis XspI

M58824
Rodas et al. (2003)

X5

Lactobacillus brevis

5" (pA>) (€pH) 3’
47 26
r —— — T 1504 bp
467 104 252 86 134 194 259
[ | — T I T 1545 bp
495 105 262 87 135 199 262
5" (pA>) 3" (¢pH)
— I — — 1527 bp
94 365 47104 26 252 86 134 194 225
C R s s  — 1513 bp
471 105 259 89 135 197 259
5" (pA>) (€pH) 3
L I I I 1 1504 bp
114 650 605 200
I T T 1 1609 bp
789 620 200
5" (pA ) 3 (€pH)
. . ; 1 1527 bp
756 605 166
; T I ] 1512 bp
703 608 201
Lactobacillus hilgardii
S (pA>) 3 (€ pH)
[— T T T I 1522 bp
101 15 115 421 252 86 134 194 204
 — I T T I 1572 bp
93 117 421 259 93 133 197 259
[— s T T T T 1567 bp
101 117 425 258 85 127 197 258
5" (pA =) 3" (¢€pH)
C T 1 1522 bp
281 1096 144
] T ] 1563 bp
276 1085 202
6 . ] 1500 bp
282 1025 193
Lactobacillus mali
5" (pA->) 3" (¢ pH)
I T T T I - T ]
2 216 394 26 252 86 135 44 150 200 1504 bp
L T 1 [ T T 1 [ T 1 1523 bp
221 409 261 86 135 150 261
[ I ][ T T T T i 1520 bp
207 383 252 85 135 205 252
L T T 1 1504 bp
267 297 604 195 141
I T T I 1 1587 bp
277 910 200 200
' I I I 1 1542 bp
274 874 198 198
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FIGURA 3.14 Representacdo esquematica dos restritipos definidos a partir dos perfis de restricdo de
rDNA 16S, obtidos com as endonucleases Msel e Xspl, para estirpes presuntivamente identificadas como

Lactobacillus plantarum ou Lb. casei/paracasei e estirpes de Lactobacillus ndo identificadas.

Lactobacillus plantarum
perfis Msel
(PA ) 5 3" (€pH)
D79270 [ | — T T T T 1 1522 bp
439 47 104 278 86 134 44 150 237
Rodas et al. (2003) | E— T T 1 T 1 1514 bp
480 104 293 89 133 150 265
M8 ¢ | E— T I 1 T ] 1475 bp
469 101 288 77 127 157 255
perfis XspI
D79270 L I I 1 1522 bp
245 1096 178
Rodas et al. (2003) C T T 1 1563 bp
276 1085 202
X6 C T T 1 1510 bp
275 1039 196
Lactobacillus casei/paracasei
perfis Msel
(pA ) 5 3" (€pH)
D79212 ! 1 — T I T 1522 bp
127 464 26 252 86 134 194 239
Rodas et al. (2003) L T 1 T I T 1579 bp
150 475 263 93 134 201 263
M9 C T 1L T T T 1566 bp
145 474 263 90 130 198 263
Lactobacillus sp.
perfil Msel
M10 475, 258, 189, 131, 101, 83 (1496 bp)
perfil XspI
X7 702, 335, 276, 193 (1505 bp)

FIGURA 3.15 Representacdo esquematica dos restritipos definidos a partir dos perfis de restricdo de
rDNA 16S, obtidos com as endonucleases Msel e Xspl, para estirpes presuntivamente identificadas como

Pediococcus parvulus.

Pediococcus parvulus
perfis Msel
(pA>) 5 3 (€ pH)
D88528 L T TT T I T T 1 1447 b
182 395 26 252 86 134 44 150 178 P
Rodas et al. (2003) T 1 T T 11 T ] 1502 bp
258 390 258 84 130 147 235
M11 ¢ T T T I 1 T ] 1526 bp
263 395 263 88 131 147 240
perfis XspI
(pA>) & 3 (¢€pH)
D8gs28 ! ' - = 1447 bp
232 901 195 114 5
Rodas et al. (2003) ¢ T T T m=m 1612 bp
296 906 203 119 88
X8 ¢ T T T m=m 1576 bp
288 895 196 115 82
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Para validacdo e confirmacdo dos resultados da identificacdo presuntiva a nivel de espécie
foram seleccionadas 17 estirpes para sequenciagdo parcial do rDNA 16S, representantes dos
diferentes restritipos obtidos com as endonucleases Msel e XspI ou cuja posicdo relativa no
dendrograma global (baseado nos resultados de M13-PCR ‘fingerprinting’ e SDS-PAGE)
continuava a suscitar duvidas. As sequéncias obtidas localizam-se no segmento compreendido
entre as posicoes 400 e 900 (referentes ao sitema de numeracgdo de E. coli), correspondente
as regides variaveis V6, V7 e V8 da molécula de rRNA 16S (Neefs et al., 1993). Na Tabela 3.5
sumarizam-se os resultados da comparagdo destas sequéncias com as disponiveis na base de
dados GenBank, utilizando o algoritmo BLASTN. Para cada sequéncia em analise foram
seleccionadas as trés sequéncias de espécies diferentes com que apresentava maior
semelhanca e apresentam-se os correspondentes valores de homologial e cobertura?. Para
além destes resultados, os pardmetros ‘score’3 (bits) e valor E# traduzem a qualidade dos
alinhamentos produzidos entre a sequéncia a identificar e as sequéncias disponiveis na base
de dados. Atendendo a que, para todas as sequéncias comparadas, o valor E nado diferia

significativamente de zero, na Tabela 3.5 encontram-se apenas os valores de ‘score’ obtidos.

Na Figura 3.16 apresenta-se a filogenia construida a partir da analise das regiGes V6, V7 e V8
destas sequéncias e na qual foi incluida, para cada espécie, a correspondente sequéncia de
referéncia para o rDNA 16S (TOBA, versdo 7.7, 06.Marco.2007).

De acordo com as recomendagGes do Commité ad hoc para a re-avaliacdo da definicdo de
espécie em Bacteriologia (Stackebrandt et al., 2002), isolados pertencentes a mesma espécie
devem apresentar valores de homologia de rDNA 16S iguais ou superiores a 97%.
Considerando que mais de 90% dos valores de homologia que se encontram na Tabela 3.5
verificam este critério, e que a aplicagdo do critério de homologia maxima permite apenas a
identificacdo de 8 das 17 estirpes, optou-se por proceder a analise global e integrada de todos
os resultados obtidos para identificacdo a nivel de espécie. Neste contexto, apresenta-se na
Tabela 3.6 a comparacdo entre os restritipos definidos apds a anadlise dos perfis de
16S-ARDRA e os perfis de restricdo tedricos das sequéncias de referéncia para o rDNA 16S
das espécies correspondentes, de acordo com os resultados apresentados na Tabela 3.5 e na
Figura 3.16.

Da analise integrada dos resultados da sequenciacdo parcial do rDNA 16S e da comparagdo do
restritipo M1/X1 com os perfis de restricdo tedricos das sequéncias que apresentaram maior
homologia, resulta a identificacdo das estirpes representantes deste restritipo (AI 156,
Al 455, AI 828) como Oenococcus oeni.

NUmero percentual de posigBes nucleotidicas idénticas entre duas sequéncias.

Percentagem de sobreposigdo entre a sequéncia a identificar e a sequéncia presente na base de dados.

indice numérico que traduz a qualidade do alinhamento: quanto maior o valor de ‘score’ melhor é o alinhamento.
Probabilidade de obter um score’ idéntico ao observado por um processo de alinhamento equivalente ao realizado,
mas efectuando comparagdes entre sequéncias aleatdrias.

Ll NS
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TABELA 3.5 Resultados da aplicacdo do algoritmo BLASTN para comparacdo das sequéncias parciais de
rDNA 16S das estirpes seleccionadas com as disponiveis nas bases de dados publicas (Genbank, 2007).
S: ‘score’ (bits); H: percentagem de homologia; C: percentagem de sobreposicéo.

Restritipo . NO acesso ,
Estirpe bp Espécie S H C
Msel | Xspl GenBank
M1 X1 AI 156 219 CP000411.1 0. oeni 401 99% 100%
AB221475.1 O. kitaharae 385 98% 98%
AY929288.1 Leuc. fallax 274 90% 94%
M1 X1 AI 455 399 CP000411.1 0. oeni 725 98% 100%
AB221475.1 O. kitaharae 671 96% 100%
DQ297412.1 Leuc. mesenteroides 521 89% 99%
M1 X1 Al 828 229 AJ831548.1 0. oeni 424 100% 100%
AB221475.1 O. kitaharae 412 99% 100%
AY929288.1 Leuc. fallax 313 91% 100%
M4 X2 Al 347 359 CP000414.1 Leuc. mesenteroides subsp. mesenteroides 664 100% 100%
EU099615.1 Leuc. pseudomesenteroides 652 99% 100%
M23034.1 Leuc. mesenteroides subsp. cremoris 649 98% 100%
M4 X2 Al 477 529 CP000414.1 Leuc. mesenteroides subsp. mesenteroides 970 99% 100%
M23034.1 Leuc. mesenteroides subsp. cremoris 955 98% 100%
EU099615.1 Leuc. pseudomesenteroides 953 99% 100%
M5 X3 Al 250 430 CP0O00416.1 Lb. brevis 795 100% 100%
EF210103.1 Lb. parabrevis 765 98% 99%
AJ632219.1 Lb. hammesii 752 97% 100%
M5 X3 Al 445 539 EF120367.1 Lb. brevis 970 98% 100%
EF210103.1 Lb. parabrevis 926 97% 100%
AJ632219.1 Lb. hammesii 920 97% 100%
M6 X4 AI 119 449 AB262733.1 Lb. farraginis 817 98% 100%
AB262962.1 Lb. hilgardii 817 98% 100%
AM266587.1 Lb. faeni (sp. nov. ndo publicado, 2006) 809 98% 100%
M7 X5 AI 077 429 EU074850.1 Lb. hordei (sp. nov. ndo publicado, 2007) 787 99% 100%
AB326352.1 Lb. mali 787 99% 100%
AB154519.1 Lb. satsumensis 732 97% 100%
M7 X5 Al 143 379 EU074850.1 Lb. hordei (sp. nov. ndo publicado, 2007) 658 97% 100%
AB326352.1 Lb. mali 658 97% 100%
AB242320.1 Lb. mobilis (sp. nov. ndo publicado, 2005) 652 97% 100%
M8 X6  AI 460 399 EU147308.1 Lb. plantarum 736 99% 100%
AJ965487.1 Lb. arizonensis (Lb. plantarum) 736 99% 100%
AJ878739.1 Lb. paraplantarum 736 99% 100%
M8 X6 Al 461 389 AY735409.1 Lb. plantarum 699 98% 100%
AJ965487.1 Lb. arizonensis (Lb. plantarum) 699 98% 100%
AJ878739.1 Lb. paraplantarum 699 98% 100%
M9 - Al 197 429 CP000423.1 Lb.casei 789 99% 100%
DQ462440.1 Lb. paracasei 789 99% 100%
D86516.1 Lb. zeae 789 99% 100%
M10 X7 AI 072 449 AM113785.1 Lb. suebicus 817 98% 100%
AM113786.1 Lb. vaccinostercus 811 98% 100%
AJ315640.1 Lb. durianis (Lb. vaccinostercus) 811 98% 100%
M11 X8 AI 101 499 D88528.1 P. parvulus 913 99% 100%
Al318414.1 P. damnosus 896 98% 100%
AJ271383.1 P. inopinatus 891 98% 100%
M11 X8 Al 225 569 D88528.1 P. parvulus 1040 99% 100%
AJ318414.1 P. damnosus 1024 99% 100%
AJ271383.1 P. inopinatus 1018 98% 100%
M11 X8  AI 333 359 D88528.1 P. parvulus 656 99% 100%
AJ318414.1 P. damnosus 651 99% 100%
AJ271383.1 P. inopinatus 645 98% 100%
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FIGURA 3.16 Filogenia obtida para as sequéncias parciais de rDNA 16S (219 a 569 nt) das 17 estirpes
seleccionadas e as sequéncias mais proximas identificadas por BLASTN. Arvore construida aplicando o
modelo de dois parametros de Kimura e o método de agrupamento pelo vizinho mais proximo (*Neighbor
Joining’). A sequéncia de Bifidobacterium bifidus foi utilizada como ‘outgroup’ na definicdo da raiz da
arvore. (*): Sequéncias de rDNA 16S depositadas na base de dados GenBank como correspondendo a
espécies novas ainda sem publicagdo valida.

EU147308 | Lb. plantarum

AJ965487 | Lb. arizonensis (Lb. plantarum)
A)306297 | Lb. paraplantarum

D79210 | Lb. plantarum

A)878739 | Lb. paraplantarum

AY735409 | Lb. plantarum

AI460 | M8/X6

AI461 | M8/X6

AM113786 | Lb. vaccinostercus
AJ315640 | Lb. durianis (Lb. vaccinostercus)
AIO72 | M10/X7

AJ306403 | Lb. suebicus

AM113785 | Lb. suebicus

AM158249 | Lb. parabrevis
EF210103 | Lb. parabrevis

AJ632219 | Lb. hammesii

AI250 | M5/X3

AI445 | M5/X3
CP000416:86149-87711 | Lb. brevis
M58810 | Lb. brevis

EF120367 | Lb. brevis

AI143 | M7/X5

AB242320 | Lb. mobilis*
AB154519 | Lb. satsumensis
EU074850 | Lb. hordei*
AB326352 | Lb. mali (Lb. yamanashiensis subsp. mali)

M58824 | Lb. mali (Lb. yamanashiensis subsp. mali)
AIO77 | M7/X5
AB262962 | Lb. hilgardii
M58821 | Lb. hilgardii
AB262733 | Lb. farraginis
AM266587 | Lb. faeni*
AI119 | M6 /X4
AI333 | M11/X8
D87678 | Pc. damnosus
AJ)318414 | Pc. damnosus
AJ271383 | Pc. inopinatus
D88528 | Pc. parvulus
AI101 | M11/X8
AI225 | M11/X8
AI197 | M9
D79212 | Lb. paracasei
D86516 | Lb. zeae
CP000423:259510-261077 | Lb. casei
M23928 | Lb. casei
DQ462440 | Lb. paracasei

CP000411:1616309-617875 | O. oeni
A)831548 | O. oeni

M35820 | O. oeni

AI828 | M1/X1

AI455 | M1/X1

AI156 | M1/X1
|—A5221475 | O. kitaharae
S63851 | Leuc. fallax
4‘— AY929288 | Leuc. fallax

AI347 | M4/X2

X95979 |Leuc.pseudomesenteroides

EU099615 | Leuc. pseudomesenteroides
CP000414:22669-24217 | Leuc. mesentesenteroides
DQ297412 | Leuc. mesenteroides

M23035 | Leuc. mesenteroides subsp. mesenteroides
M23034 |Leuc. mesenteroides subsp. cremoris

