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RESUMEN

El cultivo de la vid cuenta con una vasta tradicion y amplia base social en las
comarcas de Los Oteros y Cea (sureste de Ledn y noroeste de Valladolid). Para
asegurar una diferencia del producto y tipo de vino, el enfoque de la investigacion
actual intenta correlacionar el ferroir microbiano con las caracteristicas
sensoriales y quimicas de los vinos varietales de distintas regiones geograficas
vitivinicolas.

El objetivo de este trabajo ha sido el aislamiento en uva, mosto y fermentacion
espontanea no inoculada a escala piloto de levaduras autdctonas en la variedad
minoritaria Negro Sauri. Esta variedad ha experimentado un resurgimiento como
variedad debido a sus elegantes cualidades de aroma y sabor como vino
varietal en la D. O. Leon.

Se muestred un vifiedo experimental de Melgarajo, S. A. (42° 15' 48,68 N, 5° 9
56,66 W) durante cuatro afiadas consecutivas. Los aislados fueron identificados
mediante secuenciacion de la region 5.8-ITS y las especies no-Saccharomyces
fueron caracterizadas mediante cribado enzimatico de relevancia enoldgica.

Las principales especies de levaduras presentes en la uva, mosto y al inicio de la
fermentacion espontanea fueron Metschnikowia pulcherrima, Lancelata
thermotolerans, Hanseniaspora uvarum y Torulaspora delbrueckii.

La poblacién de levaduras no-Saccharomyces, caracterizada la actividad
proteasa y B- glucosidasa, fue la mas abundante. La especie M. pulcherrima
mostré actividad (- glucosidasa y proteasa. H. uvarum presenté actividad
proteasay lipasa. La especie L. thermotolerans fue la Unica especie con actividad
celulitica yT. delbrueckii no mostré actividad enzimatica.

Saccharomyces cerevisiae predominé durante la fermentacion, con una poblacion
diversa y transitoria, con siete biotipos principales entre las 110 cepas en las
cuatro afiadas estudiadas. La afiada 2014 es la de mayor variabilidad. La afiada
2015 muestra homogeneidad. La afada 2016 evidencia la menor variabilidad
genética. La aflada 2017 se caracteriza por su heterogeneidad. Del total de cepas,
61 son de «cosecha unica» y nueve son aislados perennes, de las cuales cinco
se encontraron en dos o mas afiadas. Por tanto, las 70 cepas sefialadas requieren
una mayor validacion de sus propiedades enoldgicas como cultivos iniciadores.
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Introduccion

1. La vid y las variedades minoritarias

1.1. Origen de la vid

El origen de las vitaceas, el género Vitis, se ubica en el periodo del Eoceno
inferior y, sobre todo, en el Mioceno, hace unos sesenta y cinco millones de anos.
Se localiza entre las coordenadas 40° y 70° N, donde aparecen los restos fosiles
mas antiguos de estas plantas, como los encontrados en Islandia, Groenlandia,
Inglaterra, Alemania, Japon y América del Norte. Gran parte de las
investigaciones sostienen la hipotesis del origen de las vides antes de la aparicion
de los continentes, cuya separacion habria provocado una evolucion distinta en
cada uno de ellos (Hidalgo, 1999).

En la actualidad se reconocen unas 60 especies diferentes, que se clasifican
en dos secciones, en funcion de la dotacion cromosémica de los individuos (Galet,
1991, como se cité en Laguna, E., 2002, p. 48):

e Muscadinea Planch. Esta seccién se caracteriza por su dotacion
cromosomica de 2n = 40. Se compone de tres especies norteamericanas:
V. rotundifolia Michx., V. munsoniana Simpson y V. popenoiei J. H. Fennel.

e Vitis L., también conocida como Euvitis Planch., se identifica por tener una
dotacién cromosdmica 2n = 38 y comprende el resto de las especies del
género:

v Vides americanas:
o De clima templado
= Serie oriental: V. labrusca, V. aestivalis y V. lincecumii.
= Serie central: V. riparia, V. berlandieri y V. rupestris.
o De clima calido
= Serie de la Florida: V. coriacea, V. gigas, V. simpsonii y V. smalliana.
= Serie tropical: V. bourgoeana y V. caribaea.

v Vides asiaticas: V. davidii y V. amurensis.

v" Vides euroasiaticas: V. vinifera.

En la actualidad, en Europa y Asia coexisten dos formas distintas de Vitis
vinifera: la forma cultivada (Vitis vinifera subsp. vinifera) y la forma salvaje (Vitis
vinifera subsp. sylvestris), que es considerada la antecesora de la primera
(Zohary, 1995).
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Introduccion

El proceso de domesticacion de la vid parece estar estrechamente
relacionado con el descubrimiento del vino. Se seleccionaban las vides que
pudieran garantizar un nivel de azucar suficiente en los mostos para las
fermentaciones, con bayas y racimos mas grandes, en aras de una produccion
mas abundante y mas regular. Se escogian las que poseian flores hermafroditas,
ya que aseguraban una mejor polinizacion de estas y, por lo tanto, una mejor
fructificaciéon. Hasta entonces, muchas poseian Unicamente flores macho o flores
hembra, pero, actualmente, todas nuestras variedades son hermafroditas (This et
al., 2006). No obstante, no se conoce con exactitud el periodo que abarcé la
domesticacion de la vid, como también se desconoce si se traté de uno o varios
ciclos, de la misma manera que se ignora el area donde se llevé a cabo (Balda, 2014).

La diversidad genética de la vid en Europa ha sido evaluada mediante
marcadores moleculares tanto de variedades cultivadas como silvestres. La
mayoria de los autores proponen como resultado un origen mixto de las actuales,
cultivadas a partir de material importado inicialmente de Oriente Proximo
(asociadas a clorotipos C o0 D) y el de las poblaciones locales de vides silvestres
(asociadas al clorotipo A) (Arroyo-Garcia et al., 2006; Cunha et al., 2010).

1.2. Patrimonio genético

La especie Vitis vinifera incluye un elevado numero de variedades que
permanecen aun sin desentrafiar. Viala y Vermorel (1902) cifraban la cantidad en
24000 denominaciones diferentes. Por su parte, Alleweldt y Dettweiler (1994)
informaban de 10000. Hidalgo (1999) sefialaba que el numero de variedades o
encepamientos existentes sobrepasa varios millares. Segun Sotés (2021), se
estima que en el mundo hay unas 6000 variedades.

De hecho, en ltalia se evaluaron alrededor de 1000 acepciones, de las que
resultaron 745 genotipos unicos (Cipriani et al., 2010). En la coleccion de Vassal,
en Francia, se analizaron 2344 genotipos diferentes (Lacombe et al., 2013). En
Grecia, segun Lefort y Roubelakis-Angelakis (2001), se hallaron unas 663
variedades. En Portugal existen aproximadamente 450, como recogen Lopes et
al. (2006). En Espara se han obtenido 185 variedades entre las 700 accesiones
existentes en la coleccion nacional de El Encin (Cabello et al., 2011).

La pérdida de diversidad genética, tanto de las variedades cultivadas como

de las poblaciones salvajes de vid, ha ido en aumento desde finales del siglo XIX
por la crisis de la filoxera. Solo algunas zonas de suelos arenosos y otras aisladas,
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Introduccion

como Canarias, que no se vieron afectadas (y si favorecidas en la segunda mitad
del siglo XX con las politicas agrarias), asi como aquellas que han fomentado la
transformacion de vinedos viejos por cultivo de variedades preferentes en las
Denominaciones de Origen han logrado esquivar ese detrimento (Balda, 2014).
Otros factores que han acentuado esta pérdida son el desarrollo de estrategias para
la multiplicacién, los injertos y la seleccién clonal, que han llevado a una
concentracion rapida de las variedades utilizadas y a la desaparicion de otras.

La necesidad de mantener la diversidad genética es estratégica en las
especies agroalimentarias, ya que garantiza la capacidad de respuesta ante las
amenazas futuras, y lo es mas si se tiene en cuenta la incapacidad de prevision
a la que aboca el escenario de cambio climatico. Una base genética amplia no
solo es esencial para que la especie Vitis vinifera L. subsista ante nuevas plagas,
enfermedades y restricciones edafo-climaticas, sino que, ademas, favorece la
diferenciacién de los vinos y aporta caracteres especificos para experimentar e
innovar en su calidad (Santana, 2011).

1.3. Variedades minoritarias y variedades autéctonas

Los términos utilizados para definir las variedades como «minoritarias,
locales, autdctonas, antiguas o viejas» suelen usarse con frecuencia de manera
inapropiada para definir la misma cosa (Scienza y Valenti, 1999), pues no
necesariamente una variedad local es siempre autdctona o una variedad
minoritaria es local o antigua. En general, una variedad es también antigua
cuando se cultiva en ese lugar desde hace mucho tiempo, pero es muy dificil
precisar la escala de referencia. Se complica, ademas, si se tiene presente que
apenas hay datos fisicos que nos aporten informacién clara del momento de
introduccion, pues una variedad puede ser muy antigua, pero no ser local. Las
dificultades para localizar el origen de una variedad también surgen del cambio de
nombre que experimentan las mismas al pasar de una regién a otra, que las somete
a una especie de vernaculizacién, que provoca que se las acabe denominando de
forma local por el uso de expresiones dialectales (Martinez de Toda, 2004). Las
variedades locales van adquiriendo sus nombres, en muchos casos, inciertos o
derivados de caracteristicas morfologicas de las plantas o de los frutos, la forma, el
tamarno y el color (Negro Sauri; Cea y Los Oteros). De hecho, la denominacion
Negro Sauri no se registra en ningun tratado ni publicacion.

Por tanto, es dificil proponer una definicion precisa de la palabra autéctono
para la viticultura europea occidental, salvo para aquellas variedades derivadas
de la domesticacion de vides silvestres locales o de la introgresion genética sobre

- 13—



Introduccion

estas ultimas, en palabras de Martinez de Toda (2004), quien también sugiere
que seria mas correcto hablar de variedades antiguas, minoritarias y locales que
de variedades autoctonas.

Otras propuestas para definir las variedades minoritarias sugieren cefiirse, a ser
posible, a aquella variedad cultivada antes del ataque filoxérico citada por Garcia de
los Salmones (1914); o a aquella cuya superficie de cultivo se encuentra muy
reducida (inferior al 1% a nivel autondmico y menos de 1000 ha en Espana), en
algunos casos, en peligro de extincion (Cabello, 2016, diapositiva 14).

Yuste (2019), por su parte, sostiene que las variedades minoritarias suelen
ser aquellas «cuya superficie cultivada es inferior a 1000 ha en un ambito
geografico amplio determinado (pais, regién, etc.), pero cuya apreciacién como
minoritarias también depende de otros aspectos, tales como uso, valoracion,
localizacién, dispersion, etc.».

Martinez de Toda (et al., 2013) sefiala que en las variedades minoritarias se
hallan recursos genéticos de gran valor que podrian conducir al desarrollo de
nuevos estilos de vino, que ayudarian a conseguir una mejor adaptacion a los
cambios climaticos y a lograr una mayor resistencia a plagas y enfermedades.

1.4. Variedades minoritarias en el mundo

De un tiempo a esta parte ha crecido exponencialmente el empleo de variedades
minoritarias y autéctonas en todo el mundo, con el objeto expreso de salvaguardar la
biodiversidad de las vides propias de cada zona. Los vinos comercializados a partir
de estas variedades han ido logrando expandirse globalmente. Se citan varios casos
a continuacioén:

o Lavariedad de uva tinta Kalecik karasi, autéctona y principal del distrito de
Ankara (Turquia), que se emplea para la produccién de tintos de gran
calidad (Gokce, 1990, como se cité en Kelebeck et al., 2009).

o Grecia destaca por el uso de la variedad de uva tinta Agiorgitiko, cultivada
de forma casi exclusiva en Nemea, y que goza del distintivo de
Denominacion de Origen propio de su pais (Koundouras et al., 2006), igual
que las variedades de Xinomavro y Mandilaria (Kallithraka et al., 2011).

o Enltalia, la variedad de uva Trebbiano di Lugana, en la regién del conocido
lago de Garda, es la base para obtener el vino blanco de Lugana (Mattivi
et al., 2012). En Salento, perteneciente a la regién de Apulia, la variedad
Negro Amaro es la encargada de brindar tintos jévenes monovarietales
(Tufariello et al., 2012).
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e Francia no queda excluida, ya que dispone de 463 variedades autéctonas
y 256 minoritarias (Cabello, 2016, diapositiva 5). Se pueden destacar las
variedades Magdeleina Noire y San Antoni en la elaboracion de tintos y la
Guillemot en la de blancos (Canales Sectoriales Interempresas, 2019).

1.5. Variedades minoritarias en Espaina

Siguiendo este viaje por Europa, se llega finalmente a Espafa, donde el
cultivo de la vid ha venido revestido de importancia desde la Antigliedad en todo
su territorio.

A finales del siglo XX, surgen las primeras colecciones de variedad de vid
que se prospectan y recolectan. La recopilacion de material vegetal se inicié en
1893 con Manso de Zuiiga, recolectando trece variedades riojanas que formaban
la coleccion de Haro. Actualmente se conservan nueve en la Coleccion de
Variedades de Vid de El Encin, integrada actualmente en la Consejeria de Medio
Ambiente, Vivienda y Ordenacion del Territorio adscrita al Instituto Madrilefio de
Investigacion y Desarrollo Rural Agrario y Alimentario (IMIDRA). Tras Manso de
Zufiga, y sin negarle su valor de pionero, la primera coleccion importante se
atribuye a Nicolas Garcia de los Salmones en 1904, que recolectd 1699
variedades, de las cuales solo se dispone en El Encin de 447 accesiones entre
viniferas espanolas y portainjertos.

Martinez-Zaporta es el primer gran impulsor de la prospeccion de variedades
de vid, y gracias a él se guardan 636 variedades de vinificacion, mesa y
portainjertos espanolas y extranjeras. Bajo la direccion de Hidalgo se produce la
mayor incorporacién de material vegetal, y actualmente se atesoran 966
variedades de vid, principalmente accesiones nacionales, tanto de mesa como de
vinificacion. Desde el afio 2003, Cabello coordina el equipo, que ha incorporado
fundamentalmente variedades espafolas de colecciones privadas o
institucionales y vides silvestres, con un total de 648 individuos de 65 poblaciones
espanolas. Hoy en dia, 3532 accesiones componen la coleccién. Por grupos, hay
852 portainjertos, 69 hibridos productores directos (H. P. D.), 111 Vitis spp., 1852
variedades de Vitis vinifera, (de las cuales 1178 son de vinificacién y 674 de mesa)
y 648 de Vitis vinifera sylvestris (Comunidad de Madrid [s. f.]).

En Espafa, nueve variedades copan el 80% de la superficie plantada, con un

potencial de 174 variedades autoctonas y 41 minoritarias, segun traslada Cabello
(2016, diapositiva 5). De ahi que, en la actualidad, la tendencia de prospeccioén y
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recoleccion se oriente a recuperar variedades minoritarias o autéctonas en casi la
totalidad de las provincias espafolas (Yuste et al., 2006; Balda et al., 2017; Cabello
et al., 2013; Martinez y Pérez, 2000).

1.6. Variedades minoritarias en Castillay Leén

La tradicion vitivinicola en las tierras castellanas y leonesas es antiquisima,
remontandose quiza, segun recientes hallazgos arqueoldgicos del siglo IV a.C.,
al yacimiento vacceo de Pintia (Valladolid), hasta épocas anteriores a la conquista
romana (Sanz-Minguez et al., 2008).

En Castilla y Ledn la recuperacion y estudio de las variedades minoritarias han
venido impulsados a partir de 2002 por la Unidad de Cultivos Lefiosos y Horticolas,
que forma parte del Instituto Tecnoldgico Agrario de Castillay Ledn (ITACyL).

Partiendo de una coleccion inicial de 30 variedades que se conservan en la
Finca Zamaduenfas, en Valladolid, la investigacion se ha extendido por diferentes
zonas Vvitivinicolas de Castilla y Ledn, entre las que cabe sefalar las
Denominaciones de Origen siguientes: D. O. Arribes, D. O. Bierzo, D. O. Rueda,
D. O. Ledn. En dicho proyecto se han identificado y prospectado un apreciable
numero de variedades. En su conjunto se llegaron a clasificar mas de 1000 cepas
pertenecientes a 129 variedades diferentes, de las que se escogieron 29 por ser
Unicas de la zona o de muy pequefio cultivo, generalmente, dispersas en vifiedos
viejos y cuya relevancia reside en la reconstruccion del patrimonio local
(Terroaristas, 2020). De estas variedades casi desconocidas destacan por su
elevado interés desde el punto de vista agrondmico y enoldgico las variedades
Aurea, Bastardillo Chico (Merenzao), Bruial, Cenicienta, Estaladifia, Gajo Arroba,
Mandén (Garro), Negreda, Puesta en Cruz (Rabigato), Puesto Mayor, Rufete
Serrano Blanco, Tinto Jeromo, Verdejo Colorao y Negro Sauri (Merenzao).

Sobresalen por su reconocimiento y autorizacion como variedades
comerciales, hasta el momento, siete de ellas, dentro de las cuales se encuentra
la variedad Negro Sauri (Orden APA/475/2019).

1.7. Variedad minoritaria Negro Sauri

Asi se denomina a una variedad de vid en la comarca del Cea, Los Oteros y
Valdevimbre. Dentro de esta extensa zona vitivinicola, Unicamente se la conoce
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con este nombre en unos pocos municipios limitrofes de las provincias de
Valladolid (Melgar de Abajo) y Leodn (Joarilla de las Matas, San Miguel de
Montanan, Valdespino, Villeza y Gordaliza del Pino). Hasta la fecha, no existe
documentacién en la que sustentar el nombre, que tan solo se conoce por los
viticultores de la zona, que asi la llamaron desde que alcanza la memoria de los
mas mayores.

Es considerada una variedad minoritaria dentro de la D. O. Ledn e identificada
como sinonimia de la variedad Merenzao (Arranz et al., 2008). Si bien se cataloga
como una variedad minoritaria, Negro Sauri esta autorizada en varias D. O. como
Merenzao (Canarias, Galicia y La Rioja).

La variedad Merenzao es, en realidad, la variedad Trousseau, originaria de
la regién de Jura, en Francia, de donde llega a Galicia, y de ahi se traslada a
Portugal. Como se cité en Martinez (2013a), un estudio sobre la genética y la
estructura de las vides del noroeste de Espana, realizado por Diaz Losada et al.
en 2012, ha demostrado la impotancia de los cultivos franceses en el origen de
los cultivares gallegos, «debido al trabajo desarrollado por los monjes de Europa
Central, que contribuyeron a las plantaciones en Galicia después de la
Reconquista». Este hecho explicaria también la presencia de la variedad a lo
largo del Camino de Santiago, como se cité en Martinez (2013a), la informacién
relativa a las distintas sinonimias: Maturana tinta CI-76 en La Rioja; Merenzao en
el Bierzo y en el este y sureste de Galicia en las D. O. Valdeorras, Monterrei y
Ribeira Sacra; Bastardo en el suroeste de Galicia y Portugal (Diaz Losada et al.,
2013); y Maria Ordofa también en Galicia (Martinez et al., 2004, como se cit6é en
Martinez, 2013a) (Figura 1).

En cuanto a sus caracterisitcas, es una variedad, en general, de brotacién
media y maduracién temprana. Es sensible al oidio y también a Bofrytis, por la
compacidad del racimo, que suele ser de tamafio mediano-pequefio, con la baya
mediana-grande. Mantiene buenas producciones pero generalmente consigue
poco color (Arranz et al., 2008). Sin embargo, a pesar de la dificultad en conseguir
color y de una cierta tendencia a la oxidacion, es una variedad con personalidad
y COn unos aromas y unos sabores muy finos y elegantes. Cuando se logra que
exprese sus caracteristicas, puede llegar a ser sublime y diferente (Arranz et al.,
2016). Al mismo tiempo, se sefiala su posible uso en la mezcla de elaboraciones
junto a variedades locales, asi como el «potencial que puede suponer esta casta
para una zona deprimida y despoblada como Tierra de Campos», como
manifiesta el Master of Wine Pedro Ballesteros (Caballero, 2020).
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Figura 1. Recorrido de la variedad Trousseau y sus sinonimias a lo largo del Camino
de Santiago, extraido de Martinez (2013b)

2. El papel de las levaduras en el sector agroindustrial y en la
vinificacién

2.1. Las levaduras en la industria biotecnologica y de los alimentos

El alcance de las levaduras en la industria biotecnolégica y en el sector de
los alimentos es muy significativo. Si bien sus aplicaciones mas conocidas se
localizan en la produccién de cerveza, bebidas destiladas, pan y vino, existen
nuevas lineas de investigacién encaminadas a encontrarles nuevas utilidades
(Lesaffre Ibérica, 2020). Se pueden sefialar algunos ejemplos:

e En laindustria biotecnoldgica, se utilizan en los productos cosméticos, en
la obtencion de bioetanol como combustible y en la «biotecnologia
blanca». Concretamente, en esta ultima se emplea para la fabricacion
masiva de sustancias bioquimicas destinadas al area de la salud, como es
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el caso de los suplementos dietéticos con determinados betaglucanos, que
pueden ayudar a solucionar problemas de alergias, colesterol alto, etc.

e En la agricultura, se emplean en la fertilizacién y proteccién de cultivos, lo
cual hace posible reducir el uso de fertilizantes y fitosanitarios quimicos.

e En el sector de los alimentos probiéticos, tanto en seres humanos como
en animales favorecen el equilibrio de la flora intestinal, potencian el
sistema inmunoldgico, etc.

e En el pan se usan levaduras adaptadas especialmente a la produccién de
panes congelados, de molde y artesanales mas aromaticos.

e Enelvino se hace uso de ellas especialmente en la seleccion de levaduras
especificas de las distintas zonas de produccion de la uva, con el fin de
potenciar el sabor y el aroma de los caldos locales.

2.2. Levaduras vinicas

Los trabajos de Louis Pasteur en el ultimo cuarto del siglo XIX demuestran
que las levaduras presentes en las uvas son los microorganismos responsables
de las fermentaciones del vino. Mortimer y Polsinelli (1999), por su parte, sefialan
que en la uva existe una poblaciéon de levaduras que es la principal fuente de
levadura natural en la produccién de vino.

Las taxonomias actuales reconocen 149 géneros, que comprenden casi 1500
especies (Kurtzman et al., 2011b). De estas, se han aislado del mosto de uva mas
de 40 especies (Jolly et al., 2006; Ciani et al., 2010). Las levaduras pueden ser
conocidas por dos nombres validos. El nombre teleomérfico se refiere al estado
sexual que produce ascosporas (Kurtzman et al., 2011a), y el nombre anamérfico
alude al estado asexual que no forma ascosporas, la clasificacion puede ser dificil
porque algunas no esporulan facilmente y, ademas, la capacidad de formar
ascosporas puede perderse durante el almacenamiento a largo plazo (Kurtzman et
al., 2011c). Las levaduras asociadas con el ecosistema de la uval/vino
generalmente se clasifican en 15 géneros diferentes: Brettanomyces/Dekkera,
Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, Hanseniaspora/Kloeckera,
Kluyveromyces,  Metschnikowia,  Pichia, = Rhodotorula, = Saccharomyces,
Saccharomycodes, Schizosaccharomycesy Zygosaccharomyces (Kurtzman y Fell,
1998b).

Las levaduras vinicas se encuentran diseminadas por toda la naturaleza. Las

generalistas estan dotadas de un nicho amplio y ocupan muchos habitats,
mientras que las especializadas se encuentran en habitats unicos. Algunas son
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consideradas como autéctonas (esenciales), y otras, como miembros aléctonos
(transitorios o fortuitos) de las comunidades propias de estos ambientes
(Pretorius, 2000). Dentro del entorno vitivinicola (habitat unico), se localizan en
las superficies de las bayas de uva y de los equipos de las bodegas (Escalante-
Minakata e Ibarra-Junquera, 2007), aunque se ha demostrado también que viven
en asociacion con la vid, y se las puede hallar usualmente sobre la corteza, las
hojas y las flores.

2.3. Microbiota asociada al viinedo

Una plétora de estudios se ha centrado en la caracterizacion de los vifiedos
y han examinado las uvas y su colonizacién por una amplia variedad de especies,
un fendbmeno para el que no existia ninguna explicacién obvia.

Barata et al. (2012) proponen sistematizar la microbiota del consorcio
microbiano de las uvas (WMC: levaduras, bacterias del acido acético y bacterias
del acido lactico) en tres grupos principales, caracterizados por un
comportamiento similar en las uvas:

o Oligotroéficas, levaduras basidiomicetos oxidativas, hongos similares a las
levaduras A. pullulans y bacterias del acido lactico (Lactobacillus spp.,
Oenococcus oeni).

o Copiotréficas, ascomicetos oxidativas (algunas Candida spp.), levaduras
apiculadas débilmente fermentativas (Hanseniaspora spp.), formadoras de
pelicula (Pichia spp.) y fermentativas (C. zemplinina, Metschnikowia spp.).

o Copiotroéficas, levaduras fuertemente fermentativas (Saccharomyces spp.,
Torulaspora spp., Zygosaccharomyces spp., Lachancea spp. y Pichia
spp.) y las bacterias del acido acético aerdbicas obligadas (Gluconobacter
spp., Gluconoacetobacter spp., Acetobacter spp.).

Al respecto de la citada microbiota de las bayas, Barata et al. (2012)
plantearon que la proporcion que ocurre entre los grupos de microorganismos
depende de la etapa de maduracion de la uva y de la disponibilidad de nutrientes.
De hecho, el estado de salud es el principal factor que afecta la ecologia
microbiana de las uvas: las uvas danadas poseen un mayor numero de microbios
y una mayor diversidad de especies en comparacion con las sanas. Después del
envero (inicio de la maduracién), la microbiota de las bayas sanas e intactas esta
dominada por levaduras basidiomicetos (Cryptococcus spp., Rhodotorula spp.,
Sporobolomyces spp.) y el hongo similar a la levadura Aureobasidium pullulans.
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Al acercarse el tiempo de cosecha hay un aumento de poblaciones ascomicetos
oxidativas o de fermentaciéon débil (Candida spp., Hanseniaspora spp.,
Metschnikowia spp. y Pichia spp.). Al final del ciclo, proliferan las de tipo
ascomiceto fuertemente fermentativas por la alta disponibilidad de nutrientes
debido al dafo de la uva (Saccharomyces spp., Torulaspora spp.,
Zygosaccharomyces spp., Lachancea spp. y Pichia spp.).

En cuanto a las especies, las levaduras basidiomicetos oxidativas, sin ningun
interés enoldgico, como Sporobolomyces, Cryptococcus, Rhodotorula,
Filobasidium spp. y Aureobasidium pullulans prevalecen principalmente en el
entorno del vinedo (suelo, corteza, hojas, uvas) (Subden ef. al., 2003;
Prakitchaiwattana et. al., 2004; Renouf et. al., 2005). Entre los ascomicetos, las
levaduras fermentativas apiculadas (Hanseniaspora uvarum [teleomorpha]
Kloeckera apiculata [anamorphal) y las levaduras oxidativas (principalmente del
género Candida, Pichia y Metschnikowia) predominan en las uvas maduras
(Davenport, 1974; Sabate et. al., 2002; Jolly et. al., 2003; Subden et. al., 2003;
Prakitchaiwattana et. al., 2004; Renouf et. al., 2005).

Partiendo de las observaciones de estos autores, se espera que la poblacion
no-Saccharomyces (NS) sea dominante en las primeras etapas del procesamiento
del mosto de uva (Zott, 2008). Por el contrario, Saccharomyces cerevisiae aparece
en concentraciones extremadamente bajas (Fleet, 2003) en la superficie de las
bayas sanas y sin dafo (0,1%) o en suelos (Martini et. al., 1996), mientras que las
bayas dafiadas proporcionan inéculos de 10%-102 células/ml de mosto (Mortimer y
Polsinelli, 1999).