AI477 | M4/X2

M38018 | Bifidobacterium bifidum
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TABELA 3.6 Comparacdo dos restritipos definidos apds a analise dos perfis de 16S-ARDRA com os perfis
de restrigdo tedricos de sequéncias disponiveis no GenBank.Os fragmentos terminais sdo apresentados a

sublinhado.
Referéncia Descrigao Perfil Msel Perfil Xspl
M1 | X1 606, 249, 205, 203, 135 522, 479, 193, 128, 86, 64
M35820 0. oeni 613, 329, 240, 202, 45, 41, 38 519, 494, 143, 132, 110, 87, 25
AB022924  O. oeni 587, 240, 194, 191, 135, 45, 41, 38 519, 494, 133, 132, 87, 42, 39, 25
AB221475  O. kitaharae 394, 240, 204, 194, 147, 135, 50, 494, 298, 194, 159, 151, 87, 25,
45,41, 38 43,43
M4 | X2 405, 264, 237, 206, 206, 139, 91 377, 326, 236, 236, 199, 199
X95978 Leuc. mesenteroides 495, 342, 224, 135, 85, 54 370, 323, 234, 195, 124, 89
AB023246 Leuc. mesenteroides 393, 224, 195, 194, 170, 135, 86, 370, 324, 234, 195, 192, 136
54
DQ523483  Leuc. pseudomesenteroides 393, 224, 194, 194, 185, 135, 86, 370, 324, 234, 216, 195, 126
54
M5 | X3 471, 259, 259, 197, 135, 105, 89 703, 608, 201
M58810 Lb. brevis 467, 259, 252, 194, 134, 104, 86 650, 605, 200, 114
AM158249  Lb. parabrevis 365, 236, 252, 150, 134, 104, 86, 736, 333, 185, 177, 87
74, 47, 44, 26
M6 | X4 425, 258, 258, 197, 127, 117, 101, 1025, 282, 193
85
AB262731  Lb. farraginis 636, 406, 252, 134, 86 1096, 265, 153
M58821 Lb. hilgardii 421, 252, 204, 194, 134, 115, 101, 1096, 281, 144
86, 15
M7 | X5 383, 252, 252, 207, 205, 135, 85 874, 274, 198, 198
AB326352  Lb. mali 394, 252, 210, 189, 150, 134, 86, 901, 238, 195, 151
44, 26
AB154519  Lb. satsumensis 395, 255, 253, 210, 194, 134, 86, 875, 260, 199, 195, 27
26
M8 | X6 469, 288, 255, 157, 127, 101, 77 1039, 275, 196
D79270 Lb. plantarum 439, 278, 237, 150, 134, 104, 86, 1096, 245, 178
47, 44
AJ306297 Lb. paraplantarum 441, 278, 218, 150, 134, 104, 86, 1096, 247, 159
47, 44
M9 474, 263, 263, 198, 145, 130, 90 nd?
M23928 Lb.casei 464, 262, 252, 194, 134, 110, 86, 578, 296, 275, 203, 195, 27
46, 26
D79212 Lb. paracasei 464, 252, 239, 194, 134, 127,86, 578, 296, 246, 195, 180, 27
26
D86516 Lb. zeae 464, 252, 239, 194, 134, 86, 81, 578, 296, 246, 195, 180, 27
46, 26
M10 | X7 475, 258, 258, 189, 131, 101, 83 702, 335, 276, 193
AJ306403 Lb. suebicus 450, 370, 252, 134, 92, 86, 71, 48, 1096, 259, 197
26, 23
AM113786  Lb. vaccinostercus 469, 252, 241, 194, 134, 104, 86, 751, 345, 275, 182
47, 26
M11 | X8 395, 263, 263, 240, 147, 131, 88 895, 288, 196, 115, 82
D88528 P. parvulus 395, 252, 182, 178, 150, 134, 86, 901, 232, 195, 114, 5
44, 26
D87678 P. damnosus 397, 254, 206, 200, 137, 134, 86, 905, 256, 114, 103, 92, 27
44,26, 13
AJ271383 P. inopinatus 395, 252, 247, 137, 134, 121,96, 901, 267, 195, 114, 74
86, 44, 26, 13

a. nd: perfil ndo determinado.

Ainda que todas as sequéncias tivessem apresentado maior homologia com a espécie O. oeni,
a elevada homologia observada com a espécie Oenococcus kitaharae poderia suscitar algumas
duvidas na identificagdo destas estirpes como O. oeni, o que se reflectiu na arvore filogenética

obtida, uma vez que os trés isolados da RDD se situam préximos, mas ligeiramente afastados,
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das estirpes de referéncia de O. oeni, encontrando-se a estirpe Al 156 mais préxima de

O. kitaharae.

Contudo a identificacdo destas trés estirpes como O. oeni é corroborada pela constatagdo de
que os perfis teodricos de restricdo (com ambas as enzimas) da estirpe de referéncia de
O. kitaharae sdao completamente distintos dos obtidos para o restritipo M1 e estirpes de
referéncia de O. oeni (M35820 e AB221475). Adicionalmente, e de acordo com a descrigcdo de
Endo e Okada (2006), os isolados de O. kitaharae ndo realizam a FML, ao contrario do
verificado para os isolados em estudo. O restritipo M1/X1 foi diferente do obtido por Rodas
et al. (2003), sendo mais proximo do perfil de restricdo teodrico obtido para a estirpe de

referéncia de O. oeni (AB022924) ndo considerada pelos referidos autores.

Tendo em consideragao os resultados da sequenciagao parcial do rDNA 16S, as estirpes Al 347
e Al 477, correspondentes ao restritipo M4/X2, foram identificadas como Leuconostoc
mesenteroides subsp. mesenteroides, atendendo a que os dados de 16S-ARDRA nao
permitem discriminar Leuc. mesenteroides de Leuc. pseudomesenteroides. Situacdo analoga
foi descrita por Rodas et al. (2003) para as sub-espécies de Leuc. mesenteroides.
Relativamente a filogenia, observa-se concordancia apenas para a estirpe Al 477, sendo a
estirpe Al 347 posicionada exteriormente ao ‘cluster’ Leuc. mesenteroides - Leuc.
pseudomesenteroides, o que provavelmente resulta da menor dimensdo da sequéncia

respectiva.

Embora pela analise dos resultados da aplicacdo do algoritmo BLASTN as sequéncias parciais
de rDNA 16S das estirpes AI 250 e Al 445 (restritipo M5/X3), fosse necessario considerar a
hipotese de identificagdo das referidas estirpes como Lactobacillus parabrevis ou como
Lactobacillus hammesii, por apresentarem uma percentagem de homologia de 98% e 97%,
apods a construcdo da filogenia estas estirpes foram identificadas como Lactobacillus brevis,
espécie com que apresentaram homologia mais elevada. Adicionalmente também se verifica
que o perfil de restricdo tedrico de Lb. parabrevis é distinto do de Lb. brevis, sendo este

ultimo idéntico ao obtido para o restritipo M5/X3.

Pela analise da filogenia obtida para a sequéncia parcial de rDNA 16S da estirpe Al 119
(restritipo M6/X4) e dos resultados da aplicacdo do algoritmo BLASTN, esta estirpe seria
identificada como Lactobacillus farraginis ou Lactobacillus hilgardii. Contudo, quando se
observa o perfil de restricdo tedrico de Lb. farraginis, verifica-se que a estirpe AI 119
obrigatoriamente pertence a espécie Lb. hilgardii. Por outro lado, a espécie Lb. farraginis foi
recentemente identificada por Endo e Okada (2007), isolada a partir de residuos de
compostagem das matérias primas ricas em amido (arroz, batata doce entre outros) de uma
bebida destilada japonesa "schochu", enquanto que Lb. hilgardii ja foi isolada por varios

autores a partir de vinhos (referéncias na Tabela 1.5 da Introducdo Geral).

Da andlise dos resultados da Tabela 3.5 para as estirpes Al 077 e Al 143 (restritipo M7/X5)
verifica-se que estas estirpes poderiam ser identificadas como Lactobacillus mali ou
Lactobacillus satsumensis, e nao como Lactobacillus hordei ou Lactobacillus mobilis, apesar
da elevada semelhancga, visto tratar-se de espécies novas sem publicagdo valida. Embora o

restritipo M7/X5 se tenha revelado mais semelhante ao perfil de restrigdo tedrico do rDNA 16S
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de Lb. satsumensis pelas duas enzimas, a identificagdo destas duas estirpes como
Lactobacillus mali (Lb. yamanashiensis subsp. mali) é conseguida pela posicdo da estirpe
Al 077 na filogenia obtida (Figura 3.16). Adicionalmente, tal como verificado para o restritipo
anterior, existem varias referéncias (referéncias na Tabela 1.5 da Introducdo Geral) que
confirmam o isolamento de Lb. mali a partir de amostras de mostos e vinhos, enquanto que
Lb. satsumensis foi igualmente isolado de sub-produtos de destilacdo para a obtencdao de
"schochu" (Endo e Okada, 2005).

Pela observacdo dos resultados do BLASTN das sequéncias parcias do rDNA 16S das estirpes
Al 460 e Al 461 (restritipo M8/X6), bem como da respectiva filogenia, estas estirpes foram
identificadas como Lactobacillus plantarum ou Lactobacillus paraplantarum. Também como se
pode constatar pela analise dos dados da Tabela 3.6 referentes a estas estirpes, ndo é
possivel distinguir os perfis de restricdo tedricos para estas duas espécies. Resultados
semelhantes também foram observados por Rodas et al. (2003) para Lb. plantarum e

Lb. pentosus.

Apos a analise integrada dos resultados, a estirpe AI 197 representante do restritipo M9 pode
ser identificada como Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei ou Lactobacillus zeae. Esta
conclusdo é suportada pela andlise integrada de todos os dados, igual homologia pelo
algoritmo BLASTN com as trés espécies, posicdo na filogenia obtida, e restritipo semelhante
aos perfis de restricdo tedricos das referidas espécies, o que traduz a elevada semelhanca

entre as mesmas, ja anteriormente questionada (Rodas et al., 2003).

Pela observacdo da Tabela 3.5, a estirpe AI 072 (restritipo M10/X7) seria identificada, com a
mesma percentagem de homologia, como Lactobacillus suebicus, Lactobacillus vaccinostercus
ou Lactobacillus durianis, sendo esta u(ltima espécie considerada como um sindnimo
heterotipico de Lb. vaccinostercus (Dellaglio et al., 2006). Contudo, ap6s a comparagao do
restritipo obtido com os perfis de restrigdo tedricos das duas espécies mais proximas,
constata-se que o restritipo X7 é idéntico ao da espécie Lb. vaccinostercus, justificando por

isso a identificacdo da estirpe AI 072 como membro desta espécie.

Da analise dos resultados obtidos na comparagdo das sequéncias parciais de rDNA 16S das
estirpes AI 101, AI 225 e AI 333, representantes do restritipo M11/X8 (Tabela 3.5),
constata-se que as referidas estirpes seriam identificadas como Pediococcus parvulus,
Pediococcus damnosus ou Pediococcus inopinatus. Pela andlise da arvore filogenética, estas
estirpes sdo identificadas como Pediococcus parvulus. Este resultado é também corroborado
pela analise de M13-PCR *fingerprinting’, quando se produziu o dendrograma com as estirpes
de referéncia de Pediococcus usadas no estudo (dados ndo apresentados), em que se
verificou que todos os isolados de pediococos da RDD se agrupavam exclusivamente com a

estirpe de referéncia da espécie P. parvulus.
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3.2.5 Analise global

Com o intuito de traduzir a estratégia de agrupamento e seleccdo sequencial adoptada ao
longo do presente trabalho e a analise integrada dos dados obtidos por SDS-PAGE
‘fingerprinting’, M13-PCR ‘fingerprinting’ e rDNA 16S (16S-ARDRA e sequenciagdo parcial do
rDNA 16S), na Figura 3.17 apresenta-se o dendrograma global com o resultado da

identificacdo a nivel de espécie das 295 estirpes de BAL caracterizadas.

Como se pode observar pela figura, 219 das 227 estirpes (96,5%) identificadas como
Oenococcus oeni estdo agrupadas num grande ‘cluster’ com um nivel de semelhanga de
50,7%. Apenas 8 estirpes, com perfis proteicos e gendmicos mais atipicos, apresentaram um
nivel de semelhanga inferior, posicionando-se externamente ao referido ‘cluster, mas cuja

identificagdo foi confirmada pela anélise de rDNA 168S.

A identificacdo final dos lactobacilos mostrou que os 42 isolados se encontram distribuidos
pelas seguintes espécies: Lactobacillus brevis (11), Lactobacillus casei/paracasei/zeae (2),
Lactobacillus hilgardii (1), Lactobacillus mali (19), Lactobacillus plantarum/paraplantarum (6)
e Lactobacillus vaccinostercus (3). As 11 estirpes identificadas como Lb. brevis encontram-se
todas agrupadas no mesmo ‘cluster’ com um nivel de semellhanga de 36,7%, verificando-se o
mesmo para as 19 estirpes identificadas como Lb. mali, com 40,6% de semelhanga, embora
este ‘cluster’ seja invadido por 2 estirpes de Lb. plantarum/paraplantarum e 1 de O. oeni. As
outras 4 estirpes identificadas como Lb. plantarum/paraplantarum apresentaram uma
distribuicdo dispersa, embora 3 delas se tivessem agrupado no mesmo ‘cluster.” As 2 estirpes
identificadas como Lb. casei/paracasei/zeae agruparam-se conjuntamente num ‘cluster’
especifico, com um nivel de semelhanca de 49,8%. A Unica estirpe identificada como
Lb. hilgardii encontra-se bem separada das restantes espécies de Lactobacillus. Trés estirpes
com um nivel de semelhanca relativamente elevado (78,9%), formaram um ‘cluster’

monoespecifico e foram identificadas como Lb. vaccinostercus.

Pelo contrario, as 2 estirpes identificadas como Leuconostoc mesenteroides nao apresentaram

elevada semelhanca, encontrando-se separadas no dendrograma final.

Todos os 24 isolados de pediococcos, provenientes dos vinhos amostrados da RDD no
presente estudo, foram identificados como pertencentes a espécie Pediococcus parvulus, e

encontram-se todos agrupados num ‘cluster’ com um nivel de semelhanca de 56,3%.

Todas as espécies identificadas nesta coleccgdo de estirpes de BAL isoladas de vinhos da
regido da RDD, recorrendo a esta abordagem polifasica, sdo descritas também por varios
autores, noutros vinhos de diferentes regides vitivinicolas do mundo. Excepcionalmente,
salienta-se a identificacdo de trés estirpes como Lactobacillus vaccinostercus, espécie nao
referenciada ainda no vinho, mas isolada num condimento da Malasia ("tempoyak") por

Leisner et al. (2002) e em queijos turcos (Sengul, 2006).
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FIGURA 3.17 Dendrograma simplificado construido a partir da matriz de semelhanca média resultante
da analise in silico dos perfis de proteinas celulares totais e M13-PCR ‘fingerprinting’ das 295 estirpes de
BAL em estudo. Neste dendrograma apresentam-se os resultados globais da identificagdo a nivel de
espécie.
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Com o objectivo de avaliar a concordancia dos métodos de identificacdo aplicados aos isolados
da colecccdo de BAL provenientes de vinhos tintos da RDD, seguiu-se a estratégia proposta
por Alves et al. (2004) na identificacdo fenotipica e genotipica de isolados de enterococos de
origem lactea. Assim, realizaram-se duas comparacées emparelhadas (Figura 3.18) entre a
analise de rDNA 16S e as técnicas de SDS-PAGE ‘fingerprinting’ (analise de perfis WCP) e
M13-PCR 'fingerprinting'.



Para cada comparagdo construiu-se uma matriz, cuja diagonal central
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representa as

identificagdes comuns entre os 2 métodos em analise e delimita dois triangulos contendo as

identificagdes ndao comuns. Os isolados identificados apenas por um dos métodos estdo

localizados nas linhas mais externas e aqueles sem qualquer identificacdo no canto inferior

direito.

FIGURA 3.18 Avaliacdo do potencial identificativo dos métodos de diferenciacdo aplicados na caracter-
izacdo fenética dos isolados de BAL da RDD. O numero de isolados é indicado para cada comparacéo e a
intensidade de sombrado é proporcional a sua prevaléncia relativa em cada género (representagdo grafica
adaptada de Alves et al., 2004).
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Assim, relativamente a comparacao perfis WCP versus rDNA 16S, verificou-se que ambas as
técnicas identificavam 214 estirpes como Oenococcus oeni. A analise de rDNA 16S permitiu a
identificacgdo de mais 13 estirpes como O. oeni e de 2 estirpes como Leuconostoc
mesenteroides nao identificadas pelos perfis WCP. Para o género Lactobacillus observou-se
que a identificacdo de 6 estirpes como Lactobacillus brevis, 2 como Lactobacillus
casei/paracasei/zeae e 1 como Lactobacillus hilgardii foi conseguida pela aplicacao das duas
técnicas. As restantes 33 estirpes de lactobacilos, ndo identificadas pelos perfis WCP, sdo
identificadas pela analise de rDNA 16S como: Lactobacillus brevis (5), Lactobacillus mali (19),
Lactobacillus plantarum/paraplantarum (6) e Lactobacillus vaccinostercus (3). Relativamente
aos pediococos, a identificagdo simultanea pelas duas abordagens apenas foi possivel em 3
estirpes de Pediococcus parvulus. A anadlise dos perfis WCP, quando aplicada isoladamente,
permitiu apenas a identificacdo de 1 estirpe como Pediococcus acidilactici e 6 como
Pediococcus pentosaceus. Estas 7 estirpes e 14 nao identificadas pelos perfis WCP foram
identificadas pela analise de rDNA 16S como Pediococcus parvulus.

Da comparagao da andlise dos perfis M13-PCR 'fingerprinting' versus rDNA 16S, verificou-se
gue ambas as técnicas identificaram 153 estirpes como Oenococcus oeni. A analise de rDNA
16S permitiu a identificacdo de mais 20 estirpes como O. oeni e de 2 estirpes como
Leuconostoc mesenteroides, ndo identificadas pela técnica anterior. A identificagdo simultdnea
pelas duas metodologias foi conseguida para 7 estirpes de Lactobacillus brevis, 1 de
Lactobacillus casei/paracasei/zeae, 1 de Lactobacillus hilgardii e 2 de Lactobacillus
plantarum/paraplantarum. A técnica de M13-PCR ‘fingerprinting’ permitiu a identificacdo de:
(i) 3 estirpes como Lactobacillus fermentum, 3 estirpes como Lactobacillus hilgardii e 3
estirpes como Lactobacillus sakei, que foram identificadas pela andlise de rDNA 16S como
Lactobacillus mali; (ii) 2 estirpes como Lactobacillus sakei e 1 estirpe como Lactobacillus
curvatus, que foram identificadas como Lactobacillus plantarum/paraplantarum por rDNA
16S. Entre as estirpes ndo identificadas por M13-PCR ‘fingerprinting’, a analise de rDNA 16S
permitiu a identificacdo de mais 3 estirpes como Lactobacillus brevis, de 1 estirpe como
Lactobacillus casei/paracasei/zeae, 1 estirpe como Lactobacillus mali e 3 estirpes como
Lactobacillus vaccinostercus. Finalmente, relativamente aos pediococos constata-se que todos
os isolados sdo identificados simultaneamente pelas duas técnicas como pertencentes a
espécie Pediococcus parvulus.

Numa analise global, verificou-se que a técnica de M13-PCR ‘fingerprinting’ apresentou uma
concordancia de 100% com a analise de rDNA 16S, na identificacdo das estirpes de
pediococos como Pediococcus parvulus. Este valor foi ligeiramente inferior (88.5%) na
identificagcdo de estirpes de Oenococcus oeni comparativamente a concordancia obtida pela
analise de perfis WCP (94%). Relativamente a identificacdo das espécies de Lactobacillus, os
valores obtidos foram bastantes reduzidos para as duas técnicas, 21% a analise de perfis WCP

e 35% para a técnica de M13-PCR *fingerprinting’.
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3.3 AVALIAGAO DA DIVERSIDADE FENETICA

Subjacente a qualquer estudo de biodiversidade existe a necessidade de agrupar individuos
semelhantes e quantificar as diferencas entre individuos distintos. Neste contexto, sdo
considerados dois componentes da biodiversidade: (i) a riqueza ('richness'), i.e. o nUmero de
grupos distintos que é possivel formar; e (ii) a equidade (‘evenness'), ou seja a distribuigdo
dos individuos por esses grupos. Para quantificar estes dois componentes da biodiversidade
foram propostos varios indices numéricos, sendo os mais usados em ecologia microbiana os
indices de diversidade por considerarem na sua estimativa ambos os componentes (Ludwig e
Reynolds, 1988 cit. Chaves, 2005).

A avaliagdo da diversidade fenética da coleccdo de BAL em estudo foi estimada pelos indices
de diversidade de Simpson (D; Hunter e Gaston, 1988) e de Shannon-Wiener (H'; Zar, 1999).

Estes indices sdo determinados de acordo com as seguintes formulas:

| s (3.1)
D =1—mzn/(ﬂi—l)

J=1

onde N é o numero total de estirpes na amostra da populagdo, s € o niUmero total de grupos

formados, e nj é o numerode estirpes pertencendo ao grupo j;

H’=—Zp;logpj H'max =logs J'= H'/ H'max (3.2)

J=

onde s é o numero total de grupos formados e pj é a proporcao de estirpes do grupo j
(pj = nj/N).

O indice de diversidade de Simpson é geralmente interpretado como o complementar da
probabilidade de dois organismos distintos pertencerem ao mesmo grupo (Tenreiro, 1995;
Chambel, 2001), enquanto que o indice de Shannon-Wiener pode ser interpretado como uma
medida da entropia/desordem presente nos agrupamentos. Este ultimo indice é muitas vezes
apresentado como J', exprimindo a diversidade observada como a proporgao da diversidade

maxima possivel (Chambel, 2001).

De modo a seleccionar a metodologia mais informativa em termos de avaliacdao da diversidade
real existente, procedeu-se a analise do poder discriminante das técnicas de diferenciacdo
utilizadas (SDS-PAGE e M13-PCR ‘fingerprinting’), isoladamente ou em associagdo (numa
perspectiva integrada através da construcdo de um dendrograma conjunto). De acordo com
Chambel (2001), aplicaram-se igualmente os indices de diversidade de Simpson e de
Shannon-Wiener na avaliagdo do poder discriminante destas técnicas, a partir dos
dendrogramas construidos utilizando o coeficiente de correlacdo de Pearson e o método de
aglomeracao UPGMA, para um nivel de corte arbitrario de 85%. Nestes dendrogramas apenas
foram incluidos os isolados dos grupos taxondmicos considerados e para os quais tinham sido
determinados os perfis de ‘fingerprinting’ com ambas as técnicas (225 isolados). Os valores

obtidos para cada técnica, isoladamente e em associagao, sdo apresentados na Tabela 3.7.
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TABELA 3.7 Poder discriminante dos perfis de proteinas celulares totais (WCP) e dos perfis de M13 PCR
‘fingerprinting’ (M13), isoladamente e em associacdo (WCP+M13), determinado para cada grupo
taxondmico em cada sub-regido e na RDD. D e J’: indices de diversidade de Simpson e Shannon-Wiener,
respectivamente; n: niumero de isolados.

Grupo taxonémico Técnica dlir\;gir‘;?jaddi BC cc DS RDD
Oenococcus oeni WCP D 0,973 0,960 0,933 0,969
bl 0,928 0,912 0,939 0,897
M13 D 0,970 0,952 0,850 0,968
] 0,933 0,909 0,899 0,898
WCP+M13 D 0,993 0,987 0,950 0,992
b 0,979 0,965 0,962 0,960
n 85 72 16 173
Pediococcus parvulus WCP D 1,000 0,955 1,000 0,943
bl 1,000 0,973 1,000 0,956
M13 D 0,933 0,848 1,000 0,914
bl 0,970 0,911 1,000 0,939
WCP+M13 D 1,000 0,970 1,000 0,976
¥ 1,000 0,979 1,000 0,979
n 6 12 3 21
Lactobacillus spp. WCP D 0,981 0,982 1,000 0,974
¥ 0,984 0,987 1,000 0,958
M13 D 0,943 0,982 1,000 0,983
bl 0,941 0,987 1,000 0,972
WCP+M13 D 0,943 0,982 1,000 0,991
bl 0,975 0,987 1,000 0,985
n 15 11 5 31

Da analise desta tabela pode constatar-se que os valores dos indices de diversidade, quer de
Simpson (D), quer de Shannon-Wiener (J'), foram bastante elevados com qualquer das
técnicas, variando de 0,850 a 0,993 para Oenococcus oeni; 0,848 a 1 para Pediococcus
parvulus; e de 0,941 a 1 para Lactobacillus spp..

De um modo geral, verificou-se que em cada grupo taxondmico e em todas as sub-regiGes,
guando os métodos de tipificacdo sdao aplicados separadamente, SDS-PAGE ‘fingerprinting’
apresenta um poder discriminante superior a técnica de M13-PCR ‘fingerprinting’.
Globalmente, para todos os grupos em estudo, nas trés sub-regies e na RDD a combinagdo
polifasica dos resultados das duas técnicas apresentou indices de diversidade mais elevados.
Valores superiores de poder discriminante das técnicas de diferenciacdo, quando aplicadas
numa abordagem polifasica e avaliadas quantitativamente pelos mesmos indices de
diversidade, foram igualmente obtidos na caracterizacdo de outros procariotas,
nomeadamente bactérias sulfato-redutores e desnitrificantes de amostras ambientais
(Chaves, 2005), isolados procariotas de fontes hidrotermais (Tenreiro, 2005) e de

Campylobacter jejuni e Campylobacter coli de origem avicola (Soqui, 2007).
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Assim, para a analise da diversidade da coleccdo de BAL em estudo, seleccionou-se o
dendrograma fenético construido a partir da matriz de semelhanca média, estimada a partir
das matrizes de semelhanca correspondentes a cada técnica (SDS-PAGE e M13 PCR
‘fingerprinting’), utilizando o método de aglomeragdo baseado na distancia média nao
ponderada (UPGMA).

Os valores calculados para estes indices numéricos sdo apresentados na Tabela 3.8. Estes
valores foram determinados com base na distribuicdo dos isolados pelos 'clusters' formados, a
um nivel de semelhanca de 85%, nos dendrogramas de cada grupo taxondmico definido,
Oenococcus oeni, Pediococcus parvulus e género Lactobacillus, e para cada sub-regido. Os
dendrogramas foram construidos utilizando o coeficiente de correlacéo de Pearson e o método
de aglomeragdo UPGMA, e incluiram todos os isolados (293) pertencentes aos grupos

taxonoémicos considerados, dos quais 68 apenas caracterizados por SDS-PAGE ‘fingerprinting’.

TABELA 3.8 Indices de diversidade de Simpson (D) e Shannon-Wiener (J') estimados para cada grupo
taxondmico, por sub-regido (BC, CC e DS) e para a RDD. n: niumero de estirpes.

Grupo taxondmico dlir:/cgfs?(jac:jz BC cC DS RDD
Oenococcus oeni D 0,984 0,965 0,929 0,984
J 0,946 0,920 0,946 0,922

n 108 98 21 227
Pediococcus parvulus D 1,000 0,945 0,833 0,964
J 1,000 0,958 0,946 0,964

n 6 14 4 24
Lactobacillus spp. D 0,949 0,934 0,786 0,972
J 0,946 0,943 0,861 0,950

n 17 17 8 42

Na analise desta tabela deve ter-se presente que existem diferencas entre as trés sub-regides
resultantes do processo de recolha das amostras, nomeadamente no ndmero de vinhos
distintos analisados (BC - 56; CC - 55; DS - 10) e no numero de estirpes seleccionadas
(BC - 131; CC - 129; DS - 33). Estas diferencas traduzem-se na maior congruéncia entre os

valores estimados para os dois indices de diversidade nas sub-regiées BC e CC.

Os valores apresentados por estes indices para a espécie Oenococcus oeni parecem indicar
que apesar de ter sido recolhido um nimero menor de amostras na sub-regido DS, o processo
de seleccdo de estirpes tera sido eficaz na manutencdo da diversidade presente nestas

amostras, particularmente para O. oeni.

O indice de Simpson apresenta valores mais elevados para as sub-regides BC e CC, enquanto
que, com o indice de Shannon-Wiener, os valores obtidos para as sub-regides BC e DS sdo
iguais e o valor para a sub-regido CC ligeiramente inferior. Pela analise deste indice, pode
dizer-se que as estirpes de O. oeni recolhidas em adegas da sub-regido CC constituem um
grupo mais homogéneo entre si do que as estirpes isoladas a partir das amostras da

sub-regidao BC e DS.
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Relativamente a espécie Pediococcus parvulus os valores estimados para estes indices em
funcdo da sub-regido sao semelhantes ou apresentam variagdes no mesmo sentido. Em geral,
as sub-regides BC e CC apresentam valores superiores aos da sub-regido DS, provavelmente
reflectindo o reduzido nimero de isolados, pertencente a esta espécie e provenientes desta
sub-regido. Do mesmo modo, os valores maximos dos indices de diversidade apresentados
para a espécie relativamente a sub-regido BC devem-se ao facto de terem sido seleccionados

apenas 6 isolados que se agrupam a niveis de semelhanca inferiores a 85%.

Os indices de diversidade estimados para o género Lactobacillus, em fungdo da distribuicdo
dos isolados pelas trés sub-regides, apresentam um comportamento semelhante ao

observado para a espécie Pediococcus parvulus.

Assim verifica-se que as sub-regides BC e CC apresentam valores superiores aos da
sub-regido DS, provavelmente reflectindo também o reduzido numero de isolados,
pertencentes a este género e provenientes desta sub-regido. Adicionalmente deve referir-se
gue 50% (4/8) dos isolados de lactobacilos, nesta sub-regido, eram provenientes da mesma
amostra de vinho e apresentaram um nivel de semelhanca de 86,7% por SDS-PAGE
‘fingerprinting’ (com 3 isolados agrupados a 93,9%), sendo, provavelmente clones da mesma

estirpe.

Em relagdo as discrepancias observadas entre os valores dos dois indices de diversidade
aplicados, é de referir que estes indices traduzem abordagens diferentes na estimativa da
diversidade: o indice de Simpson é principalmente sensivel a razdo entre numero de
individuos e numero de grupos formados, enquanto que o indice de Shannon-Wiener reflecte
também a distribuicdo dos isolados pelos grupos formados.

Consequentemente, o indice de Shannon-Wiener parece ser uma estimativa mais adequada
para avaliar a diversidade resultante de um processo de isolamento ou a capacidade de
diferenciacdo de um método de tipificagdo, do mesmo modo que o indice de Simpson tem
maior potencial de aplicagdo em estudos epidemioldgicos, associado a determinagdo de

relacdes de clonalidade.

Atendendo aos valores elevados obtidos para os indices de diversidade é legitimo supor que a
estratégia utilizada no processo de isolamento permitiu amostrar uma fraccdo representativa

da diversidade de BAL presente nas amostras de vinho recolhidas.

Em termos globais, os resultados obtidos mostram a existéncia de uma diversidade elevada
de estirpes de BAL associadas ao processo de produgdo de vinhos tintos com FML espontédnea

na Regido Demarcada do Douro, em particular para a espécie dominante Oenococcus oeni.

Ainda que a espécie O. oeni seja considerada, em termos relativos, filogeneticamente
homogénea (Zavaleta et al., 1997; Sato et al.,, 2001) e com uma organizacdo gendmica
conservada em termos de ordem de loci (Zé-Zé et al., 2000), diversos trabalhos tém
apontado para a existéncia de niveis de diversidade acentuados a nivel de estirpe. Entre estes
destacam-se os seguintes:
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(i) Guerrini et al. (2003), numa analise de 84 isolados de O. oeni provenientes de
amostras de vinhos com FML espontanea de diferentes regides de Italia, baseada
em perfis de acidos gordos, de macrorestricdo por PFGE e de RAPD, detectaram

especificidade a nivel de estirpe em fungdo da regido de producao;

(ii) Delaherche et al. (2006), analisando por sequenciagdo a variabilidade genética de
9 loci em estirpes de O. oeni provenientes maioritariamente de vinhos Franceses
da regidao de Bordeaux, observaram uma associacdo entre o agrupamento
genotipico das estirpes e o seu potencial enoldgico, apontando para uma
correlacdo entre variacdo gendmica e actividade malolactica, que podera ter
resultado, em termos evolutivos, da pressdao selectiva que o ambiente hostil e

particular do vinho constitui;

(iii) Lopéz et al. (2007), num estudo de 201 isolados de O. oeni obtidos a partir de
vinhos tintos tradicionais da regido Espanhola de Rioja, produzidos sem recurso a
culturas 'starter' na FML, encontraram igualmente uma grande variedade de perfis
de macrorestricdo por PFGE, com ocorréncia simultédnea de diferentes estirpes no
mesmo vinho em fermentagdo, apontando para a riqueza em termos de
biodiversidade das estirpes autdctones e, consequentemente, para o seu elevado

valor como recurso genético.

Deste modo, o estudo dos isolados da coleccdo de BAL da RDD em termos de caracteristicas
com interesse enoldgico revela-se relevante para, numa abordagem integrada com os dados
provenientes da andlise da diversidade, seleccionar estirpes que possam ser usadas como

'starters' regionais representativos desta regiao de produgao.