2.4. Terroir y factores que influyen sobre la microbiota

El terroir vitivinicola es una zona en la cual se desarrolla el conocimiento
colectivo de las interacciones entre el entorno fisicamente identificable y las
practicas vitivinicolas aplicadas. Ambos dotan de distintas caracteristicas a los
productos que se originan en ella (Resolucion OVI/Viti 333/2010).

Gobbi (2019) propone el concepto de terroir microbiano para mejorar las
practicas vitivinicolas sostenibles, dadas las crecientes demandas de calidad en
la industria del vino. Dentro de la nocion de terroir, los ecélogos y microbiologos
inicialmente plantean la hipotesis de que la firma metabdlica del vino esta
parcialmente influenciada por microbios. De hecho, estos son importantes en
cualquier etapa del proceso de elaboracion del vino, ya que pueden afectar a la
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salud vy fisiologia de las plantas en el vifiedo y también realizar el proceso de
fermentacion en las bodegas. A este aspecto lo denomina terroir microbiano.

Mas et al. (2015), por su parte, determinan que cada zona tiene una poblacién
de microorganismos caracteristica, lo que se podria definir como una «huella
microbiologica» de la region.

Estas comunidades microbianas estan distribuidas geograficamente; varian en
el tiempo y presentan su propia dinamica, de acuerdo con diferentes aspectos
relacionados con el cultivo, el manejo del vifiedo y el clima (Bokulich et al., 2013).
También se ven afectadas por la ubicacion geografica, la variedad de uva y el
desarrollo de la vid (Varela y Borneman, 2017).

Muchos de estos aspectos no son independientes, y es de esperar que
puedan afectar a la proporcion de las levaduras en las diferentes regiones
vitivinicolas (Amerine et al., 1967; Longo et al., 1991).

Estudios recientes destacan la contribucién de la microbiota asociada a una
region vitivinicola, ya que ofrecen la oportunidad de potenciar el vino, con el estilo
y las caracteristicas organolépticas resultantes asociadas a un terroir geografico
particular (Csoma et. al., 2010; Di Maio et. al., 2012).

Por su parte, conocer el terroir y los factores que influyen sobre la diversidad
de especies determinaria una seleccion precisa de cepas locales, lo cual podria
representar el paso final para lograr vinos pertenecientes por completo a su propio
terroir (Vaudano, 2019).

2.4.1. Los factores que influyen sobre la microbiota
2.4.1.1. Condiciones climaticas

La diversidad y supervivencia de las levaduras en el viiedo se han
relacionado con la dependencia de factores climaticos como la temperatura y la
lluvia, entre otras. Las lluvias, la temperatura, etc. parecen ser determinantes, en
este sentido, para autores como Cordero-Bueso et al. (2011ay 2011b) y Tello et
al. (2012).

En la misma linea se sittan Cadez et al. (2010), quienes muestran que el
efecto de las condiciones climaticas es mayor en la composicion de las
comunidades microbianas en las bayas en comparacién con los fungicidas
estudiados. Li et al. (2010) refieren que los recuentos de levadura en las uvas de
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vino de Wuwei fueron significativamente mas bajos que los de las muestras de
otros lugares, lo que pudo deberse a las condiciones climaticas especificas de la
region de Wuwei.

Otros autores no han encontrado relacion entre las condiciones climaticas y
la diversidad de levaduras, como Jolly et al. (2003), que estudiaron durante tres
afos la poblacién de levadura no-Saccharomyces en cuatro regiones diferentes
de Sudafrica y no encontraron ningun patron que vinculara especie con zona
climatica.

Sobre las precipitaciones y su influencia sobre las levaduras, Rousseau vy
Doneche (2001), Combina et al. (2005) y Li et al. (2010) sugieren que las lluvias
ejercen la mayor influencia sobre la poblacién de levaduras, porque podrian
favorecer la liberacion de nutrientes, aumentando su disponibilidad para la
multiplicacion de las levaduras.

Estudios sobre diversidad de especies han sefialado que las levaduras
oxidativas, como M. pulcherrima, aumentan en afos con mayor precipitacion
(Combina et al., 2005; Longo et al., 1991; Poulard et al., 1981). En el caso de
Saccharomyces cerevisiae, |la aparicion y supervivencia en los vifiedos depende
de condiciones climaticas (Parish y Carroll, 1985; Longo et al., 1991).

2.4.1.2. Los insectos y las aves

El papel de los insectos y las aves como agentes para la dispersion de
levaduras en diferentes habitats se ha evaluado en diversos estudios.

Valero et al. (2007) comprobaron que, en el vifiedo, las levaduras pueden ser
transportadas del suelo a las uvas por insectos o por el viento. En lo relativo al
papel de los insectos como vector de disemninacion de las células de
Saccharomyces cerevisiae, Mortimer y Polsinelli (1999) demostraron la presencia
de un flujo de células de S. cerevisiae entre el entorno natural y las bodegas;
debido a que esta levadura no se transmite por el aire, necesita un vector para
moverse.

El papel que desempefian los insectos continua en estudio. Algunos autores
como Ciani et al. (2004) observaron que solo las cepas de la bodega eran
responsables de la fermentacion del alcohol en cubas; sin embargo, Le Jeune et
al. (2006) mostraron que las cepas provenientes del viiedo pueden ser
parcialmente responsables de la fermentacion.
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Clavijo et al. (2010) detectaron la presencia de cepas comerciales en vifiedos
adyacentes a las bodegas e indicaron que la diseminacién de levaduras
comerciales de la bodega al vifiedo cercano podria ser frecuente, probablemente
por la transmisién de vectores como insectos y avispas.

Stefanini et al. (2012) estudiaron cepas de levadura que se aislaron de
avispas, uvas y fermentaciones en el mismo viiedo en afos diferentes vy
demostraron que estas cepas eran mas similares entre si que las derivadas de
otras ubicaciones ambientales y geograficas.

Con respecto a las aves, Francesca et al. (2012) dedujeron en su
investigacién que las que habitan en vifiedos fueron en parte responsables de la
diseminacion de levaduras fermentativas durante sus actividades de
alimentacion.

2.4.1.3. Variedad de uva, vifiedo y afiada

Existe un amplio consenso de que la microflora de la uva depende de la
ubicacién del vifiedo y otros elementos relacionados con el mismo.

Li et al. (2010) senalaron que la flora de levadura autdctona presente en la
uva diferia entre las variedades de vid y la ubicacion de cultivo. Knight et al. (2015)
sostienen que incluso puede llegar a observarse diferencias de un vifiedo a otro
y de una variedad a otra. Sin embargo, Rementeria et al. (2003) no habian
encontrado correlacion entre el numero de levaduras, la variedad de uva o el
origen de la uva.

Algunos autores atribuyen los cambios a la poblacién de levaduras, ya sea
debido a su nimero o a las especies, ya sea achacable a factores distintos a la
variedad de vid. Por lo tanto, las diferencias en la diversidad de levaduras se han
relacionado con el area de muestreo (Capello et al., 2004). Segun Valero et al.
(2007), la diversidad de levaduras puede verse influenciada por la edad y el
tamano del vifedo. También Pretorius y col. (1999) indicaron que las variaciones
intraanuales deben atribuirse a factores del vifiedo como la edad y el tamafo.

Otras investigaciones han encontrado que la diversidad variaba con el ano
de cosecha (De la Torre et al.,1999) o vendimia (Beltran et al., 2002). La
distribucion de las levaduras dentro de los vifiedos parece presentar diferencias
en la composicion de especies y niveles de concentracidon entre afiadas (Sabate
et al., 2002; Settanni et al., 2012; Valero et al., 2007; Zott et al., 2008). La
presencia de Metschnikowia y Hanseniaspora en las bayas varia mucho en
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funcién de la vendimia o afada (Prakitchaiwattana et al., 2004; Sabate et al.,
2002; Grangeteau, 2015). Vigentini et al. (2015) sefalaron el efecto anada v,
adicionalmente, que algunas cepas de Saccharomyces cerevisiae aisladas de
diferentes bodegas ubicadas en la misma regiéon podrian ser muy similares,
destacando una correlacion entre cepas y region enologica.

2.4.1.4. Microclimas, origen geografico y factores genéticos

Diversos estudios han evaluado el efecto de los microclimas, el origen
geografico y los factores genéticos. Setati et al. (2012) interpretaron que la mayor
heterogeneidad de levadura en muestras de uva recolectadas en diferentes sitios
dentro de vifiedos individuales se debia a los muchos microclimas existentes, e
incluso tenia relacién con el sombreado diferencial de las hojas y la estructura del
racimo de uva. Belda et al. (2016) describieron patrones metabdlicos distintivos y
agrupacion para las levaduras en funcion de su origen geografico. Finalmente, los
factores genéticos varian de una region a otra segun lo descrito por Garofalo et
al. (2016).

2.4.1.5. Manejo del vifiedo y practicas agricolas

En relacion con el manejo del vifiedo, cabe sefalar el impacto que el uso de
antifungicos tiene sobre las levaduras, de acuerdo a los estudios de Monteil et al.
(1986). Ganga y Martinez (2004), detectaron una menor diversidad de especies
no-Saccharomyces con el uso de fungicidas contra Botrytis cinerea. Braconi et al.
(2006) destacaron la relevancia de los herbicidas en las levaduras.

Pinto (2014), hizo alusién a los tratamientos quimicos, sobre los que dedujo
que afectan al microbioma de la vid y que son responsables de la aparicion de
cepas de patdgenos resistentes a los pesticidas.

La aparicién y supervivencia de Saccharomyces cerevisiae en vifiedos estan
relacionadas con las practicas vitivinicolas, Cordero-Bueso et al. (2011ay 2011b),
Rosini, (1982), Pretorius et al. (1999) y Schuller et al. (2012). En el caso de
Saccharomyces cerevisiae, Nurgel et al. (2005) sefialaron que los altos recuentos
de Saccharomyces cerevisiae en jugo de uva de uvas blancas y tinta cultivadas
en Anatolia debido a uso excesivo de sulfito en el vifiedo. Ciertas practicas
enoldgicas aplicadas en la bodega también pueden afectar a la diversidad de
levaduras del vinedo circundante (Grangeteau et al., 2016).

También Yanahida et al. (1992), Rementeria et al. (2003) y Valero et al.
(2007) concluyeron que las diferencias en la diversidad de levaduras se
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relacionan con el sistema agricola y manejo del suelo. Martini et al. (1980), Rosini
et al. (1982) y Pretorius et al. (1999) aludieron a la importancia de la técnica de
vendimia y los métodos de cultivo y labranza. Grangeteau et al. (2017) indicaron
que todas las practicas agricolas pueden impulsar no solo la composicion de la
microbiota relacionada con el suelo y las plantas, sino también la diversidad y la
respuesta de las especies relacionadas con la fermentacion.

2.5. Levaduras asociadas a la fermentacion

La fermentacién es un proceso bioquimico complejo en el que intervienen
varios tipos de microorganismos. Las levaduras son las responsables de la
fermentacion alcohdlica, proceso en el que se consumen azulcares para producir
alcohol, diéxido de carbono y otros compuestos quimicos tales como ésteres,
acidos organicos, etc. (Fleet, 2003).

En el proceso de fermentacion, las levaduras se pueden dividir, a grandes
rasgos, en dos grupos: las levaduras no-Saccharomyces y la levadura
Saccharomyces cerevisiae, que es la principal levadura durante la fermentacién
(Bokulich et al., 2013; Mannazzu et al., 2002).

Respecto a los principales géneros de las levaduras durante el proceso de
fermentacion, primero surgen las de los géneros Kloeckera, Hanseniaspora y
Candida, que predominan en las etapas iniciales, seguidas de varias especies de
Metschnikowia y Pichia en las etapas intermedias, cuando el etanol se eleva al 3
t 4%. Las Ultimas etapas de las fermentaciones naturales del vino estan
dominadas invariablemente por las cepas de Saccharomyces cerevisiae
tolerantes al alcohol. Otras levaduras, como las especies de Brettanomyces,
Kluyveromyces, Schizosaccharomyces, Torulaspora y Zygosaccharomyces,
también pueden estar presentes durante la fermentacion y, posteriormente, en el
vino; algunas de ellas pueden afectar negativamente a la calidad sensorial
(Pretorius, 2000).

El término no-Saccharomyces (NS) engloba a todas aquellas levaduras de
diferentes géneros que estan presentes en el mosto y durante las primeras fases
de la fermentacion, antes de que S. cerevisiae las desplace (Tronchoni et al.,
2017). También, en menor numero, se encuentran en el equipo de bodega (Jolly
et al., 2003).
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Si bien en el pasado estas levaduras se consideraban como alterantes de la
calidad, este término cada vez estd mas ligado a un grupo de levaduras que
pueden contribuir positivamente, al aportar variabilidad y tipicidad, y que
constituyen una fuente de innovacion enoldgica (Tronchoni et al, 2017). A pesar
de su reduccién progresiva durante la fermentacion del vino, las levaduras no-
Saccharomyces se consideran miembros importantes del ecosistema mosto-vino
y capaces de aumentar la «complejidad» de los perfiles sensoriales de los vinos
mediante la produccion de una gama masiva de compuestos sensoriales-activos,
en realidad, superiores a los asociados habitualmente solo a Saccharomyces
(Fleet, 2008).

El origen de Saccharomyces cerevisiae en la fermentacion espontanea es
bastante controvertido (Pretorius, 2000). Algunos autores consideran que
proviene de la comunidad microbiana residente en las bodegas. Otros, como
Mortimer y Polsinelli (1999), observaron que las uvas dafadas son ricas
depositarias de Saccharomyces cerevisiae, lo que demuestra que el vifedo puede
ser un almacén natural. Aponte (2016) también destacd que Saccharomyces
cerevisiae es miembro de la microbiota del vinedo. También Querol et al. (2018)
estudiaron este aspecto.

Varios estudios han abordado la contribucion de las levaduras no-
Saccharomyces y sus diferentes aplicaciones en la fermentaciéon del vino
(Pramateftaki et al., 2000; Jolly et al., 2003; Combina et al., 2005; Zott et al., 2011)
asi como de las cepas de Saccharomyces (Querol et al., 2018).

Charoenchai et al. (1997) y Fernandez et al. (1999) investigaron sobre las
levaduras no-Saccharomyces y su aplicacion en la vinificacion, dada su
capacidad para producir enzimas de valor biotecnolégico. Asimismo, Strauss et.
al. (2001) evaluaron la capacidad de las levaduras no-Saccharomyces de producir
enzimas extracelulares, tales como esterasas, (licosidasas, lipasas,
glucosidasas, proteasas y celulasas, generalmente involucradas en la hidrolisis
de componentes estructurales y relacionadas con el perfil aromatico de los vinos.

Mas especificamente, durante la fermentacion del vino, diferentes especies de
no-Saccharomyces secretan cantidades significativas de proteasas que producen
compuestos olorosos como terpenos, norisoprenoides C13, ésteres y cetonas que
afectan a la calidad aromatica del vino elaborado (Maturano et. al., 2015).

También se ha investigado sobre su aplicacion en la vinificacion, teniendo en
cuenta su capacidad para producir constituyentes volatiles y no volatiles que
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contribuyen a la complejidad del vino final (Ciani et al., 2010; Zott et al., 2008;
Grangeteau et al., 2015).

A menudo con menor rendimiento de etanol y al no ser posible completar la
fermentacion (Fleet, 2008), se utilizan en inoculaciones secuenciales con S.
cerevisiae para obtener vinos con menor graduacion alcohdlica y diversos aromas
(Canonico et al., 2016; Padilla et al., 2016) y sabor (Esteve-Zarzoso et al., 1998;
Fleet et al., 2003). Por este motivo, brindan una solucién a la tendencia creciente
de los vinos de alto contenido alcohdlico, que son en parte atribuibles al
calentamiento climatico (Gonzalez et al. 2013, Quiros et al. 2014, Morales et al.
2015, Varela et al. 2015).

En la actualidad, en el mercado se encuentran disponibles algunas cepas
comerciales de levaduras no-Saccharomyces, entre las que se encuentran T.
delbrueckii, M. pulcherrima y L. thermotolerans (Roudil et al., 2020).

Desde el punto de vista biotecnolégico, Saccharomyces cerevisiae, ademas
del etanol, genera muchos otros metabolitos secundarios valiosos, como el glicerol,
acidos organicos, moléculas que contienen azufre, acidos grasos, alcoholes
superiores y ésteres. Una interaccion entre estos numerosos compuestos quimicos
contribuye, en cierta medida, a la calidad, principalmente aromatica y organoléptica
del vino (Fleet, 2008; Lambrechts y Pretorius, 2000; Meersman, Steensels, Paulus
et. al., 2015a; Meersman, Steensels, Struyf, et. al., 2015b).

En el caso de las cepas de S. cerevisiae involucradas en la fermentacion,
estas juegan un papel importante en las caracteristicas del producto final. La
diversidad de cepas de S. cerevisiae presentes en la fermentacion espontanea
contribuye a la composicién quimica y las cualidades sensoriales del vino
resultante (Le Jeune et al., 2006).

Capece et al. (2012) demostraron que cepas autoctonas de S. cerevisiae se
adaptan mejor a las condiciones ambientales locales que las cepas no
autoctonas. De hecho, cada cepa de S. cerevisiae es capaz de producir diferentes
tipos y cantidades de compuestos secundarios, que son determinantes en las
caracteristicas organolépticas deseables de un vino (Pretorius, 2000; Romano et
al., 2003; Barrajén et al., 2011; Scacco et al., 2012).

También se ha documentado la diversidad entre los aislados de
Saccharomyces y el impacto de esta diversidad sobre la composicion del vino.
Csoma et al. (2010) evaluaron la diversidad genética y fisiologica de aislados
Saccharomyces en fermentacién espontanea en Hungria y concluyeron que el
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genoma de Saccharomyces cerevisiae puede ser mas flexible, lo que le permite
una adaptacion mas eficiente al continuo entorno cambiante en la fermentacion
del vino.

Por otro lado, Di Maio et al. (2012) estudiaron la biodiversidad en las
poblaciones de levaduras enolégicas naturales en una pequefia zona de Sicilia
(Italia). Del total de cepas de levaduras Saccharomyces evaluadas a nivel de
fermentacion y tecnologico, al menos 209 resultaron superiores a las cepas de
levadura industrial.

2.6. Identificacion de levaduras

La diversidad de la microbiota del vifiedo, la uva y el vino se ha estudiado en
profundidad utilizando métodos microbiolégicos tradicionales que incluyen
microscopia, cultivo en diferentes medios de agar y caracteristicas bioquimicas
(Morgan et. al., 2017).

Durante las ultimas décadas, se han empleado técnicas moleculares basadas
en el analisis del ADN, como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y la
identificacion de genes de ARN ribosémico (ARNr) como moléculas diana, asi
como metodologias dependientes de cultivos, para la identificaciéon de
microorganismos después del aislamiento y crecimiento en cultivos puros
(Esteve-Zarzoso, 1999; Alessandria et al., 2013).

Con el tiempo, se han ido desarrollando una serie de técnicas para la
identificacion de cepas de levaduras, que se revisan brevemente a continuacion.

2.6.1. Métodos moleculares para la identificacion de especie
2.6.1.1. Secuenciacion de ADN ribosémico (ADNr)

Las especies de levadura pueden identificarse mediante la comparacion de
secuencias de nucledtidos de regiones del ADNr. Las dos regiones mas
comunmente utilizadas son las regiones D1y D2, que codifican las subunidades
ribosémicas 26S (Kurtzman y Robnett, 1998a) y 18S (James et al., 1997). La
disponibilidad de secuencias en las bases de datos de ADN, particularmente para
la region D1/ D2 del gen 26S, hace que esta técnica sea util para asignar levadura
desconocida a una especie especifica cuando la homologia de la secuencia es
superior al 99% (Kurtzman y Robnett, 1998a).
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2.6.1.2. Analisis de restriccion de ADN ribosémico (ADNr)

Consiste en la amplificacion por PCR de regiones de ADNr, seguida del
analisis de fragmentos amplificados y perfiles de restriccion por especie. Una
region de ADNr que puede usarse para diferenciar entre especies es la que
incluye el gen 5.8S vy las regiones intergénicas adyacentes ITS1 e ITS2. Esta
técnica fue utilizada por Guillamon et al. (1998) para la identificacion rapida de
levaduras enoldgicas y luego fue utilizada por Fernandez-Espinar et al. (2000)
para la identificacion de levaduras de vinos de Jerez. Ganga y Martinez (2004)
también realizaron un estudio ecoldgico en fermentaciones controladas. Los
fragmentos amplificados y los perfiles de restriccion para estas especies con
Haelll, Hinfl, Cfol y Ddel estan disponibles en linea en <http://yeast-id.com/>. Si
no se utilizan los perfiles de restriccidon, se puede secuenciar el ADN ribosémico.

2.6.1.3. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)-electroforesis en gel de
gradiente desnaturalizante (DGGE)

Esta técnica, introducida en la ecologia microbiana por Muyzer et al. (1993),
se basa en la amplificacion por PCR y la electroforesis en gel de gradiente
desnaturalizante (DGGE). Separa los fragmentos de ADN de la misma longitud
en funcion de las diferencias de secuencia. La migracién del ADN se retrasa
cuando las cadenas de ADN se disocian a una concentracion especifica de
agente desnaturalizante. Otra técnica relacionada con la electroforesis en gel de
gradiente desnaturalizante (DGGE) es la electroforesis en gel de gradiente de
temperatura (TGGE). Varios autores han utilizado estos métodos para la
identificacion de levaduras en fermentaciones de vino (Prakitchaiwattana et al.,
2004; Urso et al., 2008).

2.6.2. Métodos moleculares para la diferenciacion entre cepas de
Saccharomyces cerevisiae

Diversos métodos moleculares permiten la identificacion de Saccharomyces
cerevisiae a nivel de cepa. Son métodos necesarios no solo para investigar la
diversidad de esta especie, sino también para seleccionar cepas para su uso
como cultivos puros, una practica muy extendida en las industrias vitivinicolas
donde las cepas pueden contribuir a una caracteristica especifica del producto
final (Dequin, 2001; Suzzi et al., 2012).
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2.6.2.1. Hibridacion genémica comparativa (CGH)

Esta técnica es capaz de detectar pérdida, ganancia y amplificacion del
numero de copias a nivel cromosémico. Se sabe que la deteccién de
amplificaciones es sensible a menos de 1 Mb. La técnica es sensible a tipos
especificos de ganancias en el numero de copias y su resolucion para supresiones
regionales es mas limitada. Esta limitacién es superada con mejoras en la resolucion y el
rango dinamico (Weiss et al., 1999), que optimizan el rendimiento mediante el mapeo
directo de las aberraciones en la secuencia del genoma. Se ha utilizado para el analisis
del polimorfismo cromosémico en vinos espumosos (Nadal et al., 1999) y para investigar
la importancia evolutiva del tamario del genoma de S. cerevisiae (Dunn et al., 2005, 2012).

2.6.2.2. Electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE)

Este método fue descrito por primera vez por Schwartz y Cantor (1984) y
consiste en la aplicacion alterna de dos campos eléctricos transversales que
posibilita que los cromosomas se vean obligados a cambiar su migracién; como
resultado, los grandes fragmentos de ADN pueden separarse. Diversos autores
han demostrado que este método de analisis de cariotipo es mas discriminativo
que otros enfoques para la tipificacion de levaduras, debido a que es capaz de
resaltar polimorfismos en perfiles cromosémicos electroforéticos de poblaciones
naturales de Saccharomyces cerevisiae en casi todas las regiones vitivinicolas
del mundo (Johnston y Mortimer, 1986; Egli et al., 1998; Sipiczki et al., 2004;
Wang et al., 2012).

2.6.2.3. RFLP-ADNmt

El ADN mitocondrial (ADNmt) de Saccharomyces cerevisiae es una molécula
pequefia de entre 60 y 80 kb caracterizada por una elevada tasa de mutacion. En
particular, las mutaciones de sustitucién de bases y los polimorfismos de longitud
del ADNmt pueden evaluarse mediante el uso de endonucleasas con diferentes
sitios diana (por ejemplo, Ddel, Hinfl, Alul y Rsal). No todas las enzimas revelan el
mismo grado de polimorfismo y los patrones de digestién dependen, en gran
medida, de la especie. En el caso especifico de Saccharomyces cerevisiae, las
enzimas mas adecuadas para diferenciar entre cepas son Hinfl y Haelll (Guillamén
et al., 1994). Este método lo utilizaron Di Maio et al. (2012) para estudiar la
biodiversidad de las poblaciones de levaduras enolégicas aisladas durante varios
afos en bodegas sicilianas sin previo uso de levaduras comerciales, lo que permitid
la diferenciacion entre las cepas de levaduras estudiadas.
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2.6.2.4. RAPD-PCR

Esta técnica se basa en el uso de un solo cebador corto (8-12 nucleotidos)
que amplifica las secuencias de ADN «anoénimasy. Por lo tanto, las uniones entre
el oligonucledtido y el ADN estan determinadas por la secuencia corta y aleatoria
del cebador, que favorecidas por la baja temperatura de hibridacion, conducen a
la amplificacion de una variedad de fragmentos de ADN distribuidos por todo el
genoma. El resultado es un patrén de productos amplificados de diferente peso
molecular que pueden ser caracteristicos de la especie o de diferentes cepas o
aislados dentro de la misma especie (Bruns et al., 1991; Paffetti et al., 1995).
Tofalo et al. (2007) utilizaron este enfoque para reconocer cepas de
Saccharomyces cerevisiae genéticamente diferentes en cuatro areas productoras
de vino distintas de la regidn de Apulia (Italia). Los resultados obtenidos mostraron
que las diferencias genéticas reflejan la biodiversidad fenotipica.

2.6.2.5. Analisis de microsatélites

Los microsatélites, también conocidos como repeticiones de secuencia
simple (SSRs) o repeticiones cortas en tandem (STRs), varian sustancialmente en
longitud. Los microsatélites son secuencias repetidas de uno a seis pares de bases
de ADN que se caracterizan por un alto nivel de polimorfismo. La variabilidad
encontrada en estas regiones puede demostrarse mediante amplificacion por PCR,
utilizando oligonucleoétidos especificos, como (GTG) 5, (GAG) 5, (GACA) 4 o M13.
Varios trabajos han descrito el uso de microsatélites en Saccharomyces cerevisiae,
con el objetivo de identificar los loci mas polimérficos con una alta diversidad alélica,
que se pueden utilizar tanto para la identificacion de cepas como para el
establecimiento de cepas de origen geografico o tecnoldgico. Richards et al. (2009)
compilaron una base de datos de 246 genotipos para la caracterizacion de cepas
comerciales y autoctonas. Ayoub et al. (2006) hallaron que los genotipos que no
podian solucionarse mediante microsatélites a veces se solucionaban mediante
analisis de secuencia o PCR-interdelta. Vaudano (2019) utilizé6 este método para
distinguir las cepas de S. cerevisiae mediante el uso de tres loci de microsatélites
altamente polimorficos (SC8132, YOR267C y SCPTSY7).

2.6.2.6. Amplificaciones de secuencia &

Las secuencias & son secuencias flanqueantes (300 pb), asociadas
frecuentemente con los transposones Ty1 y Ty2 que estan dispersos por todo el
genoma, y son particularmente comunes en regiones cromosomicas terminales
(Franco-Duarte et al., 2011). También se encuentran como elementos unicos. El
numero (de 35 a 55) y la ubicacion de estos elementos son variables entre
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especies, por lo que las secuencias & representan marcadores genéticos Utiles
para la identificacion de polimorfismos. Es adecuado para la caracterizacion de
un elevado numero de cepas porque es facil de realizar, econémico y rapido.
Legras y Karst (2003), para mejorar este método, disefiaron cebadores
alternativos (d12 y d21) que se ensamblan cerca de los sitios de unién descritos
inicialmente por Ness et al. (1993) para los cebadores d1 y d2. Padilla et al. (2016)
lo utilizaron para evaluar la diversidad genética intraespecifica de cepas de S.
cerevisiae de ocho fermentaciones espontaneas en siete perfiles electroforéticos
diferentes, y hallaron mas de una cepa, lo que indica la coexistencia de varias
durante el proceso de vinificacion.