124

Resultados e Discussdo

3.4 SELECGCAO DE ESTIRPES COM INTERESSE ENOLOGICO

Apesar da descarboxilacdo do acido malico provocada pela actividade malolactica das BAL
continuar a ser o principal objectivo a alcancar durante a producgdo de certo tipo de vinhos, a
FML é mais do que um processo de desacidificacdo. A complexidade e diversidade da
actividade metabdlica das BAL sugere que a FML pode afectar positiva e negativamente a
qualidade do produto final (Liu, 2002). No intuito de se seleccionarem estirpes de Oenococcus
oeni com interesse enoldgico, candidatas a ‘starter’, foram estudadas actividades enzimaticas
com relevancia enoldgica, atendendo ao efeito prejudicial ou benéfico na qualidade dos
vinhos. Assim, para a caracterizacdo funcional de O. oeni procedeu-se ao ‘screening’ da
coleccdo de 295 isolados de BAL, que tinham sido submetidos a caracterizagao fenética, para
as seguintes enzimas: enzima malolactica, enzimas da via de degradacdo da arginina,

descarboxilase de histidina, descarboxilase de tirosina e B-glucosidases.

Com base na analise integrada dos dados provenientes deste ‘screening’ fenotipico e da
caracterizagdo fenética dos isolados, seleccionou-se um subconjunto de estirpes com
caracteristicas enoldgicas desejaveis. Para este subconjunto de estirpes procedeu-se a
confirmacdo dos resultados do ‘screening’ fenotipico, por amplificagdo por PCR com ‘primers’
especificos para os genes respectivos (‘gene-specific’ PCR), e a sua caracterizagdo por ensaios
de crescimento em vinho e meios de cultura apropriados. Paralelamente, efectuou-se uma
caracterizacdo das estirpes de O. oeni, por andlise de macrorestricdao, para definicdo do grupo

gendmico respectivo.

3.4.1 ‘Screening’ de actividades enzimaticas

Na pesquisa da actividade malolactica, por cromatografia em papel, verificou-se o
desaparecimento total da mancha correspondente ao acido L-malico para as 295 estirpes de
BAL em estudo, que deste modo mostraram ser capazes de efectuar a FML. Os resultados do
‘screening’ fenotipico destas 295 estirpes, para as actividades enzimaticas associadas a
degradacdo da arginina e hidrdlise de B-D-glucdsidos, sdo apresentados na Figura 3.19.
Relativamente a pesquisa de da descarboxilase de histidina e da descarboxilase de tirosina,
apenas 3/295 estirpes de Lactobacillus brevis (arg+, B-glu+) apresentaram resultados
positivos para a actividade tirosina descarboxildsica, ndo tendo sido detectada actividade
descarboxilasica associada a histidina em nenhum isolado. Em fungdo destes resultados foi
possivel agrupar as estirpes de acordo com 5 perfis fenotipicos distintos (mle, B3-glu, arg, tdc,
hde): F1 (+ +---); FR2(+++--);F3(++++-),;F4(+----)eF5(+-+--).

Com o fendtipo F1, que representa o perfil fenotipico de interesse enoldgico, foram agrupadas
99 estirpes pertencentes as espécies: O. oeni (69); Leuc. mesenteroides (1); Lb. brevis (2);
Lb. mali (12); “Lb. plantarum” (6); Lb. vaccinostercus (3); e P. parvulus (6). O fenoétipo F2 foi
apresentado por 76 estirpes pertencentes as espécies: 0. oeni (69); Leuc. mesenteroides (1);
Lb. brevis (5); e Lb. hilgardii (1).
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Ao fendtipo F3 correspondem apenas 3 estirpes de Lb. brevis. O fenétipo F4 foi apresentado
por 79 estirpes pertencentes as espécies: O. oeni (52); “Lb. casei” (2); Lb. mali (7); e P.
parvulus (18). O fenétipo F5 foi apresentado por 38 estirpes pertencentes as espécies: O. oeni
(37) e Lb. brevis (1).

FIGURA 3.19 Resultados do ‘screening’ fenotipico das actividades enzimaticas associadas a degradacgdo
da arginina (arg) e a hidrélise de B-D-glucésidos (b-glu) obtidos para cada espécie.

0. oeni arg Leuc. mesenteroides arg Lb. brevis arg
+ - + - + -
b-glu + 69 | 69 | 138 b-glu + 1 1 2 b-glu + 8 2 10
- 37 | 52 | 89 - 0 0 0 - 1 0 1
106 121 1 1 9 2
"Lb. casei" arg Lb. hilgardii arg Lb. mali arg
+ - + - + -
b-glu + 0 0 0 b-glu + 1 0 1 b-glu + 0 12 | 12
- 0 2 2 - 0 0 0 - 0 7 7
0 2 1 0 0 19
"Lb. plantarum" arg Lb. vaccinostercus arg P. parvulus arg
+ - + - + -
b-glu + 0 6 6 b-glu + 0 3 3 b-glu + 0 6 6
- 0 0 0 - 0 0 0 - 0 18 | 18
0 6 0 3 0 24

Considerando apenas as espécies que apresentam maior numero de isolados (>5),
verificou-se que o perfil fenotipico predominante é F1 (mle+, B-glu+, arg-, tdc-, hdc-) para
“Lb. plantarum” (6/6) e Lb. mali (12/19); F2 (mle+, B-glu+, arg+, tdc-, hdc-) para Lb. brevis
(5/11) e F4 (mle+, B-glu-, arg-, tdc-, hdc-) para P. parvulus (18/24). No caso de O. oeni
predominam os fendtipos F1 e F2, com a mesma frequéncia relativa (69/227). Estes
resultados sdo interessantes na medida em que o perfil que apresenta interesse enoldgico
(F1) predomina em duas espécies de Lactobacillus e os isolados de P. parvulus apresentam
um perfil que pode ser considerado "neutro" relativamente ao interesse enoldgico. Deve ainda
referir-se que O. oeni, considerada a espécie de eleigdo para utilizagdo como ‘starter’ em
processos de vinificagdo, apesar de ndo apresentar nenhum isolado com actividade
descarboxilasica e apresentar actividade B-glucosidasica em 62% das estirpes, apresenta
capacidade de metabolizar a arginina em 47% das estirpes.

Atendendo a estes resultados e com o objectivo de seleccionar um conjunto de estirpes com
caracteristicas de interesse enoldgico para posterior caracterizacgdo em ensaios de

crescimento e determinacdo do gendtipo por ‘gene-specific’ PCR, optou-se por seleccionar:

(i) um conjunto de estirpes com o fendtipo F1 representantes da diversidade de cada

espécie para ambos os estudos;

(ii) um grupo de estirpes representante dos restantes fenoétipos a utilizar como con-

trolo nos ensaios de ‘gene-specific’ PCR.
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O processo de seleccdo baseou-se na integracdo dos resultados do ‘screening’ fenotipico com
os dados obtidos na caracterizagdo dos perfis de proteinas celulares totais e M13-PCR
‘fingerprinting’. Para reduzir a probabilidade de seleccionar isolados clonais, de cada grupo de
isolados com mesmo fendtipo e com elevada semelhanca fenética apenas foi seleccionado um

representante.

Na Tabela 3.9 apresenta-se a distribuicdo das 81 estirpes seleccionadas pelos respectivos
perfis fenotipicos, de acordo com a espécie a que pertencem. O perfil fenotipico F1
corresponde ao perfil com relevancia enoldgica, tendo sido seleccionadas 63 das 99 estirpes

de BAL com este perfil.

TABELA 3.9 Estirpes seleccionadas para ‘gene-specific’ PCR como representantes dos diferentes perfis
fenotipicos obtidos.

Espécies
Q
o 1]
S s 3
] E| o
Fenétipo & S
Q N 5 S S .
@ w| 5| ® = S 3
QoI b 6 | = S| S| 3
= Sl 8l 8| 2 8|8 82
S| ¢l 8| 9| E| ] T 3| g
S 3 .| g . N . Q
me Bglu ag tdc hde| | | S| & 3| 3| F| S| «| =
F1 + + - - - 41 1 2 0 0 6 5 2 6 63
F2 + + + - - 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1
F4 + + 4+ + - 0 0 3 0 0 0O 0 0O 0 3
F4 + - - - - 5 0 0 1 0 2 0 0 2 10
F5 + - + - - 4 0 0 0 0 0 0 0 0 4
z 51 1 5 1 0 8 5 2 8 81

3.4.2 ‘Gene-specific’ PCR

Para confirmacdo dos resultados obtidos no ‘screening’ fenotipico procedeu-se a detecgdo por
PCR dos genes associados com ‘primers’ especificos: ml/eA (enzima malolactica); bgl/pbg
(B-glucosidase); arcAC (via de degradacao da arginina); tyrDC (tirosina descarboxilase); e
hdcA (histidina descarboxilase). Na Figura 3.20 apresentam-se, a titulo exemplificativo, as
imagens digitalizadas da separacdao em gel de agarose dos diferentes amplicGes esperados

para os genes estudados.

FIGURA 3.20 AmplicOes resultantes da deteccao por PCR dos genes em estudo. Marcador de massa

molecular: 1 kb Plus DNA ladder (Gibco).
mleA bgl/pbg arcAC tyrDC hdcA
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Os resultados dos ensaios de ‘gene-specific’ PCR obtidos para as 81 estirpes seleccionadas sao
apresentados na Tabela 3.10. Nesta tabela, que estabelece a comparagdo destes resultados
(GEN) com os obtidos no ‘screening’ fenotipico (FEN), indicam-se os nimeros de isolados para
0s quais se obtiveram resultados concordantes positivos (+ +) e negativos (- -), bem como

resultados discordantes (+ - ; - +).

TABELA 3.10 Comparagdo dos resultados obtidos nos ‘screenings’ fenotipico e genotipico.

wn
N 3
g | 8
g . N 5 "
8 @ ko 2 S 3
—_ ) > ") = o S N
g S 2 3 g [ T 5
Qo o Q . . > g
S . Q - Q -
o S 3 = 3 = 3 Q T
FEN GEN| (51) (1) (5) (1) (8) (5) (2) (8) (81)
mleA + + 51 1 5 1 8 5 2 8 81
- - 0 0 0 0 0 0 0 0 0
- + 0 0 0 0 0 0 0 0 0
+ - 0 0 0 0 0 0 0 0 0
bgl/pbg + + 42 1 4 0 5 5 1 6 64
- - 1 0 0 1 2 0 0 2 6
- + 8 0 0 0 0 0 0 0 8
+ - 0 0 1 0 1 0 1 0 3
arcAC + + 5 0 2 0 0 0 0 0 7
- - 24 1 2 1 8 5 1 8 50
- + 22 0 0 0 0 0 1 0 23
+ - 0 0 1 0 0 0 0 0 1
tyrDC + + 0 0 3 0 0 0 0 0 3
- - 51 1 2 1 8 5 2 8 78
- + 0 0 0 0 0 0 0 0 0
+ - 0 0 0 0 0 0 0 0 0
hdcA + + 0 0 0 0 0 0 0 0 0
- - 50 1 2 1 8 4 2 7 75
- + 1 0 3 0 0 1 0 1 6
+ - 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Com o objectivo de confirmar a identidade dos produtos amplificados procedeu-se a
sequenciacdo de um produto amplificado para cada gene em estudo. As sequéncias
nucleotidicas obtidas foram comparadas com as disponiveis no GenBank, utilizando o
algoritmo BLASTN.

Os resultados destas comparacdes, apresentados na Tabela 3.11, permitiram confirmar a

identidade dos produtos amplificados para os genes mleA, bgl/pbg, arcAC e tyrDC.

No caso do gene hdcA nao foi possivel confirmar a identidade dos produtos amplificados com
0s pares de ‘primers’ propostos por Le Jeune et al. (1995) e Landete et al. (2005), o que
parece indicar que os resultados obtidos por ‘gene-specific’ PCR sdo falsos positivos, dado que

ndo se obteve nenhum resultado positivo no ‘screening’ fenotipico.
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TABELA 3.11 Resultados da sequenciacdo dos produtos amplificados nos ensaios de ‘gene-specific’
PCR.(FEN,GEN): fendtipo, gendtipo; ID: sequéncia com maior percentagem de homologia; H (%): per-
centagem de homologia; S (bp): dimenséo da sequéncia obtida; A (bp): dimensdo do amplicdo.

Estirpe (FEN,GEN)‘ Gene ‘ ‘Primers’ ID ‘ H (%)‘ s (bp)| A (bp)

Al 602 (+,+) mleA mleA43406F X82326.2 100% 377 400

0. oeni mleA60440R mleA O. oeni

Al 127 (+,+) bgl/pbg GLUF CP000411.1 97% 1083 1200

0. oeni GLUR bgl/pbg O. oeni

Al 140 (+,+) bgl/pbg GLUF AJ250202.1 98% 1046 1200
Lb plantarum GLUR bgIGPT Lb. plantarum

Al 127 (+,+) arcAC RTACS’ AF124851 99% 539 1300

O. oeni RTAC3’ operdo arc O. oeni

Al 250 (+,+) tyrDC TDCF AF446085.2 99% 240 850

Lb. brevis TDCR operdo tyr Lb. brevis
Al 127 (-,+) hdcA HDCF CP000411.1 98% 375 400
0. oeni HDCR factor de tradugao Ts
0. oeni

A analise dos resultados apresentados na Tabela 3.10 revelou que ml/eA é o Unico gene para o
gual ndo se obtiveram resultados discordantes. Relativamente aos resultados discordantes

observados para os outros genes, é importante salientar que:

(i) os casos (FEN+, GEN -) em que ndo foi possivel detectar o gene em estirpes com
fendtipo positivo sdo provavelmente devidos a fraca homologia na regido de
‘annealing’ dos ‘primers’. Esta hipotese é suportada pelo facto de o maior nimero
deste tipo de casos se ter registado para a B-glucosidase, um gene para o qual foi
necessario utilizar ‘primers’ degenerados atendendo a variabilidade da sequéncia
alvo. Problemas na deteccao deste tipo de alvo foram relatados anteriormente por
Ohrmund & Elrod (2002) num estudo de definicdo de ‘primers’ degenerados dirigi-
dos para os genes codificantes para pB-glucosidases ou 6-P-B-glucosidases, que
envolveu mais de 160 sequéncias nucleotidicas e proteicas, referentes a 12 espé-
cies bacterianas distintas. Deste estudo resultou um par de ‘primers’ que foi uti-
lizado na amplificagdo por PCR destes genes em Bacillus subtilis. Neste estudo, os
autores referem ainda que ndo tiveram sucesso nos resultados iniciais obtidos

nesta amplificagdo.

(ii) os casos (FEN-, GEN+) em se detectou o gene em estirpes com fendtipo negativo
podem resultar da ndo expressdo do gene alvo nas condicées do ensaio fenotipico
ou da sua nao funcionalidade/inactivagdo. Liu & Pilone (1998) referem que o teste
fenotipico de deteccdo da hidrdlise da arginina é pouco sensivel e apenas detecta
estirpes que apresentem uma elevada capacidade de degradagao deste amino-
acido. Com base nas caracteristica indutiveis das descarboxilases de aminoacidos
descritas por outros autores, Bover-Cid & Holzapfel (1999), na optimizagao do pro-
cesso de ‘screening’ da tirosina descarboxilase, sugerem a realizacdo de 5-10

pré-cultivos na presenca de tirosina.
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3.4.3 Ensaios de crescimento em vinho e meios de cultura

Com o objectivo de avaliar o comportamento funcional das estirpes seleccionadas pelo
‘screening’ fenotipico, optou-se por caracterizar o crescimento destas estirpes em vinho e
meios de cultura, como um critério adicional a utilizar na selecgdo de estirpes candidatas a

utilizacdo como ‘starters’ de processos de vinificagao.

Foi caracterizado por ensaios de crescimento um conjunto de 72 estirpes, que inclui as 63
estirpes que apresentaram o fendtipo F1 em resultado do ‘screening’ fenotipico, 3 ‘starters’
comerciais (GM, ML-34 e PSU-1) e 6 estirpes de referéncia pertencentes as espécies
Oenococcus oeni (1); Lactobacills brevis (1), Lactobacillus paracasei (2), Lactobacillus
plantarum (1) e Pediococcus parvulus (1). Estes ensaios foram efectuados em 5 meios
diferentes: Vinho Tinto da RDD (adquirido apds fermentacdo alcodlica e esterilizado por
filtragdo); Vinho + MRS (1:1); MRS pH 5,5; e MRS pH 3,5 e pH 5,0 suplementados com 0,2%
de acido malico e 2% etanol. A utilizacdo de vinho e MRS, como meios a usar na avaliagcdao dos
diferentes parametros de crescimento, justifica-se por a partida constituirem o habitat natural
e o meio de cultura geralmente utilizado em laboratério para a cultura destas bactérias,

respectivamente.