2.6.2.7. Tipos de secuencias multilocus (MLST)

Oftra técnica utilizada para la tipificacion de cepas de S. cerevisiae es la
tipificacion de secuencias multilocus (MLST). Ayoub et al. (2006) la sefialan como
valiosa para la tipificacibn microorganismos. Las cepas son caracterizadas
utilizando secuencias de ADN de fragmentos internos de multiples genes
domésticos, donde la variacion acumulada es relativamente baja y tiende a ser
selectivamente neutra. Es altamente confiable y discriminatoria a nivel de cepa,
debido a que se basa en la secuenciacion de nucleétidos. Los resultados son
facilmente comparables entre laboratorios. Vigentini et al. (2009) emplearon este
método para evaluar la biodiversidad genética de cepas comerciales, aisladas en
vino, y cepas de laboratorio de S. cerevisiae mediante el cribado de nucleétido
(SNPs) implicado en la produccién de vino.

2.6.3. Otras técnicas de identificacion de levaduras

En los ultimos afios, cabe sefalar la contribucion de la secuenciacion de alto
rendimiento (HTS) y otras metodologias, como la metagendmica, en el ambito del
vino, que se estan utilizando para desentrafiar la diversidad microbiana del
vifiedo. Concretamente, las técnicas basadas en HTS han permitido, por un lado,
obtener la descripcion de la composicion taxondmica de la comunidad microbiana
y, por otro lado, explorar las relaciones filogenéticas y su variabilidad genética
(Orgiazzi et al., 2013). Asimismo, han facilitado el estudio de la diversidad
microbiana en los vifiedos, especificamente, de la influencia de las practicas de
gestion del mismo (Bokulich et al., 2013; Portillo et al., 2016) y en las bodegas e
instalaciones (Bokulich et al., 2013).

También estan disponibles otras tecnologias de secuenciacidn masiva, cada
una con sus ventajas y desventajas (Shendure, 2008; Suzuki, 2011; Liu, 2012).
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Justificacion y Objetivos

El cultivo de la vid cuenta con una vasta tradicién y amplia base social en las
comarcas de Los Oteros y Cea (sureste de Ledn y noroeste de Valladolid). Varios
de sus municipios estan incluidos en la D. O. Ledn, donde la variedad Prieto
Picudo es la principal.

La continua y necesaria adaptacién de la vitivinicultura a los cambios y
exigencias del nuevo consumidor ha llevado, por una parte, a una mejora
generalizada de los vinos vy, por otra, a una pérdida de la originalidad que los
«liga» a la «zona de produccion» (Martinez de Toda, 2004).

Para asegurar una buena diferenciaciéon del producto y tipo de vino es
necesario que posea como punto distintivo las caracteristicas del terroir y de las
variedades de la vid. El concepto francés de terroir establece que la composicion
de las uvas producidas en una region de cultivo especifica estara influenciada por
el entorno local, y también incluye la minima intervencion en la modificacion del
entorno del cultivo para que el mismo sea evidente (Laville, 1990).

Desde hace algunos afios existe una tendencia a recuperar las variedades
minoritarias o locales. En ellas residen recursos genéticos de gran valor que
podrian conducir al desarrollo de nuevos estilos de vino y serian utiles para
conseguir una mejor adaptacién a los recientes cambios climaticos y para lograr
una mayor resistencia a plagas y enfermedades (Martinez de Toda et al., 2013).

Negro Sauri es una variedad minoritaria que han rescatado la empresa
Melgarajo, S.A., junto al Instituto Tecnoldgico Agrario de Castilla-Ledn (ITACyL)
y los centros Coceder/Valdecea, bajo el amparo del Ministerio de Agricultura,
Pesca, Alimentacion y Medio Ambiente, como aparece publicado en la Orden
APA/475/2019, que la reconoce como variedad comercial.

Knight et al. (2015) han descrito que la biodiversidad resultante de la
microbiota asociada a la vid podria potencialmente identificar un vifedo,
vinculando las caracteristicas del vino especificamente con el terroir o el medio
ambiente.

Asimismo, se cree que la abundancia y variabilidad de las especies de
levadura autéctonas en las uvas depende en gran medida del clima, del suelo,
del terreno y de los procedimientos de cosecha de una region (Barata et al., 2012;
Capozzi et al., 2015).

En los ultimos anos existe una demanda creciente de bodegas particulares
que seleccionan levaduras dentro de su vifiedo para potenciar las caracteristicas
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especificas o la idoneidad de las variedades de uva locales (Tristezza et al., 2014;
Schvarczova et al., 2017). De ahi que existan una multitud de especies por
investigar, incluidas las especificas de las regiones vitivinicolas geograficas que
pueden estar directamente relacionadas con las caracteristicas organolépticas de
los vinos.

En este contexto, el estudio se plantea alcanzar los siguientes objetivos:

1) Aislamiento e identificacion de levaduras autéctonas asociadas a la
variedad minoritaria Negro Sauri.

2) Estudio de la dindmica de la poblacién de levaduras desde la uva hasta la
fermentacion espontanea.

3) Evaluacion del efecto de las condiciones ambientales y del manejo del
vifiedo en el terroir microbiano.

4) Estudio de la diversidad de cepas de Saccharomyces cerevisiae durante
las afiadas 2014-2017.

5) Caracterizacion tecnolégica mediante cribado enzimatico de relevancia
enologica.
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1. Vinedo experimental y seleccién de la variedad

El estudio se realiz6 en el vifiedo de la empresa vitivinicola Melgarajo, S. A.,
ubicado en Melgar de Abajo (42° 15'48,68" N, 5° 9' 56,66" W), dentro de la D. O.
Ledn. Las vides que componen el ensayo sobre el que se realizé el trabajo
constan de 300 plantas, dispuestas en tres lineos en espaldera y 15 clones
experimentales de la variedad Negro Sauri (Figura 2).

Figura 2. Ubicacion del vinedo de Melgarajo, S. A. en la comarca del Cea y Los
Oteros. En el recuadro amarillo se aprecia el detalle de las lineas experimentales de
Negro Sauri

La investigacion se centré en la variedad Negro Sauri por ser calificada
como una variedad con personalidad que, debido a sus elegantes cualidades
de aroma y sabor como vino varietal, ha experimentado un resurgimiento en la
region de Leodn (Arranz et al., 2016).
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Negro Sauri (Figura 3), considerada una variedad minoritaria dentro de la D.
O. Leodn, e identificada como sinonimia de la variedad Merenzao (Arranz et al.,
2008), forma parte del Programa de Recuperacion y Mejoramiento de la Vid de
Espafia del Instituto Tecnoldgico Agrario de Castilla y Ledn (ITACyL) (Ibafez et
al.,, 2015). La variedad Negro Sauri, bajo la sinonimia de Merenzao, esta
autorizada en varias DD. OO. de Espafia, especificamente, en Canarias, Galicia
y La Rioja.

Figura 3. Aspecto de la sumidad, hoja joven, haz de hoja adulta, envés de hoja
adulta, racimo y baya de la variedad Negro Sauri (imagen facilitada por el ITACyL)

2. Datos climatolégicos y manejo del viiiedo

Se realizé un estudio climatoldgico (Tabla 1) y del manejo de los productos
fitosanitarios (fungicidas, herbicidas y nutrientes) (Tabla 2) en cuatro vendimias
(2014, 2015, 2016 y 2017), durante las cuales se recogieron las muestras para
este trabajo. Entre los factores climatolégicos se analizaron la pluviometria y la
temperatura en el periodo comprendido entre los meses de octubre a septiembre
del afo siguiente, correspondientes al ciclo vegetativo de la vid. Del mismo modo,
se documentd la formulaciéon y el uso de los productos fitosanitarios en dicho
periodo. Ambos estudios fueron llevados a cabo con el fin de analizar la posible
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influencia de estos factores sobre la diversidad de levaduras en el periodo
estudiado.

Tabla 1. Precipitacion (P [mm]) y temperatura media (Tm [°C]) registradas en la
estacion meteorolégica de Mayorga de Campos (Valladolid). (Datos proporcionados
por el ITACyL)

Oct | Nov | Dic | Ene | Feb | Mar | Abr | May | Jun | Jul | Ago | Sep | Total

P 2014 |822|11,5|60,0|58,6 636 |218|333|224|103|268| 1,2 |38,6| 430

P 2015 4,0 | 89,6263 |33,7|14,5| 9,0 |53,8|23,1|121,2|17,1| 2,8 | 37,4 | 432

P 2016 |84,2 (422 | 22 |1052| 47,4 |31,6 |{106,4| 784 | 2 1,2 | 36 | 11 | 535

P 2017 |29,2(228| 21 |20,4|56,4| 13,6 |7,87|30,9 |22,21/14,54({15,15| 2,63 | 257

Oct | Nov | Dic | Ene | Feb | Mar | Abr | May | Jun | Jul | Ago | Sep | Total

Tm 2014 | 124 | 58 | 20 | 55 | 50 | 7,8 |123|135|18,1|19,8 19,7 | 18,1 | 11,7

Tm2015 | 146 | 85 | 34 | 16 | 3,7 | 81 | 10,9 14,7 | 19,4 | 22,7 | 20,2 | 15,4 | 12,0

Tm2016 | 118| 80 | 49 | 54 | 52 | 59 | 84 123 (183|223 |21,6|17,7 | 11,8

Tm2017 | 128 | 65 | 38 | 23 | 63 | 82 |11,4|157(213|216|20,8|16,2| 12,3

Tabla 2. Productos fitosanitarios utilizados en Melgarajo, S.A. en el periodo 2014-
2017. (Datos facilitados por MELGARAJO S.A))

ANO AGENTE DESCRIPCION
AMICOS® COMBI Extracto vegetal. Antiesporulante de hongos y suplemento de micronutrientes
(Mn, Zn).
APACHE® Clorotalonil 37,5% + propiconazol 6,25% + ciproconazol 5%. Fungicida de
amplio espectro.
ASSISTANT® Herbicida prebrote y postbrote.
ATILA® Glifosato 36%. Herbicida postbrote.
AZUFRE OROFREX® Azufre para espolvoreo. Fungicida de amplio espectro.
CERCOBIN® Fungicida de amplio espectro, polivalente, sistémico y de contacto.
<+ | CHOKE Hidréxido de sodio y soda caustica.
é CycLO PLUS® Ftalimida 40% + metalaxil 10%. Control de mildiu y moho negro.
EMERALD® Fluazinam 50 %. Fungicida.
LATINO® Miclobutanil (triazol) 12,5%. Control de Oidium spp.
NUTRACEICO Abono boratado en suspension. Suplemento para la carencia de boro.
PROFOL PLUS 6-30-37 Abono.
SFENVALO STAR® Esfenvalerato (piretroide) 2,5%. Insecticida.
SUFREVIT® Azufre 80%. Fungicida y acaricida.
THIOVIT JET® Azufre 80%. Control de oidio, 6xido y acaros.
ToPAs 100EC® Penconazol 10 %. Control de oidio.
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ATILA® Glifosato 36%. Herbicida postbrote.

BRANDA® Acilalanina. Control de mildiu.

CALDO LAINCO Cobre 20% (sulfato de cobre y calcio). Fungicida de amplio espectro.
DEEPEST Disulfuro de tiuram 50%. Fungicida de amplio espectro.

© | FANTIC-M® Benalaxil M 4% + mancozeb 65%. Control de mildiu.

8 FLINT® Trifloxistrobina 50%. Control de Oidium spp.

LAITRI Miclobutanil (triazol) 12,5%. Control de Oidium spp.
MEDELINON FLOW Diclorofenilurea 45%. Herbicida sistémico.
ORTHOCIDE® Ftalimida 80%. Control de oidio.

PROWL® Pendimetalina 33%. Herbicida.

BORIGAN™ Borato. Agente humectante.

COBRE LAINCO Oxicloruro de cobre 50%. Control de mildiu.
FLINT® Trifloxistrobina 50%. Control de Oidium spp.
GLITAN Glifosato. Herbicida postbrote.

«© | GRANO DE ORO® Azufre 98,5%. Fungicida.

& | KARDA Glifosato. Herbicida postbrote.

N Lancoi Aceite de horticultura o jardin 83%. Pesticida.

LAITRI Miclobutanil (triazol) 12,5%. Control de Oidium spp.
MELODY® CoMmBI Ftalimida 56,3% + carbamato 9 %. Control de mildiu.
PRINALUM® Pendimetalina 33%. Herbicida.

TACTIC™ Organosilicon surfactante.

AciLia NPK Fertilizante complejo inorgénico.

ARMETIL® Ftalimida 40% + metalaxil 10%. Control de mildiu.
AzUFRE LiQuiDo 80 Azufre concentrado en suspension. Acaricida.
PALLARES®

COLLIS® Boscalida 20% + metil kresoxima 10%. Control de Oidium spp.
DELTAPLAN® Deltametrin 2,5%. Control larvas de polilla.
GLIFOSATEC® Glifosato. Herbicida postbrote.

": GLITAN Glifosato. Herbicida postbrote.

Q | KARATHANE™ STAR Meptildinocap 35%. Control de Oidium spp.
MICLOBUTANIL Miclobutanil (triazol) 12,5 %. Control de Odium spp.
MICROFER CA Calcio.

MICROFER MG Magnesio.

PROTAMINAL® PLUS Aminoacidos.

SoLUCION NITROGENADA | Nitrégeno fertilizante.

VAMECTIN® Abamectina 1,8%. Acaricida y pesticida.
ZARPA® Diflufenican 4% + glifosato 16%. Herbicida.