Tal como descrito no ponto 2.4.2 de Material e Métodos, o crescimento das estirpes nos 5
meios foi efectuado em microplacas num sistema automatico, tendo sido monitorizada a

variacao de absorvancia em intervalos de 30 min durante 55 h de incubacao a 25°C.

Na analise dos dados obtidos nestes ensaios foram adoptadas trés abordagens distintas:

(i) determinacado dos principais parametros de crescimento (V, valor maximo da taxa
especifica de crescimento; A, variagdo maxima da densidade 6ptica; e DT, duragdo
da fase de laténcia) em cada meio e analise integrada dos resultados referentes ao
crescimento das 72 estirpes nos 5 meios utilizados, por métodos hierarquicos
(andlise de ‘clusters’) e métodos ndo hierarquicos (andlise em componentes
principais, ACP);

(ii) analise integrada destes parametros, em cada meio, utilizando o indice de optimi-

zagao de crescimento (I0) proposto por Tenreiro (1995);

(iii) calculo das areas trapezoidais (AR) correspondentes a cada curva de crescimento,

de acordo com a estratégia descrita por Guckert et al. (1996).

Na Figura 3.21 apresenta-se o dendrograma construido a partir da matriz estirpes x
parametros de crescimento (V, A, T) estimados nos 5 meios testados, utilizando o coeficiente
de correlacdo de Pearson e o método de aglomeracdo UPGMA. A variacdo do indice de
optimizagdo (0<I0<3) e da area relativa (0<AR<1) observadas em cada meio sdo igualmente

apresentadas nesta figura sob a forma de um grafico de radar para cada estirpe.

Na Figura 3.22 apresenta-se o grafico de projeccao correspondente aos dois primeiros
factores obtidos por ACP a partir da matriz estirpes x parémetros de crescimento (V, A, T)
estimados nos 5 meios testados. O comportamento global de cada estirpe, baseado em 15
variaveis (3 parametros de crescimento x 5 meios), € ilustrado também nesta figura através

da representacdo grafica em caras de Chernoff.
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FIGURA 3.21 Dendrograma obtido a partir da matriz de dados de crescimento usando o coeficiente de
correlagdo linear de Pearson e o método de aglomeragdo baseado na distancia média ndo ponderada
(UPGMA). Graficos de radar mostrando valores de indices de optimizacdo (poligono interior) e areas rela-
tivas (poligono exterior) para os diferentes meios, apresentados no sentido dos ponteiros do reldgio: MRS
pH 5,5 (M); MRS pH 3,5 + 0,2% malico + 2% etanol (M3); MRS pH 5,0 + 0,2% malico + 2% etanol (M5);

MRS+Vinho (1:1; MV); Vinho (V).

AT 012
—| E AL D28 ‘ . . . .
A1 065
—— AL 040 AL D12 AlD28 AL DBS AL D49 AL 110
L a1
AL 474
AL 077 . . . . .
A1345 *
A1 849 AL 474 ALO77 AL 346 A1 849 VAL 449
AT 449
AL 602 . . ' .
Al 844
aeso o
AL 140 A1 602 Al844 Al 8S0 AT 140
AL 141
AL 347 . . . .
AL 338
AL 350
ey AL 137 Al338 AL 350 41 343
f AL 360 g
= L o ~ &
| AL 279 ey
A1 070 *
AL 460 Al279  AIO70 A1 153
AL 153
AL 524
AL 143 * ‘ < ‘
Al 221 ‘
* *
aaes AL 143 Al221 AL 220 A1335 Al 244
AL 335
AT 244
AL 271 ‘ L L] ~ ~
AL24T g
Al 461 Al 271 Al 247 AL 461 Al 462 Al 463
oy AL 462
i AL 463
AL 467 . . ¥ ' v
AL 803
A1 355 AL 467 AlS03 AL 35S A1 350 AL 450
AT 358
AT 450 ' 5 . . '
— AT 440
ALIEE g *
AL 731 AL 440 Al366 AL 731 AL 274 A 856
AL 274
AL BS6
e Q | L @ ¥
AL 473 %
e AT 205 AL473 AL 767 AlB00 PSU-1
Al 800
PSU-1 . ' . . »
AL 133
—— s * i
3 a1 224 AL 133 AI351 Al 224  Al282  AIOSL
L o
= B A A B
s szar ®araee  wos? AL111 AT 113
AL 757
AT 111
AL 113 A A A § *
AT 130
Al 333 AL 130 w13z Maresa A1334  ALD72
AL 653
AL 334
AL D72 L A A 2 [
AL 238
éIMmE Al 238 A1 168 GM ML34 A1 857
————— A129 % ] W M3
L ecTal00" 296 CECT 4100
L L L L L | LN
WM
-0.32 000 034 0.66 0.98




3.4 Selecgdo de estirpes com interesse enoldgico 131

FIGURA 3.22 Grafico da analise em componentes principais (F1 x F2) e representacdo grafica em caras
de Chernoff ilustrando a separagdo dos ‘clusters’ definidos no dendrograma da Figura 3.21.A percentagem
de explicagdo associada aos trés primeiros factores de ACP é de 70% (F1: 42%; F2: 18%; F3: 10%). As
principais varidveis explicativas encontram-se assinaladas em cada eixo (ver legenda na Tabela 3.12).
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A correspondéncia das variaveis experimentais com as variaveis de Chernoff, seleccionada

para esta representagdo grafica, é apresentada na Tabela 3.12.

TABELA 3.12 Atribuicdo de variaveis experimentais para a construcdo das caras de Chernoff. Todas as
variaveis foram normalizadas pelo valor maximo observado. No caso da duragdo da fase de laténcia, estes
valores foram ainda transformados no seu complementar. na: ndo atribuida.

Variaveis de Chernoff Parametros de crescimento

largura da cara variagdo maxima de D.O. em MRS pH 5.5 (MA)

localizacao das orelhas na

localizagdo da regido média da cara valor maximo da taxa de crescimento em MRS pH 5.5 (MV)

excentricidade parte superior da cara na

excentricidade da parte inferior da cara na

comprimento nariz valor maximo da taxa de crescimento em vinho (WV)
localizagdo da boca duracdo da fase de laténcia em vinho (WL)

curvatura da boca variagdo maxima de D.O. em vinho (WA)

dimensdo da boca variagdo maxima de D.O. em MRS pH 3.5 supl. 0.2% &cido

malico e 2% etanol (M3A)

localizagdo dos olhos valor maximo da taxa de crescimento em MRS pH 3.5 (M3V)
supl. 0.2% &acido malico e 2% etanol

separacgao dos olhos duracdo da fase de laténcia em MRS pH 3.5 supl. 0.2% acido
malico e 2% etanol (M3L)

inclinagdo dos olhos variagdo maxima de D.O. em MRS pH 5.0 supl. 0.2% acido
malico e 2% etanol (M5A)

excentricidade dos olhos valor méximo da taxa de crescimento em MRS pH 5.0 supl.
com 0.2% acido malico e 2% etanol (M5V)

dimensdo dos olhos duracdo da fase de laténcia em MRS pH 5.0 supl. 0.2% acido
malico e 2% etanol (M5L)

posicao das pupilas duragdo da fase de laténcia em MRS pH 5.5 (ML)

localizagdo das sobrancelhas variagdo maxima de D.O. em vinho + MRS (WMA)

angulo das sobrancelhas valor méximo da taxa de crescimento em vinho + MRS (WMV)

dimensdo das sobrancelhas duracdo da fase de laténcia em vinho + MRS (WML)

dimensdo das orelhas na

largura do nariz na

No dendrograma da Figura 3.21 observam-se 6 ‘clusters’ distintos (I a VI), que se associam
em trés grupos principais de correlacdo: (i) ‘clusters’ I e II; (ii) ‘clusters’ III, IV e V; e (iii)
‘cluster’ VI. Na Tabela 3.13 apresenta-se a distribuicao pelos 6 ‘clusters’ das 63 estirpes
analisadas nos ensaios de crescimento, de acordo com a sub-regido de origem, das estirpes

de referéncia e dos ‘starters’.

Ainda que se observem diferengas na distribuicdo das estirpes de cada sub-regido, ndo se
detectou qualquer associacao significativa (p = 0,50), indicando assim que a diversidade
fisioldgica das estirpes de BAL responsaveis pela FML espontanea ndo parece evidenciar

qgualquer padrao geografico a nivel interno da RDD.
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TABELA 3.13 Composicdo dos ‘clusters’ (nimero de estirpes) definidos na analise hierarquica dos dados
dos ensaios de crescimento. BC: Baixo Corgo; CC: Cima Corgo; DS: Douro Superior; REF: estirpes de
referéncia..

‘cluster’ BC CC DS ‘starters’ REF Total
I 6 4 3 13
11 5 4 9
111 1 1 1 3
v 10 9 4 1 1 25
\% 3 1 4
VI 6 7 1 2 2 25
Total 25 28 10 3 6 72

Relativamente as estirpes de referéncia e ‘starters’, verifica-se que: (i) as estirpes tipo de
Oenococcus oeni (Al 860) e Lactobacillus paracasei (Al 857) e os ‘starters’ GM (AI 834) e
ML34 (AI 833) pertencem ao ‘cluster’ VI; (ii) a estirpe tipo de Lactobacillus plantarum
(AI 856) e o ‘starter’ PSU-1 (AI 831) pertencem ao ‘cluster’ IV; e (iii) a estirpe tipo de

Pediococcus parvulus (Al 844) localiza-se no ‘cluster’ I.

Tendo em conta a distribuicdo de ‘starters’ e estirpes de referéncia, como indicativa do
potencial enoldgico, os ‘clusters’ VI e IV parecem mais promissores relativamente ao
‘cluster’ 1. Relativamente a distribuicdo das estirpes da RDD analisadas, verifica-se que 59%
se distribuem pelos ‘clusters’ IV (37%) e VI (22%), enquanto que apenas 16% sdo incluidas
no ‘cluster’ I, evidenciando o interesse da exploracdo biotecnoldgica desta coleccdo em

termos de seleccao de ‘starters’.

Comparando os indices de optimizacdao (I0) e as areas relativas (AR) observados para cada
estirpe nos 5 meios de cultura (Figura 3.23), verifica-se que nos meios de cultura nao
incluindo vinho se observa uma correlacdo, ndo linear, entre estas variadveis, enquanto que em
presenca de vinho se observa uma grande dispersdo de valores. Este facto mostra que a
utilizacdo das areas relativas conjuntamente com os parametros classicos (taxa de
crescimento, absorvancia maxima e duragdo da fase de laténcia) constitui uma abordagem
com maior conteddo informativo. Adicionalmente, valida a utilizacdo dos indices de
optimizacdo e mostra a maior aplicabilidade das areas relativas na analise de curvas de
crescimento atipicas como as observadas quando se utiliza vinho (exclusivamente ou como

aditivo ao meio de cultura).

De facto, observando os graficos de radar, baseados nos valores do indice de optimizacdo e da
area relativa obtidos para cada estirpe nos 5 meios de cultura (Figura 3.21), é evidente a
complementaridade informativa destes dois tipos de analise de curvas de crescimento. Assim,
o poligono interno dos graficos de radar (correspondente aos indices de optimizacdao baseados
nas varidveis usadas para a construcdo do dendrograma) e o poligono externo
(correspondente as areas relativas) variam de modo diferente para os 6 ‘clusters’ definidos no

dendrograma.
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FIGURA 3.23 Graficos de correlacdo entre os indices de optimizagdo (IO) e as areas relativas (AR) dos
ensaios de crescimento nos 5 meios de cultura.
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Para avaliar a coeréncia dos ‘clusters’ definidos pela analise hierdarquica e obter uma
interpretacdo em termos de parametros de crescimento (nos diferentes meios analisados)
discriminantes destes grupos, procedeu-se a uma analise em componentes principais aplicada
a mesma matriz de dados (Figura 3.22) que permitiu obter uma percentagem de explicacdo
de 70% no conjunto dos trés primeiros factores. Tendo em conta as correlagdes das variaveis
originais com o0s novos eixos da ACP (Tabela 3.14) foi possivel interpretar o eixo F1 como
permitindo a discriminagdo das estirpes em fungdo do seu crescimento em meio de cultura
(taxa de crescimento e valor maximo de D.O. versus duragdo da fase de laténcia) e o eixo F2
como separando as estirpes de acordo com o seu comportamento em vinho (D.O. maxima
versus fase de laténcia) e meio de cultura suplementado com vinho (fase de laténcia versus
D.0. maxima). O eixo F3 (10% de explicacdo) ndo foi considerado, tendo em conta que a
Unica variadvel explicativa associada (WMA; r = 0,70) ndo contribuiu para aumentar a

discriminagao conseguida com F1 x F2.

TABELA 3.14 Principais variaveis utilizadas para a interpretacdo dos factores F1 e F2 da ACP dos dados
de crescimento.

Factor 1 (42%) Factor 2 (18%)

e @me | e | Gneadt | vawe | Greas
Positivo ML 0,89 WA 0,82
M5L 0,83 WML 0,64
M3L 0,80
(WV) (0,45)
Negativo M3A 0,89 WL 0,83
M5V 0,88 (WMA) 0,57
M3V 0,80
MV 0,77
M5A 0,73
MA 0,63

a. A legenda das varidveis encontra-se na Tabela 3.12
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Agrupando no diagrama F1xF2 as estirpes de acordo com os ‘clusters’ da anadlise hierarquica

(I a VI), verificou-se que:

(i) os‘'clusters’I a V agrupam as estirpes que apresentaram valores mais elevados de
D.O. e taxa de crescimento em meio de cultura, discriminando-se estes ‘clusters’
ao longo do eixo F2 de acordo com o seu comportamento diferencial em vinho

(oposicdo entre taxa de crescimento e duracdo da fase de laténcia em vinho);

(ii) o ‘cluster’ VI agrupa as estirpes que apresentam taxas de crescimento em vinho
elevadas e fases de laténcia longas nos restantes meios testados. Neste ‘cluster’ é
ainda possivel considerar 3 subgrupos de estirpes: as localizadas no quadrante
superior que apresentam valores elevados de D.O. em vinho, as do quadrante infe-
rior que apresentam uma fase de laténcia longa em vinho e as localizadas na

regido central que apresentam valores intermédios nestes parametros.

As Caras de Chernoff, apresentadas na Figura 3.22, constituem um método de representacgdo
grafica que permite integrar os dados referentes a cada estirpe. Este tipo de representacédo é
util na interpretagdo dos agrupamentos resultantes de métodos hierarquicos, nomeadamente
na avaliagdo da sua homogeneidade/heterogeneidade e na identificagdo de estirpes ‘intruder’.

A titulo exemplificativo referem-se:

(i) as estirpes Al 850 e AI 279, que no dendrograma da Figura 3.21 assumem uma
posicao exterior nos respectivos ‘clusters’, sendo a estirpe AI 850 (estirpe tipo de
Lactobacillus paracasei) claramente um ‘intruder’ enquanto que a estirpe Al 279

(O. oeni) se encontra bem agrupada no respectivo ‘cluster’;

(i) a semelhancga entre as estirpes do ‘cluster’ V, ainda que no diagrama de ACP este

parega ser um ‘cluster’ pouco coeso;

(iii) o agrupamento das estirpes do ‘cluster’ VI em trés subgrupos, suportados pela sua
distribuicdo no diagrama de ACP.

No contexto da seleccdo de estirpes autdctones candidatas a utilizagdo futura como ‘starters’
em processos de vinificacdo é de referir que os icones correspondentes as estirpes utilizadas
como ‘starters’ comerciais (PSU-1, ML34 e GM) curiosamente apresentam uma "expressao"
muito semelhante a de algumas estirpes pertencentes aos mesmos ‘clusters’ e a mesma zona
do diagrama de PCA. Comparando as trés estirpes, PSU-1 parece ter a "expressdo menos
apelativa", o que esta de acordo com o posicionamento destas estirpes no diagrama de PCA:
PSU-1 no quadrante inferior esquerdo (cluster IV), ML34 e GM no quadrante superior direito
(cluster VI).
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3.4.4 Analise de macrorestricao

Considerando que 65% das 63 estirpes seleccionadas com fendtipo F1 (Tabela 3.9) e
analisadas nos ensaios de crescimento pertencem a espécie Oenococcus oeni, procedeu-se a
caracterizagdo dos perfis de macrorestricdo destas estirpes, com o objectivo de obter uma

caracterizacdo mais completa a nivel gendmico e um critério adicional na seleccdo de estirpes.

Tenreiro et al. (1994) aplicaram esta técnica a diferenciacao de estirpes de O. oeni isoladas de
amostras de vinho do D3do e Ribatejo, tendo definido 21 grupos gendmicos resultantes da
analise integrada dos resultados obtidos com as endonucleases NotI e Sfil. Assim, e tal como
descrito em Material e Métodos (ponto 2.3.7), adoptou-se o procedimento experimental e de
analise de dados definido por estes autores e, com base nas dimensdes estimadas para os
fragmentos de macrorestricdo com Notl, classificaram-se as estirpes de O. oeni de acordo

com os grupos gendémicos (A a M) por eles descritos (Tabela 3.15).

TABELA 3.15 Agrupamento das estirpes de Oenococcus oeni de acordo com os perfis Notl obtidos e
comparativamente aos grupos genomicos definidos por Tenreiro et al. (1994).

Gr,upg Estirpes Dimensdes dos fragmentos (kb)
genomico

B AI 012 [CCII]; AI 467[BCIV] 570 470 260 148 128 102 56 44

El Al 274 [BCII] 795 300 270 133 128 102 56 44

F1 Al 282 [BCII] 795 270 250 133 128 102 58 44

F2 AI 271 [BCII]; Al 272 [BCII] 795 250 240 133 128 102 58 44

F3 AI 238 [CCII]; AI 295 [CCII]; AI 602 795 260 250 133 128 102 58 44
[CcV]

F’ Al 141 [BCII]; Al 296 [BCI]; AI 653 795 275 250 160 140 118 85 63
[CCIV]; AI 731 [CCIV]

H’ Al 247 [BCI]; Al 351 [BCII]; AI 355 690 390 200 155 128 105 85 63 44 35
[BCI]; AI 359 [BCI]; Al 360 [BCI]

H” Al 462 [CCIII]; AI 463 [CCIII] 690 390 200 155 128 118 105 63 35

I Al 241 [CCII]; Al 244 [CCII] 385 365 200 155 128 118 105 85 63 35

¥ AI 110 [DSIII]; AI 343 [CCIII]; Al 449 390 340 200 155133 128 118 105 85 63 52
[DSII]; Al 474 [DSIII]

K Al 070 [CCII] 630 200 195 128 118 85 63 52

L AI 028 [CCII]; AI 049 [DSI]; AI 051 535 375 200 165 128 105 70 63 52 35
[CCII]; AI 113 [CCII]; Al 224 [CCII]; AI
279 [BCII]; AI 364 [BCI]; Al 366 [CCII];
Al 440 [DSI]; AI 457 [BCII]; Al 757
[DSI]; AI 767 [CCI]; Al 800 [BCII]

L Al 228 [CCII] 500 260 240 180 128 102 70 63 52 35

Verifica-se assim que as 41 estirpes de O. oeni foram agrupadas em 13 perfis NotI distintos
pertencentes aos dois ‘clusters’ gendmicos definidos por Tenreiro et al. (1994): ‘cluster’ A-G
(13 estirpes) e ‘cluster’ H-M (28 estirpes). Atendendo a que se detectaram 6 perfis Notl
adicionais aos descritos, classificaram-se as estirpes correspondentes em novos grupos
gendmicos designados em fungdo do grupo genémico, previamente descrito, mais semelhante
(F, H, H", J, L' e L"”).
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Na caracterizacao por macrorestricao de isolados de vinhos tintos da regido do Dao realizada
pelos autores referidos, a maioria dos isolados foi classificada em grupos gendmicos
pertencentes ao ‘cluster’ A-G, onde também foram classificadas as ‘starters’ PSU-1 e ML34

(grupo F1), enquanto a ‘starter’ GM foi classificada como pertencendo ao grupo genémico H.

No conjunto dos 41 isolados da RDD predominaram os grupo gendmicos pertencentes ao
‘cluster’” H-M, sendo que ca. 50% dos isolados deste ‘cluster’ pertencem a um novo grupo
genomico (L'). Este grupo gendmico foi encontrado nas trés sub-regides e, tendo em conta
que os isolados analisados por macrorestricdo correspondem aos representantes da
diversidade fenética expressando o fenétipo F1 (mle+, glu+, arg-, tdc-, hdc-), poderd
corresponder a um grupo gendmico prevalente na RDD. Ainda que 9 dos 13 grupos gendmicos
tenham sido detectados apenas numa sub-regido, o que poderia indiciar a existéncia de
ecotipos locais, a prevaléncia do grupo genémico L' (32%) e a ocorréncia em duas sub-regides
de cada um dos grupos gendmicos B, F' e J' ddo suporte a hipdtese anteriormente
apresentada da ndo existéncia de padrbes geograficos na distribuicdo das estirpes de O. oeni

a nivel interno da RDD.

3.4.5 Analise global

No decurso deste trabalho utilizou-se uma estratégia de agrupamento e selecgdo sequencial

por analise integrada de caracterizacdo polifasica que envolveu os seguintes passos:

(i) redugdo do universo de 793 isolados de BAL, de vinhos tintos da RDD com FML

espontanea, através da seleccdo de uma amostra representativa de 295 isolados;

(ii) seleccdo de 227 isolados, representativos da diversidade de perfis de proteinas
celulares totais (WCP) observados nos 295 isolados, para tipificagdo gendmica por
M13-PCR *fingerprinting’;

(iii) seleccdo de 96 isolados, representativos da diversidade gendmica dos 227 isola-

dos, para identificacdo a nivel de espécie por analise de rDNA 16S;

(iv) selecgao de 81 isolados, representativos da diversidade global dos 295 isolados em
termos de diversidade fenética (perfis WCP e de M13-PCR ‘fingerprinting’) e
actividades enzimaticas com relevancia enoldgica, para exclusdao de discordancias
fenotipo-gendtipo por ‘gene-specific’ PCR;

(v) seleccdo dos 63 isolados com concordancia fendtipo-gendtipo e perfil enzimatico
enologicamente mais relevante (F1: mle+, glu+, arg-, tdc-, hdc-), assumidos
como representantes da diversidade da coleccéo de BAL da RDD, para caracteriza-

Gao por ensaios de crescimento em vinho e meios de cultura;

(vi) redugdo a 41 isolados de Oenococcus oeni, assumidos como representantes da
diversidade desta espécie na coleccdo de BAL da RDD, para caracterizacdo

gendmica por macrorestricao.
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De acordo com o objectivo principal da dissertacdo, e na sequéncia desta estratégia,
procedeu-se a seleccdo do subconjunto final de estirpes de O. oeni da RDD que, sendo

representativas desta regido de produgdo, possam constituir uma “carteira” de ‘starters

regionais para FML controlada.

Assim, foram utilizados como critérios de seleccdo a dispersdo dos isolados pelos ‘clusters’
definidos na analise hierarquica dos dados dos ensaios de crescimento, a sua distribuigdo ao
longo dos eixos factoriais (F1 e F2) na andlise em componentes principais destes mesmos
dados, o posicionamento na proximidade dos ‘starters’ PSU-1, ML34 e GM (caso dos isolados
Al 228, AI 366 e Al 653), bem como a manutencdo da diversidade genémica em termos de

grupos de macrorestricdao e sub-regidao de origem.
A listagem dos 17 isolados de O. oeni seleccionados de acordo com estes critérios

apresenta-se na Tabela 3.16 e, nas Figuras 3.21 e 3.22, assinalam-se estes isolados (#).

TABELA 3.16 Distribuicdo dos isolados de O. oeni seleccionados por sub-regido e ‘cluster’ fisioldgico,
definido pelos ensaios de crescimento.

Sub-regido ‘Cluster’ I ‘Cluster’ II ‘Cluster’ IV ‘Cluster’ V ‘Cluster’ VI
BC Al 141 [F"] Al 271 [F2] Al 351 [H'] Al 296 [F']
Al 279 [L] Al 360 [H']
Al 364 [L']
cC Al 602 [F3] Al 295 [F3] Al 224 [L'] Al 653 [F']
Al 244 [I ]
Al 366 [L ]
Al 228 [L"]
DS Al 474 [3'] Al 440 [L"]
Al 449 [3']

Tendo em consideracdo que a expressdo de um determinado gendtipo é normalmente
influenciada por factores extrinsecos e que o vinho constitui um ambiente peculiar, assume
relevancia a anadlise do efeito de diferentes condicdes ambientais (v.g. pH, acido malico,
etanol, SO, temperatura) na transcricdo de genes com interesse enoldgico.
Consequentemente, este conjunto de isolados devera ser caracterizado por analise

transcricional em vinho e, comparativamente, em meio de cultura.
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3.5 ANALISE TRANSCRICIONAL DA EXPRESSAO DE GENES SELECCIONADOS

Os resultados que se apresentam referentes a analise transcricional da expressdo dos genes
seleccionados foram obtidos em ensaios preliminares. O primeiro ensaio foi realizado com
duas estirpes de Oenococcus oeni, anteriormente seleccionadas nos ensaios de crescimento,
como pertencentes a grupos fisioldgicos diferentes (Al 141 - grupo II e AI 653 grupo VI),
embora pertencendo ao mesmo grupo genomico (F') definido pela analise da macrorestrigdo.
Adicionalmente foram incluidas duas estirpes como controlos positivos para os genes arcAC
(AI 127 de O. oeni) e tyrDC (Al 249 de Lactobacillus brevis).

Na Figura 3.24 sao representadas graficamente as intensidades dos produtos de amplificacdo
observados em gel de agarose para o gene mleA para as quatro estirpes utilizadas neste

ensaio, em funcao do meio e tempo de crescimento.

FIGURA 3.24 Niveis de expressdo de mleA em estirpes de Oenococcus oeni e Lactobacillus brevis.
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De um modo geral, observou-se expressao do gene ml/eA para as trés estirpes de 0. Oeni, nos
cinco meios testados apdés 8 e 21 dias de crescimento. Inexplicadamente, para a estirpe
Al 653 pertencente ao grupo fisioldgico VI, mais proximo das 'starters' ML34 e GM, e que se
caracterizava por maiores valores de absorvancia maxima em vinho, fase de laténcia mais
reduzida e valores nao reduzidos de taxa de crescimento em vinho, ndo se detectaram

transcritos do gene m/eA nos vinhos da RDD e sintético.

Niveis de expresssdao do gene ml/eA mais elevados em vinho da RDD e em vinho sintético
foram obtidos para a estirpe Al 141 pertencente ao grupo fisioldgico II, caracterizado nos
ensaios de crescimento como apresentando valores intermédios de absorvancia maxima em

vinho.
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Na Figura 3.25 sdo apresentados os graficos que traduzem os valores das intensidades dos
produtos de amplificacdo observados em gel de agarose para o gene controlo rpoB. Contudo,
os resultados irregulares obtidos para os transcritos deste gene nao permitem retirar

conclusoes sobre o efeito diferencial dos meios analisados.

FIGURA 3.25 Niveis de expressdo de rpoB em estirpes de Oenococcus oeni e Lactobacillus brevis.
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Perante estes resultados, delineou-se um segundo ensaio, em que se utilizaram apenas duas
estirpes crescidas no mesmo meio de cultura até atingirem uma determinada biomassa, e que
posteriormente foram transferidas para oito meios distintos, onde se procedeu a avaliagdo da

expressao dos genes seleccionados e se acompanhou a viabilidade das culturas.

Na Figura 3.26 sdo apresentados os resultados referentes aos niveis de expressdao dos genes
mleA, arcAC, rDNA 16S e rpoB ao fim de 1 h, 24 h e 72 h nos diferentes meios, para a estirpe
Al 864 de O. oeni. No grafico superior, apresentam-se os valores normalizados em funcdo do
gene rDNA 16S (gene de cépia multipla). No grafico inferior, a normalizagdo foi efectuada pelo
outro gene constitutivo, rpoB (gene de cdpia Unica). Sdo também apresentadas as imagens
correspondentes aos produtos de amplificacdo observados em gel e a contagem de células
viaveis.

Relativamente a expressdo do gene da enzima malolactica da estirpe AI 864, foram
detectados e quantificados transcritos em todos os meios testados, a excepg¢ao do vinho da
RDD. Nesses meios, para qualquer um dos tempos considerados no ensaio, verificou-se

sempre uma sub-expressdo do gene mleA comparativamente a expressdo do gene rDNA 168S.
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Contudo, para todos os meios testados ndo foi possivel obter valores de expressao para todos
os tempos estabelecidos. Quando os niveis de expressdo foram normalizados em fungdo do
gene rpoB, observou-se uma sobre-expressdo (1,5X) do gene ml/eA as 24 h no meio MRS

pH 3,5 suplementado com 0,5% de acido malico.

FIGURA 3.26 Andlise de transcricdo na estirpe Al 864 de Oenococcus oeni.
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A transcricgdo dos genes arcAC foi observada em todos os meios exceptuando o vinho
sintético e o meio MRS pH 3,5 suplementado com 0,5% de acido malico. Tal como observado
para o gene da enzima malolactica, também se verificou uma sub-expressdo dos genes arcAC
relativamente ao gene rDNA 16S. Esta sub-expressdo foi detectada em todos os meios,
exceptuando vinho sintético e MRS pH 3,5 suplementado com 0,5% de acido malico. Nos
meios em que se detectaram transcritos ao fim de 1 h e 24 h (MRS pH 5,0 e MRS pH 3,5 +
pNPG) verificou-se um aumento na expressao dos genes arcAC.
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Quando os valores obtidos foram normalizados pelo gene rpoB manteve-se a situacao da
sub-expressdo; contudo as 24 h, no meio MRS pH 3,5 + pNPG, observou-se um aumento
consideravel da transcricdo dos genes arcAC, cuja expressdo foi de 92% do gene rpoB.
Curiosamente, a presencga de transcritos de arcAC induzidos pelo vinho da RDD foi apenas
detectada ao fim de 72 h.

Quando se comparou a razao dos transcritos rpoB/rDNA 16S verificou-se que estes valores
decrescem ao longo do tempo nos meios MRS pH 5,0, MRS pH 3,5, MRS pH 3,5 + 0,5% MAL,
MRS pH 3,5 + 0,2% MAL, MRS pH 3,5 + 10,0% ETOH e vinho sintético, embora se tenha
observado um ligeiro aumento das 24 h para as 72 h nestas trés Ultimas condigdes.
Contrariamente, no meio MRS pH 3,5 + pNPG e vinho da RDD observou-se um
comportamento inverso, i.e. um aumento da razdao ao longo do tempo de exposicao das

células a estes dois meios.

Em termos de viabilidade da estirpe Al 864, verificou-se que globalmente para os meios de
cultura (MRS e modificados) que a estirpe manteve a viabilidade. Pelo contrario, no vinho
sintético a partir das 24 h e no vinho da RDD a partir de 1 h, observou-se um decréscimo
altamente significativo na viabilidade desta estirpe de O. oeni. No final do ensaio as 72 h, ja
ndo foi possivel proceder a contagem de células vidveis, devido ao limite de deteccdo da

técnica (valor a tracejado no grafico).

Na Figura 3.27 sdo apresentados os resultados referentes aos niveis de expressdo dos genes
mleA, tyrDC, rDNA 16S e rpoB ao fim de 1h, 24 h e 48 h nos diferentes meios para a estirpe
Al 250 de Lactobacilllus brevis. No grafico superior, apresentam-se os valores normalizados
em funcdo do gene rDNA 16S. No grafico inferior, a normalizagdo foi efectuada pelo outro
gene constitutivo, o gene rpoB. S3do também apresentadas as imagens correspondentes aos

produtos de amplificacdo observados em gel e a contagem de células viaveis.

Relativamente a expressdo do gene mleA na estirpe Al 250, foram apenas detectados e
quantificados transcritos no meio MRS pH 3,5 + pNPG e vinho sintético, cujos valores

demonstraram uma sub-expressdo relativamente aos dois genes controlo,.