3. Procesamiento y analisis de las muestras

3.1. Toma de muestras

Se recogieron dos tipos de muestras durante cuatro afiadas consecutivas
(2014, 2015, 2016 y 2017). Una correspondia a uva, y otra, a mosto destinado a la
fermentacidn espontanea en la instalacién experimental dentro de Melgarajo, S. A.,
que se utiliza solo para la produccién de vino de investigacion de Negro Sauri. Para
ambos casos se recolectaron uvas con un indice de madurez de ~ 24 Bx.
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3.2. Procesamiento de las muestras

Las muestras de uva (1 kg) se recolectaron asépticamente, a mano y de
forma aleatoria, seleccionando uvas de diferentes partes de los racimos,
pertenecientes a los tres lineos que forman parte del vinedo experimental. Se
recogieron en bolsas de plastico estériles e inmediatamente se llevaron al
Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de
Ledn para su estudio.

Las uvas destinadas al proceso de fermentacion espontanea (~ 500 kg) se
vendimiaron a mano, en cajas de 20 kg, para posteriormente ser despalilladas,
prensadas y transferidas a los tanques de acero inoxidable (500 L). Del mosto
resultante se tomé una primera muestra, que mas tarde se traté con metabisulfito
de potasio para someterlo a fermentacion sin inocular (espontanea) a 16-18 °C.
Se recogieron muestras del mosto durante todo el proceso de fermentacion. Estas
se depositaron en frascos estériles de 100 mL de capacidad y se transportaron
nuevamente para su analisis al mismo laboratorio.

3.3. Medios de cultivo

Si no se indica lo contario, la preparacion de los medios requiere una
esterilizacion en autoclave (121 °C durante 15 min). Los suplementos o aditivos
necesarios, de acuerdo al propdsito de cada uno de estos medios de cultivo,
fueron colocados al final en cada recuadro-lista y sefialados con un asterisco (*).

3.3.1. Medio YEPD o YPD

El medio complejo YEPD se utilizd para el aislamiento de las cepas de
levaduras y el estudio de la actividad enzimatica (Lodder, 1970).

Para el aislamiento de levaduras, el medio YEPD, una vez esterilizado, se
atemperd a unos 50 °C de temperatura y se suplementdé con el antibidtico
cloranfenicol como agente bacteriostatico. La composicion del medio incluyo los
siguientes componentes por litro:
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YEPD (g/L)
Extracto de levadura 10,0
Peptona bacteriolégica 20,0
Glucosa 20,0
Agar 20,0
*Cloranfenicol 150 pg mL

3.3.2. Medio YED sélido

Este medio, que es una modificacién del anterior, se empled para el
mantenimiento y conservacion de las colonias de levaduras. La composicién por
litro era la siguiente:

YED (g/L)
Extracto de levadura 10,0
Glucosa 20,0
Agar 20,0

3.3.3. Medio YED liquido

La variante liquida, en nuestro caso, se emple6 para el crecimiento de
preindculos de levaduras, con la siguiente composicion por litro:

YED (g/L)
Extracto de levadura 10,0
Glucosa 20,0

Para el estudio de la actividad enzimatica (proteasa, lipasa, celulasa y B-
glucosidasa) seguimos el protocolo propuesto por Strauss et al. (2001); para el
analisis de la actividad esterasa se siguio el planteado por Binati et al. (2019).

3.3.4. Actividad proteasa

La actividad proteasa se evalu6 en placas YEPD con leche desnatada en polvo
(Sigma-Aldrich). La preparacion del medio se realizé separando el medio YEPD de
la solucién de leche desnatada. Posteriormente, se esterilizaron y, al alcanzar
alrededor de los 50 °C, se mezclaron ambas fracciones. La composicion por litro de
medio era la siguiente:
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YEPD (g/L)
Extracto de levadura 10,0
Peptona bacteriolégica 20,0
Glucosa 20,0
Agar 20,0
*Leche desnatada en polvo 20,0

3.3.5. Actividad lipasa

Su actividad se determiné en medio YEPD suplementado con tributirina
(Sigma-Aldrich). En este caso, el medio YEPD, una vez esterilizado, se atempero
a unos 50 °C y se le adicion¢ la tributirina. La composicién del medio incluyé los
siguientes componentes por litro:

YEPD (g/L)
Extracto de levadura 10,0
Peptona bacteriolégica 20,0
Glucosa 20,0
Agar 20,0
*Tributirina 3,0 mL

3.3.6. Actividad celulasa

La produccién de celulasa se determiné en medio YEPD suplementado con
carboximetilcelulosa (CMC, Sigma). La preparacion del medio se realizd por
separado: primero, el medio YEPD vy, después, la solucién con CMC. A
continuacion, se esterilizaron y, al alcanzar alrededor de los 50 °C, se mezclaron
ambas fracciones. La composicién por litro de medio era la siguiente:

YEPD (g/L)
Extracto de levadura 10,0
Peptona bacteriolégica 20,0
Glucosa 20,0
Agar 20,0
*Carboximetilcelulosa 4,0
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3.3.7. Actividad esteresa

Se evalud la presencia de la actividad esterasa en un medio compuesto. Para
la preparacion de este medio, primero se disolvieron los componentes en agua
destilada, se ajusto el pH = 6,8 y se esterilizd. Después, se enfrid hasta alcanzar
los 50 °C, momento en el cual se le afadié Tween® 80 estéril. El medio presentaba
la siguiente composicion por litro:

(9/L)
Peptona bacteriolégica 10,0
NaCl 50
CaClz 0,1
Agar 15,0
*Tween® 80 estéril 5,0 mL

3.3.8. Actividad B-glucosidasa

La actividad B-glucosidasa se llevé a cabo en un medio selectivo. Para la
preparacion se mezclaron los componentes en agua destilada y se ajusté el pH =
5 antes de esterilizar. Previo enfriamiento, se afiadieron 2 mL de una solucién de
citrato de amonio férrico al 1%. Su composicion se detalla a continuacion:

(g/L)
Base nitrogenada de levadura 6,7
Arbutina 50
Agar 20,0
*Citrato de amonio férrico 20 mL

4. Soluciones y tampones empleados en los medios de cultivo

Las soluciones empleadas durante esta investigacion fueron las siguientes:

- Citrato férrico 1% (p/v): se pesd 1 g y se disolvio en 100 mL de agua
destilada. Fue esterilizado por filtracién amicrobica (tamafo de poro:
0,22 pm).

- Cloranfenicol 34 mg/mL (en etanol): se pesaron 0, 034 g y se disolvieron
en etanol al 100% hasta completar un volumen de 10 mL. Se conservé a
-20 °C.
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- Etanol 70% (v/v): 70 mL de etanol completado con agua hasta un volumen
final de 100 mL.

- Glicerol 80% (v/v): se tomaron 80 mL de glicerol y se completé el volumen
con agua hasta los 100 mL. Se esteriliz6 en autoclave.

- Solucioén salina (NaCl 0,9% [p/v]): se pesaron 0,9 g de cloruro sédico, se
disolvieron en agua y se ajusto la solucion a un volumen final de 100 mL. Se
esterilizd en autoclave.

Las soluciones tampon utilizadas fueron las siguientes:

- Tampén TAE (50x): se mezclaron 242 g de Tris-HCI, 57,1 mL de &cido
aceético glacial, 100 mL de EDTA 0,5 M (pH 8) y agua destilada hasta
completar el volumen final de 1 L.

- Tampoén TE: se mezclaron 10 mM de Tris-HCIl y 1 mM de EDTA (pH 8). Se
esterilizd en autoclave.

- Tampédn de Carga (6X): se mezclaron azul de bromofenol al 25% (Sigma)
0,25 g, xilencianol al 25% (Sigma) 0,25 g y sacarosa al 40% (Sigma) 40 g y
agua destilada hasta completar un volumen final de 100 mL. La mezcla se
esterilizd en autoclave y se conservé a 4 °C, protegida de la luz.

5. Aislamiento e identificacion genética de las levaduras en uva,
mosto y fermentacion espontanea

5.1. Aislamiento y conservacioén de levaduras

Para el aislamiento de las levaduras, las muestras de uva (1 kg) se
homogeneizaron asépticamente utilizando un mezclador Stomacher® 400 (Seward
Ltd., Inglaterra) durante 1 min a intensidad normal. Posteriormente, se realizaron
diluciones decimales seriadas en solucion salina al 0,9% y se sembraron alicuotas
(0,1 mL) de muestras tanto de uvas homogeneizadas como de mosto en la
superficie de placas de YEPD sélido con pH de 4,5 y suplementado con 150 ug
mL-' de cloranfenicol (Sigma-Aldrich) para inhibir el crecimiento bacteriano. Las
placas se incubaron a 30 °C durante 2-3 dias.

Después de la incubacion, los diversos tipos de colonias visibles obtenidas
en cada una de las diluciones se usaron para el aislamiento. Fueron elegidas al
azar, segun la forma, el color, las caracteristicas de la superficie y la frecuencia
(Kurtzman y Fell, 1998b). Se evitaron especies ubicuas de A. pullulans y
basidiomicetos sin interés para los objetivos enologicos de este trabajo. Los
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aislados puros se sembraron en YED solido y se observaron al microscopio optico
para identificar la morfologia de las células.

Para su conservacion, los cultivos de levadura se preservaron a -80 °C en
medio YED liquido con glicerol al 30% como crioprotector para su posterior
identificacion genética (Figura 4).

procesamiento §
de las
muestras

diluciony aislamiento
en medio selectivo

v \f/ '_

seleccion de colonias por forma,
color, superficiey frecuencia

o
P

identificacion genética de especies
conservacion en YED + glicerol 30% regin 85T de AON

s

(889 pb)

—
(450 pb)

amplificacion del ADN por PCR visualizacion por electroforesis

Figura 4. Esquema del proceso de aislamiento, conservacion e identificacion de las
levaduras seleccionadas
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6. Identificacion genética de las levaduras

La identificacién de las levaduras objeto de estudio se llevé a cabo por
deteccién molecular mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
descrita por Mullis et al. (1986), que consiste en la amplificacién in vitro de un
fragmento concreto de ADN utilizando iniciadores o cebadores (primers)
especificos de la zona del genoma que se desea amplificar.

6.1. Extraccion del ADN de levaduras

Con antelacion a la realizacion de la PCR, es necesario extraer el ADN
gendmico. Este procedimiento se llevo a cabo de acuerdo con el método descrito
por Looke et al. (2011), usando colonias de levadura individuales (o células
recolectadas de 100 pL de cultivo YED liquido [DOego 0,4]). El sedimento de ADN
fue disuelto en 100 pL de agua y los restos fueron retirados por centrifugacion (15
000 % g durante 1 min) utilizando un equipo Centrifuge 5415 R (Eppendorf). Por
ultimo, el sobrenadante, que contenia el ADN, se transfiri6 a otro microtubo
(Eppendorf) y se conservoé a -20 °C para ser utilizado en la PCR.

6.2. Amplificacion del ADN por PCR

La identificacion de las levaduras se realiz6 mediante la amplificacion por
PCR de la unidad de repeticion del ARNr formada por el gen 5,8S y las regiones
(no codificantes) espaciadoras transcritas internas ITS 1 e ITS 2 (White et al.,
1990) (Figura 5, extraida de Carro y Pifia, 2000). Para ello, se usaron los
cebadores oligonucléotidos, de acuerdo con la metodologia descrita por Esteve-
Zarzoso et al. (1999):

ITS1 (5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’)
ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’)
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ITS1

5,85

(880 pb)

(450 pb)

Figura 5. Region del gen de ARNr nuclear amplificado por PCR. Se indican las
posiciones de dos secuencias internas transcritas (ITS) y la posicién relativa de los
cebadores mas corrientemente usados (ITS1 e ITS4). Las zonas conservadas se
muestran en tonos marrones, y las variables, en tonos burdeos. Las medidas de los
amplificados que se obtienen varian segun la especie de levadura que se ensaye.
(Imagen extraida de Carro y Piia, 2000)

Las muestras para las reacciones de amplificacion por PCR se dispusieron
en el termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf). Para ello se preparé
una mezcla de reaccion con un volumen final de 50 yL compuesta por:

REACTIVOS CONCENTRACION CANTIDAD
Cebador ITS1 (10 pM) 0,5 uL
Cebador ITS4 (10 pMm) 0,5 uL
dNTPs 40 mM 0,5 uL
Biotools DNA polimerasa Taq (1 U/uL) 0.5 L
Tampén PCR 10x 5,0 yL
MgCl2 (15 mM) 1,5 uL
Agua libre de ADN/ARN 39,5 uL
ADN extraido (molde) 2,0 uL
Volumen total 50,0 uL

El proceso de reaccién se llevdé a cabo con una desnaturalizacion inicial a
95 °C durante 5 min, seguida de la amplificacién en 35 ciclos, con las siguientes
condiciones: desnaturalizacion a 94 °C durante 1 min, anillamiento a 55,5 °C
durante 2 min, extension a 72 °C durante 2 min, y con una extensién final a 72 °C
durante 10 min (Figura 6).
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Figura 6. Condiciones de amplificacion por PCR de la regién 5,8S-ITS

6.3. Visualizacion del ADN mediante electroforesis en geles de agarosa

Los resultados obtenidos de la PCR fueron separados mediante electroforesis
en geles de agarosa de concentracion variable de 0,5 a 3% (p/v). Los geles se
prepararon en tampon TAE 1x [Tris (40 mM), acido acético (20 mM)y EDTA (1 mM,
pH 8)]. El tamafo y la calidad (cantidad, intensidad, nimero de bandas, etc.) de los
fragmentos de ADN amplificados se estimaron utilizando HyperLadder™ 100 bp
(Bioline) como marcadores de peso molecular. Para la electroforesis se empled el
mismo tampdn, y la separacion se realizo en el equipo Mini-Sub Cell GT (Bio-Rad)
a un voltaje de 90 V durante 1,5 h.

Una vez concluido el proceso de electroforesis, la tincién del gel se llevé a cabo
con RedSafe™ como agente intercalante de ADN, que es luminiscente por
exposicion a luz ultravioleta. La adicion de un tampén de carga 6x facilité la carga
y el rastreo de cada muestra. El patrén de banda se visualizd mediante un
transiluminador (luz UV), y el resultado fue registrado con el sistema de
fotodocumentacion GelPrinter y analizado con el programa 1D Manager, ambos de
Tecnologia para Diagndstico e Investigacion (TDI).
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6.4. Analisis de la secuenciacion de ADN

Para purificar el ADN, se extrajeron los fragmentos procedentes de la PCR
utilizando el kit comercial Wizard SV Gel and PCR Clean-Up (Promega), siguiendo
las instrucciones indicadas por el fabricante. EI ADN purificado fue remitido al
Servicio de Secuenciacion de ADN del Laboratorio de Técnicas Instrumentales de
la Universidad de Leodn. Los resultados obtenidos de la secuenciacion fueron
comparados utilizando el programa de herramienta de busqueda de alineacion local
basica (BLAST) dentro de la base de datos NCBI (Madden et al., 1996).

7. Caracterizacion genética de Saccharomyces cerevisiae

El estudio de la diversidad genética de las cepas identificadas como
Saccharomyces cerevisiae se realizd mediante la ampliacién por PCR de las
regiones interdelta (8), que flanquean los retrotransposones Ty1 en el genoma de
la levadura, segun el protocolo descrito por Ness et al. (1993).

Con anterioridad a la realizacién de la amplificacion por PCR fue necesario
obtener el ADN de las levaduras. El procedimiento de aislamiento se llevé a cabo
de acuerdo con el método propuesto por Liu et al. (2014) y utilizando el kit Master
Pure Yeast Purification (Epicentre Biotechnologies), siguiendo las instrucciones
indicadas por el fabricante.

La pareja de cebadores 812 y 621 especificos empleados en la ampliacién
de regiones interdelta consta de las siguientes secuencias (Legras y Karst, 2003):

012 (5'-TCAACAATGGAATCCCAAC-3 ')
021 (5'-CATCTTAACACCGTATATGA-3 ')

Esta amplificacién se realizé en una mezcla de reaccién de 25 L, compuesta por:

REACTIVOS CONCENTRACION CANTIDAD
Cebador 612 (10,0 uM) 2,0 uL
Cebador 621 (10,0 uM) 2,0 uL
dNTPs 5 mM 1,0 uL
Polimerasa Mango Taq (5 U/uL) 0,5 uL
Tampon PCR 5x 5,0 uL
MgCl2 (15 mM) 1,25 pL
Agua libre de ADN/ARN 12,25 uL
ADN extraido (molde) 1,0 uL
Volumen total 25,0 puL
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El programa del termociclador incluyé una etapa de desnaturalizacion inicial
a 95 °C durante 4 min, seguida de la etapa de ampliacién de 35 ciclos de
desnaturalizacion, anillamiento y elongacién, bajo las siguientes condiciones: en
la fase de desnaturalizacion se utilizé una temperatura de 95 °C durante 30 seg;
en el anillamiento se aplicé una temperatura de 46 °C durante 30 seg y, en la
elongacion, se emple6 una temperatura de 72 °C durante 90 seg. Después de
finalizar los ciclos, se efectud la etapa de elongacién final de 10 min a 72 °C
(Figura 7).

fase inicial amplificacion fase final

ANILLAMIENTO

46°C
30 sec

DESNATURALIZACION
94°C
30 seG
EXTENSION FINAL
72.5C
10MIN
— =y
§reeomm

Figura 7. Condiciones de amplificacion por PCR de las regiones interdelta (5)

Los productos de la PCR se separaron en geles de agarosa al 2%, y se estimo
el tamano de los fragmentos de ADN amplificados utilizando HyperLadder™ de 50
pb (Bioline) como marcador de peso molecular de acuerdo al apartado 4.6.3. Los
amplicones obtenidos se utilizaron para el analisis estadistico (ver apartado. 4.10).

8. Cribado de la actividad enzimatica

8.1. Actividad enzimatica

Para estudiar la actividad enzimatica extracelular de las levaduras aisladas,
cada enzima se evalud en medios de cultivo especificos. Para preparar el indculo
se depositd una colonia de cada una de las cepas estudiadas en 5 mL de medio
YED liquido y se incubé a 30 °C con agitacion a 150 rpm en un orbital durante
toda la noche.
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Para estandarizar los cultivos de cada una de las cepas analizadas se siguio
el protocolo propuesto por Albertin et. al. (2016). La determinacién de actividades
enzimaticas fue cribada mediante ensayos puntuales en placas de Petri en
medios diferenciales descritos a continuacion.

8.1.1. Proteasa

La actividad proteolitica fue evaluada en medio YEPD con leche desnatada
en polvo (Sigma-Aldrich). Las placas se incubaron durante cinco dias a 30 °C. Un
halo claro alrededor de la colonia la identific6 como positiva.

8.1.2. Lipasa

La actividad lipolitica se determiné usando YEPD suplementado con
tributirina (Sigma-Aldrich). Las placas se incubaron durante siete dias a 28 °C. Un
halo claro alrededor de la colonia indico la presencia de actividad lipasa.

8.1.3. Celulasa

La produccién de la actividad celulolitica se evalu6 en medio YEPD
suplementado con carboximetilcelulosa (CMC, Sigma-Aldrich). Las placas se
incubaron durante cinco dias a 30 °C. Las colonias se revelaron de acuerdo el
método propuesto por Kasana et. al. (2008). Un halo transparente alrededor de la
colonia indicé actividad celulasa positiva.

8.1.4. Esterasa

Se determind la presencia de actividad esterasica en un medio compuesto.
Después de 72 h de incubacion, un halo opaco alrededor de las colonias indico
un resultado positivo.
8.1.5. B-glucosidasa

La actividad B-glucosidasa se llevé a cabo en un medio selectivo. Las placas

se incubaron durante cinco dias a 30 °C. Las colonias que mostraron actividad se
identificaron por la decoloracion del medio a un color marron.
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9. Analisis quimico

Para este andlisis, de cada vendimia estudiada, las muestras provenientes
de uvas fueron enviadas a la Estacién Enoldgica de Rueda (ITACyL), y las de
vino, a los laboratorios Vinotecnia, S.L.

9.1. Andlisis quimico de la uva

Para el analisis de la riqueza fendlica de las uvas Negro Sauri se examinaron
los siguientes parametros quimicos: °Brix, densidad, azucares reductores (g/L-1),
pH, acidez total (g/L-1), acido L-malico (g/L-1), acido tartarico (g/L-1), potasio (g/L-
1) e indice de polifenoles totales (IPT).

9.2. Analisis quimico del mosto

En el mosto se analizaron los siguientes parametros quimicos: porcentaje de
alcohol (v/v), pH, acidez total (g/L-") y acidez volatil (g/L™").

10. Analisis estadistico

Los patrones de secuencia interdelta se utilizaron para construir una matriz
de presencia/ausencia (binario 0/1), de acuerdo con Mercado et. al. (2010). A
todas las bandas visibles se les asigné un niumero basado en la posicion relativa
al marcador de peso molecular de ADN; a cada posicién se le estipuld una
puntuacion para indicar la presencia (1) o ausencia (0) de banda. En la Tabla 3
se recogen las 25 bandas de marcador de peso molecular. Se utilizaron 22 para
la construccidn de dendrogramas (en negrita se sefalan las tres bandas no
utilizadas), para estudiar la relacién genética entre las cepas.

Tabla 3. Bandas de marcador de peso molecular utilizadas en el analisis estadistico

2000 | 1800 | 1600 | 1500 | 1400 | 1300 | 1200 | 1100 | 1000 | 800 | 750 | 700 | 600
550 500 450| 400 350 300 250 200 180| 150| 100| 50

Se realizaron cuatro réplicas del experimento, con el fin de depurar los
resultados obtenidos. Para cada cepa y para cada indicador, se analiz6
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conjuntamente el resultado de las cuatro réplicas. Los resultados obtenidos
permitieron depurar la muestra de cepas, confirmando el valor si la cepa
presentaba tres o cuatro resultados iguales. Las cepas con dos resultados de
cada tipo se consideraron de valor dudoso, y para ellas se repitié el analisis PCR.

Para clasificar las cepas estudiadas en funcién de la similitud entre los
patrones de las bandas, se construyeron cinco dendrogramas, uno por cada
vendimia y uno global, con las 110 cepas activas y la cepa suplementaria
(CROSS). Para la construcciéon de cada uno, el analisis estadistico se realizo
segun Lebart et al. (1995):

- En primer lugar, debido a que los datos descritos tienen un valor asignado
de 0 6 1 en cada una de las 22 bandas PCR, se aplicé un analisis de
correspondencias multiples (MCA) de Dazy y Le Barzic (1996) para
depurar la informacién.

- Partiendo de las componentes seleccionadas del analisis MCA anterior,
cada dendrograma se realizé con un método de conglomerados jerarquico
aglomerativo, tomando la distancia euclidea cuadrada y el algoritmo de
Ward (Granato et al., 2018).

- Por ultimo, el nimero de grupos de cada dendrograma se identifico
tomando como referencia los indicadores de Davies-Bouldin y Calinski-
Harabasz (Arbelaitz et al., 2013). Se utilizo el software estadistico Coheris
Analytics SPAD (2017).
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1. Microbiota asociada a la variedad minoritaria Negro Sauri

El estudio del aislamiento de cepas de levaduras se ha llevado a cabo durante
cuatro anadas consecutivas (de 2014 a 2017) para realizar una comparacion
entre ellas, al mismo tiempo que preservar la comunidad de levaduras que
pudieran tener una posible aplicacion como marca regional Unica en el sabor y
aroma del vino.

2. Aislamiento e identificacion de levaduras en uva, mosto y
fermentacion espontanea

El aislamiento de levaduras se realiz6 a partir de muestras de uva, mosto y en
la fermentacién espontanea. Tras realizar diluciones seriadas, estas se sembraron
en medio YEPD suplementado con cloranfenicol.

La identificacién de las levaduras se realizé a partir de la morfologia de las
colonias, de acuerdo al método propuesto por Kurtzman y Fell (1998b) y la
amplificacion por PCR del gen 5,85 de ARNr con las regiones espaciadoras
transcritas internas (ITS1 e ITS2), siguiendo el método descrito por Esteve-Zarzoso
et al. (1999). Las especies se identificaron mediante la comparacion de los datos de
la secuencia de ADN de las bandas de PCR de diferentes tamafios con las
secuencias disponibles en la base de datos NCBI (GenBank), utilizando el programa
de busqueda de homologia de nucleétidos estandar Basic Local Alignment Search
Tool (Madden et al., 1996) (BLAST, <http://www.nbci.nIm.nih.gov/BLAST>).

En este estudio se aislaron un total de 159 levaduras autdctonas presentes en
muestras de uva, mosto y en la fermentacion espontanea (Tabla 4).

Se identificaron cinco especies de levaduras, entre las cuales se hallaron
Saccharomyces cerevisiae y cuatro especies no-Saccharomyces: Metschnikowia
pulcherrima, Lachancea thermotolerans (anteriormente conocida como
Kluyveromyces thermotolerans), Hanseniaspora uvarumy Torulaspora delbrueckii.
La distribucién porcentual de cada especie identificada dependid del material de
origen (uva, mosto o fermentacion espontanea) y de la afiada en particular (Tabla
4 y Figura 8). Este estudio es similar a informes anteriores de la microbiota asociada
con Prieto Picudo, cultivado en la D. O. Leén (Alvarez-Pérez et al., 2015) y con uvas
Carifiena y Garnacha de la region vitivinicola del Priorat de Tarragona, Espana
(Sabate et al., 2002).
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Tabla 4. Especie, nimero de aislado y fuente (2014-2017)
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Figura 8. Biodiversidad de especies de levadura en uvas, en mosto y durante la
fermentacion. La distribucion de especies se calculé dividiendo el nimero de
aislamientos de una especie en particular por el nimero total de aislamientos
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2.1. Uva

M. pulcherrima fue la Unica especie aislada en la uva en cada afada, excepto
en 2014, cuando también se identifico L. thermotolerans (Tabla 4 y Figura 8). Este
resultado confirma lo indicado por Garofalo et al. (2016), que M. pulcherrima es
uno de los principales géneros de levaduras asociado a la superficie de la uva.
Sin embargo, Li et al. (2010) y Vaudano et al. (2019) lo consideran un género
menos prevalente.

L. thermotolerans es una especie que tiene una amplia diversidad genotipica
y fenotipica (Hranilovic et al., 2017), pero la prevalencia de K. thermotolerans
puede diferir dependiendo de la fuente de uva, dado que es una de las mas
frecuentemente aisladas en tres variedades tintas de la Serrania de Ronda en
Malaga (Espana). Clavijo et al., 2010).

Aunque, en nuestro trabajo, H. uvarum no pudo aislarse de las uvas
muestreadas, numerosos autores han indicado el predominio de esta especie
apiculada (H. uvarum y su anamorfo, K. apiculata) en variedades de uvas y en
lugares diferentes (Barata et al., 2012; Brysch-Herzberg y Seidel, 2015; Combina
et al., 2005; Raspor et al., 2006; Sabate et al., 2002; Vaudano et al., 2019).

En ninguna de las afiadas se pudo aislar T. delbrueckii de las muestras de
uva, aun cuando ha sido identificada en bayas de uva (Albertin et al., 2014), y
sefalada como tipica representante de la flora en la superficie de la uva (Van
Breda et al., 2013).

Numerosos estudios han analizado la presencia de levaduras en la superficie
de la uva (Fleet, 2008) y varios autores han informado de que Saccharomyces
cerevisiae no se pudo detectar (Kantor et al., 2017; Yanagida et al., 1992), en
concordancia con nuestro trabajo. No obstante, otros autores sugieren que esta
levadura es poco frecuente y sefialan que una de cada mil bayas puede ser
positiva (Mortimer y Polsinelli, 1999), mientras que Sun et al. (2014) indicaron que
esta levadura fue detectada en el 8% de las uvas investigadas en China.