Esta estirpe de Lb. brevis expressou o gene tyrDC em todos os meios testados, ndo tendo sido
detectados e quantificados transcritos do gene apenas no tempo de 1 h nos meios
MRS pH 3,5 + 0,5% MAL e vinho da RDD. Tal como observado para o gene da enzima
malolactica, também se verificou uma sub-expressdo do gene tyrDC relativamente ao gene
rDNA 16S, para quase todos os meios testados. Foram observadas excepcdes nos meios
MRS pH 5,0 e vinho sintético. Assim, para o meio de cultura e as 24 h, a sobre-expressdo foi
de apenas 2%, enquanto que os valores quantificados no vinho da RDD indicaram uma

sobre-expressao de 64% e 62% ao fim de 24 e 48 h, respectivamente.

Quando os niveis de expressdo foram normalizados em fungdo do gene rpoB, observou-se a
sobre-expressao do gene tyrDC em trés meios, meio MRS pH 3,5, vinho sintético e vinho da
RDD. A sobre-expressao foi de apenas 5%, para o meio de cultura as 24 h, de 0,8% e 26%
para o vinho Sintético as 24 h e 48 h, respectivamente. Inesperadamente, observou-se uma
elevada sobre-expressdo do gene tyrDC em vinho da RDD de 10X e 3,7X, as 24 h e 48 h,

respectivamente.
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FIGURA 3.27 Analise de transcricao na estirpe AI 250 de Lactobacillus brevis.
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Quando se comparou a razao dos transcritos rpoB/rDNA 16S verificou-se que estes valores
decrescem ao longo do tempo nos meios MRS pH 5,0 e MRS pH 3,5 + pNPG. Verificou-se
também um decréscimo, mas seguido de aumento da expressao de rpoB, para os meios MRS
pH 3,5, MRS pH 3,5 + 0,2% MAL, MRS pH 3,5 + 0,5% MAL, MRS pH 3,5 + 10,0% ETOH e
vinho da RDD. Para o vinho sintético observaram-se sempre valores superiores para os
transcritos de rpoB, variando a sua proporgao ao longo do tempo.
Em termos de resultados da contagem de células viaveis, verificou-se que genericamente para
todos os meios e para o tempo de ensaio definido, a estirpe de Lb. brevis manteve a
viabilidade. Ocorreu apenas uma ligeira reducdo do nimero de cfu/mL no meio MRS pH 3,5 +
10% ETOH as 24h, atingindo-se as 48 h o valor inicial. No entanto, tal como constatado para
a estirpe de 0. oeni, no vinho observou-se uma perda de viabilidade a partir das 24 h (valor a

tracejado no grafico).
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Numa analise global do segundo ensaio de anadlise transcricional dos genes seleccionados
podem-se retirar algumas conclusGes. Relativamente a estirpe de Oenococcus oeni, a
expressao do gene arcAC no vinho da RDD ao fim de 48 h, embora em sub-expressao (34% e
32% dos valores de rDNA 16S e rpoB respectivamente), ndo deixa de ser relevante em
termos enoldgicos, uma vez que as enzimas resultantes, sao responsaveis pela degradacado da
arginina dando origem a precursores de carbamato de etilo e/ou aminas biogénicas

(putrescina).

A observacao da elevada expressdo do gene tyrDC no vinho pela estirpe de Lactobacillus
brevis, associada a perda de viabilidade das células, revela a importancia das células viaveis
ndo cultivdveis na producdo de aminas biogénicas atribuida por alguns autores
(Lonvaud-Funel, 2001).

Os resultados apresentados, ainda que obtidos a partir de ensaios preliminares, revelam a
importancia da realizacdo destes estudos na avaliagdo do comportamento transcricional de
genes que codificam para enzimas com relevancia enoldgica. Esta avaliagdo devera ser

considerada como critério na selecgao de estirpes para culturas ‘starter’.



CONSIDERACOES FINAIS E
PERSPECTIVAS FUTURAS

Com o presente trabalho pretendeu-se caracterizar uma coleccdo de isolados de bactérias do
acido lactico (BAL), provenientes de vinhos tintos com fermentagcdo malolactica espontanea,
representativa da diversidade ecoldgica de BAL da Regido Demarcada do Douro (RDD).
Simultaneamente pretendeu-se definir metodologias e critérios para a selecgdo e
monitorizacdo de estirpes candidatas a utilizacdo como 'starters' e contribuir com dados
resultantes da aplicagdo de novas metodologias (anadlise do transcriptoma) para o

esclarecimento do papel das BAL nas caracteristicas finais do vinho.

Atendendo a dimensdo da coleccdo original de BAL (793 isolados) obtida a partir de 193
amostras de vinho tinto recolhidas em 18 adegas da RDD, em trés vindimas consecutivas
(1999-2001), a inviabilidade econémica do estudo de caracterizagdo de toda a colecgdo de
BAL justificou a redugao do universo de estirpes em estudo. Esta redugao foi efectuada com
suporte estatistico de modo a garantir a aleatoriedade e a representatividade da amostra de
295 isolados seleccionada para avaliagdo da diversidade e identificacdo a nivel de espécie.

No percurso de caracterizagdo fenética e selecgdo de estirpes marcadoras dos vinhos de uma
regido demarcada, a abordagem polifasica reflectiu-se numa estratégia de agrupamento e
seleccdo sequencial de estirpes, através da aplicacdo de metodologias com diferente potencial
discriminante, de modo a permitir ndo so6 a identificagdo a nivel de espécie, como também a

caracterizacdo da diversidade fenética e funcional presente na coleccdo estudada.

Na caracterizacdo fenética dos 295 isolados da amostra seleccionada foram aplicados métodos
quimiotaxondmicos e moleculares de tipificacdo (analise de perfis de proteinas celulares totais
e M13-PCR 'fingerprinting') que permitiram a selecgdo de representantes para identificagdo
presuntiva a nivel de espécie por 165-ARDRA, confirmada por sequenciagdo parcial do rDNA
16S. No final deste processo, os 295 isolados de BAL foram identificados nas seguintes
espécies: Oenococcus oeni (227); Leuconostoc mesenteroides (2); Lactobacillus mali (19);
Lactobacillus brevis (11); Lactobacillus plantarum/paraplantarum (6); Lactobacillus
vaccinostercus (3); Lactobacillus casei/paracasei/zeae (2); Lactobacillus hilgardii (1); e

Pediococcus parvulus (24).

A diversidade fenética da coleccdo de BAL em estudo foi estimada pela aplicagdo de indices de
diversidade que, globalmente, apontaram para a existéncia de uma diversidade elevada de
estirpes de BAL associadas ao processo de producdo de vinhos tintos com FML esponténea na
RDD, em particular para a espécie dominante Oenococcus oeni, tendo esta espécie
apresentado estimativas de diversidade fenética semelhantes as obtidas para o género

Lactobacillus.
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A analise do potencial identificativo das técnicas aplicadas permitiu concluir que: (i) a técnica
de M13-PCR 'fingerprinting' revelou um elevado potencial de identificacdo para as estirpes do
género Pedicocccus, tendo apresentado uma concordancia de 100% com a analise de rDNA
16S; (ii) a técnica de SDS-PAGE revelou um potencial elevado na identificagdo de estirpes de
Oenococcus oeni apresentando uma concordancia de 94% com a analise de rDNA 16S; e (iii)
nenhuma destas técnicas revelou potencial identificativo para os isolados de lactobacilos,
apresentando baixos valores de correlagdo com a analise de rDNA 16S, 21% para a analise de

perfis WCP e 35% para a técnica de M13-PCR 'fingerprinting'.

Quanto se avaliou o poder discriminante destas técnicas concluiu-se que a técnica de
SDS-PAGE 'fingerprinting' apresenta um poder discriminante superior a técnica de M13-PCR
'fingerprinting’, quando aplicadas separadamente, conseguindo-se um aumento do poder
discriminante através da sua aplicacdao conjunta numa abordagem polifasica de caracterizagao

fenética.

Para a caracterizacdo funcional da diversidade existente foram estudadas actividades
enzimaticas com relevancia enoldgica, tendo sido efectuado o 'screening' da colecgdo de 295
isolados de BAL para a presenca da enzima malolactica, de B-glucosidases, das enzimas da via

de degradacao da arginina, da descarboxilase de tirosina e da descarboxilase de histidina.

Da caracterizagao do fenotipo enoldgico dos 295 isolados de BAL, concluiu-se que: (i) estes
isolados sdo capazes de efectuar a conversdao de acido L-malico em acido L-lactico; (ii) as
actividades da tirosina e histamina descarboxilases sdo pouco frequente entre as BAL da RDD,
tendo apenas sido detectada actividade tirosina descarboxilase em 3 isolados da espécie
Lactobacillus brevis; (iii) as actividades correspondentes as enzimas B-glucosidase e arginina
desaminase foram detectadas em cerca de 50% dos isolados; (iv) o perfil fenotipico com
interesse enoldgico (mle+, B-glu+, arg-, tdc-, hdc-) é apresentado por estirpes de O. oeni
(69/227), Lactobacillus plantarum (6/6) e Lb. mali (12/19).

Com base na andlise integrada dos dados provenientes deste 'screening' fenotipico e da
caracterizacdo fenética dos isolados, seleccionou-se um conjunto de 81 estirpes com
actividades enzimaticas com relevancia enoldgica, representante da diversidade de cada
espécie presente na coleccdo de BAL em estudo. Apds aplicagdo de 'gene-specific' PCR aos
genes associados a estas actividades enzimaticas e exclusdo de discordancias
fenotipo-genodtipo, obteve-se um conjunto de 63 estirpes com concordancia fendtipo-gendtipo
e perfil enzimatico enologicamente mais relevante (F1: mle+, glu+, arg-, tdc-, hdc-), que
foram assumidos como representantes da diversidade da colecgdo de BAL da RDD e

caracterizados por ensaios de crescimento em vinho e meios de cultura.

As 63 estirpes caracterizadas nestes ensaios foram agrupadas em 6 'clusters' distintos e,
ainda que se tenham observado diferencas na distribuicdo das estirpes de cada sub-regido,
nao se detectou qualquer associagdo significativa, indicando assim que a diversidade
fisioldgica das estirpes de BAL responsaveis pela FML espontanea nao parece evidenciar
qualquer padrdo geografico a nivel interno da RDD. Paralelamente, efectuou-se uma
caracterizagdo das 41 estirpes de O. Oeni incluidas neste conjunto, por analise de

macrorestricdo, para definicdo do grupo gendmico respectivo. Estas estirpes foram agrupadas



de acordo com 13 grupos gendmicos distintos, tendo o grupo genomico prevalente sido
detectado nas trés sub-regides da RDD.

De acordo com o objectivo principal desta dissertacdo, e na sequéncia da estratégia adoptada,
procedeu-se a seleccdo de um subconjunto final de 17 estirpes de O. oeni da RDD que, sendo
representativas desta regido de producdo, possam constituir uma "carteira" de 'starters'

regionais para FML controlada.

Tendo em consideragdo que a expressdo de um determinado genodtipo € normalmente
influenciada por factores extrinsecos e que o vinho constitui um ambiente peculiar, assume
relevancia o estudo da transcricdo de genes com interesse enoldgico em vinho e,
comparativamente em meio de cultura, em diferentes condicGes ambientais (v.g. pH, acido
malico, etanol, SO2, temperatura). De facto, os resultados obtidos nos ensaios preliminares
da andlise transcricional dos genes mleA, arcAC e tyrDC em vinho e meio de cultura, em
diferentes condigdes, apontam para a importancia da avaliacdo dos transcritos dos genes com

relevancia enoldgica como critério a usar na seleccdo de estirpes candidatas a cultura 'starter'.

Assim, em trabalhos futuros, pretende-se aplicar a analise dos transcritos (de todos os genes
seleccionados) por RT-PCR convencional, e em tempo real para uma quantificagdo mais

exacta, a este conjunto de 17 estirpes de O. oeni.

Também como trabalho futuro e no ambito do projecto "Safebactowinebags" em curso,
pretende-se aplicar a técnica RAP-PCR (amplificagdo de cDNA com 'primers' arbitrarios) na
caracterizacdo destas e de outras estirpes candidatas a 'starter', através da seleccao de
marcadores de cDNA com expressao diferencial e da caracterizagdo de padrdes de transcricdo
impostos pelo meio (em ensaios cruzados entre vinhos e estirpes da RDD e de outras regides
demarcadas (D3do, Ribatejo e Alentejo). Espera-se deste modo poder contribuir para o
esclarecimento da controvérsia 'starters' universais versus estirpes autoctones ('starters'

regionais).

Na area da identificagdo pretende-se ainda validar a identificacdo obtida para as espécies de
Lactobacillus, com recurso a metodologias fenotipicas e genotipicas nao utilizadas na presente

dissertagao.
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ANEXO

LISTA DE ESTIRPES

Estirpe Sub-regido  Subgrupo Adega Amostra Espécie
AI 001 CcC CCII PQ 78 Oenococcus oeni

AI 007 CcC CCII PQ 79 Oenococcus oeni

AI 009 CcC CCII PQ 79 Oenococcus oeni

Al 011 CcC CCII PQ 80 Oenococcus oeni

AI 012 CC CCII PQ 80 Oenococcus oeni

AI 015 CC CCII PQ 81 Oenococcus oeni

Al 019 CcC CCII PQ 81 Oenococcus oeni

AI 020 CcC CCII PQ 82 Oenococcus oeni

Al 028 CcC CCII PQ 83 Oenococcus oeni

AI 034 CcC CCII ALEX 7 Oenococcus oeni

AI 038 CcC CCII ALEX 8 Oenococcus oeni

AI 046 CcC CCII ALEX 29 Oenococcus oeni

Al 048 CcC CCII ALEX 29 Oenococcus oeni

AI 049 DS DSI BA 14 '‘Oenococcus oeni

AI 051 CcC CCII Qs 17A Oenococcus oeni

AI 055 CcC CCII Qs 19A Pediococcus parvulus
AI 057 CcC CCII Qs 19A Pediococcus parvulus
AI 058 CC CCII Qs 20A Oenococcus oeni

Al 062 CcC CCII Qs 21A Oenococcus oeni

AI 063 CcC CCII Qs 21A Pediococcus parvulus
Al 065 CcC CCII Qs 22A Lactobacillus vaccinostercus
Al 066 CcC CCII Qs 22A Oenococcus oeni

Al 067 CcC CCII Qs 22A Lactobacillus vaccinostercus
AI 069 CC CCII Qs 23A Oenococcus oeni

AI 070 CcC CCII Qs 23A Oenococcus oeni

Al 071 CcC CCII Qs 23A Lactobacillus mali

Al 072 CcC CCII Qs 23A Lactobacillus vaccinostercus
Al 075 CcC CCII Qs 24A Oenococcus oeni

Al 076 CcC CCII QS 24A Lactobacillus mali

Al 077 CcC CCII QS 24A Lactobacillus mali

AI 079 CcC CCII Qs 4'A Oenococcus oeni

AI 081 CcC CCII Qs 7'M Oenococcus oeni

AI 082 CcC CCII Qs 7'M Oenococcus oeni

AI 086 CcC CCII Qs 18'A Oenococcus oeni

AI 087 CC CCII Qs cs' Oenococcus oeni

AI 092 CC CCII QS 4A Oenococcus oeni

AI 093 CcC CCII Qs 4A Lactobacillus mali

AI 095 CcC CCII Qs 17A Oenococcus oeni

AI 098 BC BCI VR 73 Oenococcus oeni

Al 099 DS DSII JVF 1 Lactobacillus mali

AI 100 DS DSII JVF 1 Lactobacillus mali

AI 101 DS DSII JVF 1 Pediococcus parvulus
AI 102 DS DSII JVF 1 Lactobacillus mali

AI 103 DS DSII JVF 1 Lactobacillus mali

Al 110 DS DSIII PQ 72 Oenococcus oeni

Al 111 BC BCIV PQ 73 Lactobacillus mali

AI 113 CC CCII PQ 76 Oenococcus oeni

Al 114 CcC CCII PQ 76 Lactobacillus mali

AI 115 CcC CCII PQ 77 Lactobacillus mali

Al 119 BC BCIII QP 2 Lactobacillus hilgardii
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Estirpe Sub-regido  Subgrupo Adega Amostra Espécie
Al 121 BC BCIII QP 3 Oenococcus oeni

Al 123 BC BCIII QP 9 Oenococcus oeni

Al 124 BC BCIII QP 9 Oenococcus oeni

AI 125 BC BCIII QP 10 Oenococcus oeni

Al 126 BC BCIII QP 10 Oenococcus oeni

Al 127 BC BCIII QP cim2 Oenococcus oeni

AI 130 BC BCII RG 13 Oenococcus oeni

Al 132 BC BCII RG 13 Lactobacillus plantarum/paraplantarum
Al 133 BC BCII RG 13 Lactobacillus brevis

AI 135 BC BCII RG 14 Oenococcus oeni

AI 138 BC BCII RG 19 Oenococcus oeni

AI 140 BC BCII RG 31 Lactobacillus plantarum/paraplantarum
Al 141 BC BCII RG 6b Oenococcus oeni

Al 143 DS DSII JVF 1 Lactobacillus mali

Al 144 BC BCII RG 11 Oenococcus oeni

Al 149 DS DSIII PQ 70 Oenococcus oeni

AI 151 DS DSIII PQ 72 Oenococcus oeni

Al 153 DS DSIII PQ 72 Lactobacillus mali

Al 156 CcC CCII PQ 75 Oenococcus oeni

Al 157 CcC CCII PQ 76 Lactobacillus mali

Al 163 CcC CCI BA 7 Oenococcus oeni

Al 165 CcC CCI BA 15 Oenococcus oeni

Al 168 CcC CcI BA 15 Pediococcus parvulus
Al 171 DS DSI BA 14' Oenococcus oeni

Al 174 DS DSI BA 18' Pediococcus parvulus
Al 175 DS DSI BA 18' Oenococcus oeni

Al 176 DS DSI BA 18' Pediococcus parvulus
Al 178 CcC CCII Qs 18' Oenococcus oeni

AI 183 BC BCI VIRG 24 Oenococcus oeni

Al 186 BC BCI VIRG 13' Oenococcus oeni

AI 189 BC BCI VIRG 14' Oenococcus oeni

AI 190 BC BCI VIRG 15' Oenococcus oeni

Al 197 BC BCI VR 14' Lactobacillus casei/paracasei/zeae
AI 202 BC BCI VR 20' Oenococcus oeni

AI 205 BC BCI VR 21" Oenococcus oeni

AI 206 BC BCI VR 21" Oenococcus oeni

Al 207 BC BCI VR 72! Lactobacillus brevis

Al 210 BC BCI VR 73' Oenococcus oeni

Al 212 BC BCI VR 75' Oenococcus oeni

AI 213 CcC CCII ALEX 27 Oenococcus oeni

Al 217 CcC CCII ALEX 28 Oenococcus oeni

AI 218 CcC CCII ALEX 28 Oenococcus oeni

Al 221 CcC CCII ALEX 7 Lactobacillus mali

Al 222 CcC CCII ALEX 7 Pediococcus parvulus
Al 223 CcC CCII ALEX 7 Pediococcus parvulus
Al 224 CcC CCII ALEX 9 Oenococcus oeni

AI 225 CcC CCII ALEX 9 Pediococcus parvulus
Al 228 CcC CCII Qs 5'A Oenococcus oeni

Al 231 CcC CCII Qs 5'A Oenococcus oeni

Al 235 CC CCII QS 7A Oenococcus oeni

Al 238 CC CCII QS 7A Oenococcus oeni

Al 240 CcC CCII QS 20A Oenococcus oeni

Al 241 CcC CCII QS 21A Oenococcus oeni

Al 242 cC CCII Qs 21A Lactobacillus mali

Al 243 CcC CCII Qs 22A Oenococcus oeni

Al 244 CcC CCII Qs 24A Oenococcus oeni

Al 247 BC BCI VR 17' Oenococcus oeni

Al 249 BC BCI VR 20' Lactobacillus brevis
AI 250 BC BCI VR 20' Lactobacillus brevis

AI 252 BC BCI VR 73" Lactobacillus brevis

AI 255 BC BCII RG 11' Oenococcus oeni

Al 259 BC BCII RG 13' Oenococcus oeni




Estirpe Sub-regido  Subgrupo Adega Amostra Espécie
Al 262 BC BCII RG 17' Lactobacillus brevis
Al 265 BC BCII RG 17' Oenococcus oeni

Al 269 BC BCII RG 19' Oenococcus oeni

Al 271 BC BCII RG 22' Oenococcus oeni

Al 272 BC BCII RG 22' Oenococcus oeni

Al 274 BC BCII RG 19’ Oenococcus oeni

Al 278 BC BCII RG 6'b Oenococcus oeni

Al 279 BC BCII RG 6'b Oenococcus oeni

Al 282 BC BCII RG 31' Oenococcus oeni

Al 284 BC BCII RG 31 Oenococcus oeni

AI 285 BC BCII RG 32' Oenococcus oeni

Al 286 BC BCII RG 32' Oenococcus oeni

Al 288 BC BCII RG 35' Oenococcus oeni

AI 289 BC BCII RG 35' Oenococcus oeni

Al 294 CC CCII PQ 81 Oenococcus oeni

Al 295 CcC CCII PQ 83 Oenococcus oeni

Al 296 BC BCI VR 14’ Oenococcus oeni

Al 297 BC BCI VIRG 18 Oenococcus oeni

AI 301 BC BCI VIRG 16' Oenococcus oeni

Al 306 BC BCI VIRG 17' Oenococcus oeni

AI 311 BC BCI VIRG 18' Oenococcus oeni

Al 316 BC BCI VIRG 19' Oenococcus oeni

Al 321 BC BCI VIRG 20' Oenococcus oeni

AI 323 BC BCI VIRG 24' Oenococcus oeni

Al 325 BC BCI VIRG 24! Oenococcus oeni

AI 329 CcC CCII PQ 83 Oenococcus oeni

Al 331 BC BCI VR 17' Pediococcus parvulus
Al 332 BC BCI VR 17 Pediococcus parvulus
AI 333 BC BCII RG 11’ Pediococcus parvulus
Al 334 BC BCI VR 14’ Pediococcus parvulus
Al 335 BC BCI VR 14' Pediococcus parvulus
Al 337 BC BCI VR 75' Oenococcus oeni

AI 340 CC CCIII PQ 61 Oenococcus oeni

Al 341 CcC CCIII PQ 61 Oenococcus oeni

Al 342 CcC CCIII PQ 62 Oenococcus oeni

Al 343 CcC CCIII PQ 62 Oenococcus oeni

Al 345 CcC CCIII PQ 64 Oenococcus oeni

Al 346 CcC CCIII PQ 64 Lactobacillus plantarum/paraplantarum
Al 347 CC CCIII PQ 65 Leuconostoc mesenteroides
Al 348 CC CCIII PQ 65 Oenococcus oeni

Al 349 CcC CCIII PQ 66 Oenococcus oeni

AI 350 CcC CCIII PQ 66 Lactobacillus plantarum/paraplantarum
AI 351 BC BCII RG 6b Oenococcus oeni

AI 352 BC BCI VR 14 Oenococcus oeni

AI 353 BC BCI VR 14 Oenococcus oeni

Al 354 BC BCI VR 14 Lactobacillus casei/paracasei/zeae
AI 355 BC BCI VR 14 Oenococcus oeni

AI 356 BC BCI VR 17 Oenococcus oeni

AI 357 BC BCI VR 17 Oenococcus oeni

AI 358 BC BCI VR 21 Oenococcus oeni

AI 359 BC BCI VR 21 Oenococcus oeni

AI 360 BC BCI VR 21 Oenococcus oeni

Al 361 BC BCI VR 21 Oenococcus oeni

Al 362 BC BCI VR 73 Oenococcus oeni

Al 364 BC BCI VR 73 Oenococcus oeni

Al 366 CcC CCII PQ 84 Oenococcus oeni

Al 367 CcC CCIL BA 7 Pediococcus parvulus
Al 368 BC BCII RG 13' Pediococcus parvulus
Al 369 CcC CCII QS 4'A Pediococcus parvulus
Al 371 CcC CCII ALEX 7 Pediococcus parvulus
Al 372 CcC CCII ALEX 8 Pediococcus parvulus
Al 375 CcC CCII ALEX 28 Pediococcus parvulus
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Estirpe Sub-regido  Subgrupo Adega Amostra Espécie
Al 376 CC CCII QS 4A Oenococcus oeni
Al 377 CC CCII QS 5A Oenococcus oeni
Al 378 CC CCII QS 5A Oenococcus oeni
Al 379 CcC CCII QS 17A Lactobacillus brevis
AI 380 CcC CCII Qs 17A Oenococcus oeni
AI 383 CcC CCII Qs 18A Oenococcus oeni
Al 384 CcC CCII Qs 18A Oenococcus oeni
AI 387 BC BCI VIRG 6 Oenococcus oeni
AI 390 BC BCI VIRG 7 Oenococcus oeni
AI 393 BC BCI VIRG 10 Oenococcus oeni
AI 395 BC BCI VIRG 14 Oenococcus oeni
AI 399 BC BCI VIRG 16 Oenococcus oeni
AI 400 BC BCI VIRG 16 Oenococcus oeni
AI 401 BC BCI VIRG 18 Oenococcus oeni
AI 403 BC BCI VIRG 18 Oenococcus oeni
AI 405 BC BCI VIRG 0 '‘Oenococcus oeni
Al 406 BC BCI VIRG 0 '‘Oenococcus oeni
Al 407 BC BCI VIRG 0 '‘Oenococcus oeni
AI 409 BC BCI VIRG 0 '‘Oenococcus oeni
Al 410 BC BCI VIRG 6 '‘Oenococcus oeni
Al 413 BC BCI VIRG 7 'Oenococcus oeni
Al 423 BC BCI VIRG 9 '‘Oenococcus oeni
Al 427 BC BCI VIRG 12' Oenococcus oeni
Al 433 BC BCIV PQ 73 Oenococcus oeni
Al 435 CcC CCII Qs 7™ Oenococcus oeni
Al 438 CC CCII Qs cas Oenococcus oeni
Al 439 CC CCII QS cas Oenococcus oeni
Al 440 DS DSI BA 14 Oenococcus oeni
Al 442 DS DSI BA 16 Oenococcus oeni
Al 443 DS DSI BA 16 Oenococcus oeni
Al 445 DS DSI BA 18 Lactobacillus brevis
Al 446 DS DSI BA 18 Oenococcus oeni
Al 447 DS DSI BA 18 Oenococcus oeni
Al 449 DS DSII JVF 1 Oenococcus oeni
Al 450 DS DSII JVF 1 Lactobacillus mali
AI 453 DS DSII JVF 1 Oenococcus oeni
Al 454 DS DSII JVF 1 Oenococcus oeni
Al 455 BC BCIII QP 3 Oenococcus oeni
Al 457 BC BCII RG 31 Oenococcus oeni
Al 458 BC BCII RG 35 Oenococcus oeni
Al 459 BC BCII RG 35 Oenococcus oeni
Al 460 BC BCII RG 35 Lactobacillus plantarum/paraplantarum
Al 461 BC BCII RG 6b Lactobacillus plantarum/paraplantarum
Al 462 CcC CCIII PQ 62 Oenococcus oeni
Al 463 CC CCIII PQ 63 Oenococcus oeni
Al 464 CcC CCIII PQ 63 Oenococcus oeni
Al 467 BC BCIV PQ 74 Oenococcus oeni
Al 468 BC BCII PQ 67 Oenococcus oeni
Al 472 BC BCII PQ 69 Lactobacillus brevis
Al 473 DS DSIII PQ 70 Pediococcus parvulus
Al 474 DS DSIII PQ 71 Oenococcus oeni
Al 475 DS DSIII PQ 71 Oenococcus oeni
Al 477 BC BCIV PQ 73 Leuconostoc mesenteroides
Al 480 CcC CCII PQ 75 Oenococcus oeni
Al 481 CcC CCII PQ 77 Lactobacillus mali
Al 482 CcC CCII PQ 77 Lactobacillus mali
Al 494 BC BCII PQ 68 Oenococcus oeni
Al 495 BC BCII PQ 68 Oenococcus oeni
Al 498 BC BCII PQ 69 Oenococcus oeni
AI 500 CcC ccv TAB I Oenococcus oeni
AI 501 CcC ccv TAB I Oenococcus oeni
Al 521 CC CCV TAB M218 Oenococcus oeni




Estirpe Sub-regido  Subgrupo Adega Amostra Espécie
AI 538 CcC ccv TAB M220 Oenococcus oeni
AI 565 CcC ccv TAB M222 Oenococcus oeni
AI 583 CcC Cccv TAB F218 Oenococcus oeni
Al 602 CcC ccv TAB F220 Oenococcus oeni
Al 619 CcC ccv TAB F221 Oenococcus oeni
Al 633 CcC ccv TAB F222 Oenococcus oeni
AI 653 CcC CCIV PORT I Oenococcus oeni
AI 655 CcC CCIV PORT I Oenococcus oeni
Al 657 CC CCIV PORT M1370 Oenococcus oeni
Al 662 CcC CCLV PORT M1373 Oenococcus oeni
Al 675 CcC CCIV PORT M1375 Oenococcus oeni
AI 680 CcC CCIV PORT M1380 Oenococcus oeni
Al 687 CcC CCIV PORT F1370 Oenococcus oeni
Al 704 CcC CCIV PORT F1373 Oenococcus oeni
Al 713 CC CCI1vV PORT F1375 Oenococcus oeni
Al 731 CcC CCLV PORT F1380 Oenococcus oeni
Al 756 DS DSI BA 12 Oenococcus oeni
Al 757 DS DSI BA 12 Oenococcus oeni
Al 761 CcC CCI BA 62 Oenococcus oeni
Al 762 CcC CCI BA 62 Oenococcus oeni
Al 763 DS DSI BA 7 'Oenococcus oeni
Al 767 CcC CCI BA 62' Oenococcus oeni
Al 776 BC BCIII QP cs Oenococcus oeni
Al 777 BC BCIII QP cs Oenococcus oeni
Al 779 BC BCIII QP ta Oenococcus oeni
Al 781 BC BCI VR 27 Oenococcus oeni
Al 782 BC BCI VR 32 Oenococcus oeni
Al 784 BC BCI VR 33 Oenococcus oeni
AI 785 BC BCI VR 45 Oenococcus oeni
Al 787 BC BCI VR 53 Oenococcus oeni
Al 788 BC BCII RG 1 Oenococcus oeni
AI 790 BC BCII RG 1 Oenococcus oeni
Al 791 BC BCII RG 6 Oenococcus oeni
Al 792 BC BCII RG 31 Oenococcus oeni
AI 793 BC BCII RG 31 Oenococcus oeni
Al 794 BC BCII RG 31 Oenococcus oeni
AI 795 BC BCII RG 36 Oenococcus oeni
Al 796 BC BCII RG 36 Oenococcus oeni
Al 797 BC BCII RG 37 Oenococcus oeni
AI 798 BC BCII RG 64 Oenococcus oeni
AI 799 BC BCII RG 36' Oenococcus oeni
AI 800 BC BCII RG 64 '‘Oenococcus oeni
AI 802 BC BCII RG 06' Oenococcus oeni
AI 803 BC BCII RG 24' Oenococcus oeni
Al 804 BC BCII RG 37' Oenococcus oeni
AI 807 CC CCII PQ 37 Oenococcus oeni
AI 809 CcC CCII PQ 38 Pediococcus parvulus
AI 810 CcC CCII PQ 39 Oenococcus oeni
AI 811 CcC CCII PQ 39 Pediococcus parvulus
AI 813 CcC CCII PQ 43 Oenococcus oeni
Al 814 CC CCII PQ 44 Oenococcus oeni
AI 815 CC CCII PQ 45 Oenococcus oeni
Al 817 CcC CCII PQ 48 Oenococcus oeni
Al 819 CcC CCII PQ 49 Oenococcus oeni
AI 821 DS DSI BA 10’ Oenococcus oeni
Al 822 DS DSI BA 12' Oenococcus oeni
Al 824 BC BCIII QP vt5 ‘Lactobacillus brevis
Al 825 BC BCII RG 36 Lactobacillus brevis
Al 828 CC CCII PQ 41 Oenococcus oeni
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