Aureobasidium pullulans es una especie bien documentada en las uvas,
cuya presencia es independiente de la variedad o practica vitivinicola (Agarbati
et al.,, 2019). El uso de azufre elemental y cobre (como oxicloruro y sulfato
cuprocalcico) ha dado lugar a su adaptacién y ha hecho que el hongo sea capaz
de desintoxicar el azufre (Killham et al., 1981) y el cobre (Gadd et al., 1988). En
esta investigacién las colonias de hongos de A. pullulans se aislaron, aunque
no se identificaron de acuerdo con el apartado de aislamiento y conservacién
de levaduras (5.1) de este trabajo, debido a su baja presencia en comparacion
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con Metschnikowia spp., L. thermotolerans y H. uvarum, y a su incapacidad
fermentativa, por lo que tiene un interés enoldgico limitado (Belda et al., 2016;
Lin et al., 2020).

2.2. Mosto

En el mosto de uva la presencia de M. pulcherrima fue menor en las cuatro
afiadas, en proporcién similar a otras especies presentes, a excepcién de
L. thermotolerans y S. cerevisiae. H. uvarum fue la Unica especie presente
durante las afiadas 2014 y 2017, mientras que L. thermotolerans solo se hall6 en
2014. Saccharomyces cerevisiae se observé en el mosto en igual proporcion que
M. puilcherrima en 2015 (Tabla 4 y Figura 8).

De acuerdo con informes previos sobre la presencia de L. thermotolerans en
el mosto, nuestros resultados son similares a lo sefialado por Combina et al.
(2005), que encontraron esta especie en menor frecuencia en el mosto.

En ninguna de las afiadas se identificé T. delbrueckii en las muestras de
mosto, aun cuando ha sido sefialada como tipica representante del mismo (Jolly
et al., 2006).

En tanto, la presencia de Saccharomyces cerevisiae en el mosto en la
cosecha de 2015 podria confirmar lo indicado por otros autores (Pretorius, 2000)
en cuanto que S. cerevisiae se presenta en niveles extremadamente bajos en
uvas sanas y sin dafos, lo que dificulta su recuperacion sin enriquecimiento por
fermentacion.

2.3. Fermentacién espontanea

Para cada anada se muestreo la fermentacion espontanea al inicio, a la mitad
y al final. Se observaron diferencias entre afiadas en las especies encontradas.
Si bien Saccharomyces parece competir con las especies no-Saccharomyces en
funciéon del niumero de aislamientos seleccionados e identificados al azar, se
observaron diferencias en la rapidez con la que esto ocurrié (Tabla 4 y Figura 8).

En 2014, las levaduras identificadas al inicio de la fermentacién fueron M.
pulcherrima (40%), H. uvarum (40%) y L. thermotolerans (20%). Saccharomyces
cerevisiae no domind (83%) hasta la mitad de la fermentacién, mientras que, en
2015 y 2016, su dominio mas rapido alude a que la fermentacion espontanea se
inicié antes del estrujado (en 2015) o poco después (como en 2016). En ambos
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casos, M. pulcherrima fue la Unica otra especie identificada. En 2017, la sucesion
microbiana fue mas compleja, en la cual predominaron las especies distintas de
no-Saccharomyces durante el inicio y a la mitad de la fermentacién, mientras que
Saccharomyces cerevisiae solo dominé al final de la fermentacion. Este estudio
es similar a amplias investigaciones sobre fermentaciéon espontanea realizadas
en ltalia (Tristezza et al., 2013), Espana (Padilla et al., 2016; Sabate et al., 1998),
EE. UU. (Bougreau et al., 2019) y Canada (Martiniuk et al., 2016).

Varios autores han descrito el potencial de la M. pulcherrima en la vinificacion,
en particular, en la calidad general del vino cuando se usa en fermentaciones
mixtas (Parapouli et al., 2010), en el biocontrol a través de su actividad
antimicrobiana contra otros hongos y bacterias (Oro et al.,, 2014) o en la
disminucién del contenido de etanol de los vinos (Aplin et al., 2019; Contreras et
al., 2015; Varela et al., 2016) ademas del impacto en los diferentes aspectos de
la calidad del vino, tales como el contenido de polifenoles y antocianinos, la
intensidad del color, la turbidez o su filtrabilidad (Belda et al., 2016).

Asimismo, dos revisiones recientes han resaltado el potencial enoldgico de
L. thermotolerans y su influencia en caracteristicas relevantes para el vino
(Benito, 2018; Morata et al., 2018).

Al inicio de la fermentacion, H. uvarum estuvo presente en las muestras
tomadas en la bodega experimental, lo que corrobora que suele ser una especie
predominante al inicio de la fermentacion espontanea (Fleet, 2008; Tristezza et
al., 2013). Nuestros resultados fueron similares a los de Grangeteau et al. (2015),
quienes lograron el aislamiento de Hansenispora del mosto de uva y el ambiente
de la bodega (fuera de la vendimia), pero no en las uvas. También sefalaron la
posibilidad de que algunas especies no-Saccharomyces puedan persistir de un
afo a otro en el ambiente de la bodega para luego dominar durante la
fermentacion.

El potencial enolégico de H. uvarum es apuntado por Mateo et al. (1991) y
Romano et al. (1997), debido a su buena capacidad como productora de ésteres.
Ademas, esta levadura apiculata puede secretar varias enzimas (-glucosidasa y
proteasa) que interactuan con compuestos precursores derivados de la uva, como
los terpenos, lo que contribuye a una mejora en la expresion del aroma varietal
(Jolly et al., 2006; Zott et al., 2008).

Entre las especies recolectadas en la fermentacion espontanea, T. delbrueckii
se encontrd a mitad de la fermentacion. De acuerdo con estudios previos, también
se hallo T. delbrueckii en la fermentacion espontanea. Albertin et al. (2014) y Ciani
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et al. (2006) senalaron que puede sobrevivir hasta las ultimas etapas de la
fermentacion y producir bajos niveles de acido acético.

Diversos estudios se han centrado en el papel de la T. delbrueckii por su
impacto positivo y distintivo en el aroma general del vino (Belda et al., 2017;
Canonico et al., 2015; Loira et al., 2014; Renault et al., 2016). Ademas, se ha
propuesto su uso para la produccién de vino espumoso (Canonico et al., 2018;
Gonzalez-Royo et al., 2015; Medina-Trujillo et al., 2017).

Entre las especies recolectadas de las muestras al final de la fermentacién
espontanea no se encontré T. delbrueckii ni tampoco se identifico H. uvarum,
aunque esta ultima se halla al final de la fermentacion en algunas situaciones
(Wang et al., 2015; Hu et al.,, 2018). Los resultados obtenidos sugieren que
Saccharomyces cerevisiae se muestra como la especie dominante para
completar la fermentacion, de acuerdo con Bisson y Walker (2015).

3. Efecto de las condiciones climaticas y del manejo del vifiedo en el
terroir microbiano

3.1. Influencia de las condiciones climaticas

Durante los cuatro afios del estudio se recopilaron datos de temperatura y
precipitacion de la estacion meteorolégica de Mayorga de Campos (Valladolid),
para verificar las variaciones estacionales extremas que pudieran haber afectado
la maduracion y la calidad de la uva, asi como la aparicion de enfermedades,
parametros que podrian influir en la dinamica microbiana (Tabla 1).

Revisando los datos recopilados, se comprueba que las temperaturas
estacionales fueron similares en las cuatro afiadas consecutivas. Durante el
periodo activo de la vid de los cuatro afos de estudio, la temperatura media fue
de 17,2 °C, coincidente con el valor mostrado en 2015. Por su parte, 2014 y 2016
fueron un 2% mas frescos, mientras que 2017 fue un 4% mas caluroso.

Sin embargo, Las precipitaciones variaron. En 2016 fueron un 29,4% mayores,
en tanto que en 2017 fueron un 62,2% menores que la precipitacion media del
periodo estudiado (413,5 mm). Ambos afios fueron considerablemente mas secos
en la época de cosecha (septiembre) respecto de la media (22,4 mm) con 49,1% en
2016y 11,7% en 2017. En 2014 y 2015 hubo un 72,3% y un 66,9% mas de lluvia,
respectivamente.
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La presencia de especies de levadura en las uvas depende de las
condiciones climaticas (Nisiotu et al., 2007). En nuestro estudio, en las muestras
de uva y de mosto se obtuvo un numero reducido de aislados, lo que dificulté la
comparacion entre las poblaciones microbianas individuales por afiadas, segun
los datos meteorologicos.

Entre los factores climaticos que influyen en el desarrollo de
microorganismos, la lluvia parece ser el mas importante. Esta bien documentado
que las altas precipitaciones favorecen la proliferacién de microorganismos en las
uvas, con efectos perjudiciales para la calidad del vino (Jackson y Lombard,
1993). Por otro lado, Longo et al. (1991) mostraron que las condiciones de lluvia
influyen en la distribucion y proporcion de especies de levadura oxidativas durante
la fermentacién espontanea. Asimismo, Cadez et al. (2010) hallaron que lluvias
abundantes en cosechas muy frias conducen al incremento de las poblaciones
de levaduras. Otros autores han sugerido que esta influencia se debe a que
favorecen la liberaciéon de nutrientes, lo que aumentaria la disponibilidad para la
multiplicacion de levaduras (Rousseau y Doneche, 2001; Combina et al., 2005).

Sin embargo, en este trabajo no se pudo establecer una relacién entre las
diferencias en la precipitacion durante los cuatro afos considerados, asi como
tampoco entre la variacion de las lluvias, debido al pequefio numero de aislados
asociados a la variedad Negro Sauri.

3.2. Impacto del manejo fitosanitario en el vinedo experimental

La diversidad y el equilibrio entre las especies de levadura asociada con las
uvas depende de multiples factores, como las practicas del vinedo Bisson et al.
(2009). Los estudios han demostrado que los vifiedos que emplean sistemas
convencionales de manejo integrado de plagas, practicas organicas,
biodinamicas y ecofitosanitarias albergan diferentes comunidades de hongos
(David et al., 2014; Setati et al., 2015; Kecskeméti et al., 2016).

En nuestro estudio, en muestras de uva y mosto, el numero reducido de
levaduras y la diversidad de las mismas pudo estar relacionado con el uso de
fungicidas organicos (azufre, cobre) e inorganicos (Tabla 2). Esto corrobora los
datos publicados sobre la influencia de los regimenes de rociado de fungicidas en
la diversidad y numero de levaduras (Russo et al., 2019; Agarbati et al., 2019; Kosel
et al., 2019; Cadez et al., 2010). Si bien estos fungicidas estan dirigidos al control
de Oidium, también inhiben otros ascomicetos, incluidas las levaduras no-
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Saccharomyces del vino, debido a su accién de amplio espectro. Son ejemplos de
esta influencia la biosintesis de ergosterol, afectada por el uso de penconazol y
propiconazol (triazoles) o de ciproconazol; la sintesis de ARN, modificada por la
influencia de fenilamidas del tipo acilalaninas (metalaxil); las estrobilurinas
sintéticas, como la trifloxistrobina, y las arilaminopiridinas (fluazinam) que inhiben
la respiracion mitocondrial, del mismo modo que otros fungicidas del tipo de las
ftalimidas, como Captan y Folpet, que tienen un modo de accién de inhibicion
multiple, no especifico o puntual (Lewis et al., 2016).

Asimismo, nuestros datos indican que en las muestras de uva hay una clara
prevalencia de la especie M. pulcherrima y que Saccharomyces es poco
frecuente. En particular, se ha demostrado que el uso de agentes antifingicos en
vifiedos afectan la diversidad de levaduras en las uvas. Por ejemplo, la aplicacion
de fungicidas promueve un aumento en el tamafio de las poblaciones de
Metschnikowia (Regueiro et al., 1993) y una disminucion en el tamano de las
poblaciones de Saccharomyces (Valero et al., 2007).

4. Caracterizacidon genética de Saccharomyces cerevisiae

Una vez identificadas las cepas que pertenecian a la especie Saccharomyces
cerevisiae, se seleccionaron mediante el analisis de secuencias interdelta para
evaluar la diversidad genética y determinar las relaciones clonales. Las cepas
individuales fueron identificables mediante la amplificacién de las secuencias
delta que flanquean los retrotransposones Ty1 dentro del genoma de la levadura
descritos por Ness et al. (1993). El numero y la posicidon cromosdmica dependen
de la cepa. Se utilizaron los cebadores 812 y 621 propuestos por Legras y Karst
(2003) con el fin de identificar diferencias polimoérficas mayores.

4.1. Estudio de la diversidad de las cepas por anadas
En este trabajo, Saccharomyces cerevisiae representd la especie mas

abundante. Se analizaron 110 cepas autdctonas en distintas etapas de la
fermentacion espontanea durante cuatro ainadas consecutivas (Tabla 5).
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Tabla 5. Cepas autéctonas de Saccharomyces cerevisae en la fermentacién
espontanea por anadas

Anada
Fuente 2014 2015 2016 2017
no no no
e disponible e disponible disponible
0615 1115 0916 1016 1617 1817
IF 1215 1315 1116 1216 2117 2217
1415
1514 1614 1515 1615 1316 1416 2417 3217
MF 1714 1914 1715 1815 1516 1616 3317 3517
2214 1915 1716 3617 3717
1814 2014 2015 2115 1816 1916 3817 3917
2114 2314 2215 2315 2016 2116 4017 4117
2414 2514 2415 2515 2216 2316 4217 4317
2614 2714 2416 2516 4417 4517
2814 2914 2616 2716 4617 4717
3014 3114 2816 2916 4817
3214 3314 3016 3116
3414 3514 3216 3316
3614 3714 3416 3516
FF 3814 3914 3616 3716
4014 4214 3816 3916
4314 4016 4116
4216 4316
4416 4516
4616 4716
4816 4916
5016 5116
5216

M: mosto; IF: inicio fermentacion; MF: mitad fermentacion; FF: final fermentacion

4.1.1. Ahada 2014

En la primera afada se analizaron 28 cepas. La cepa identificada como 4114
se elimind del estudio debido a que varias bandas presentaron valores
contradictorios (dos valores ausencia y dos valores presencia). Las cepas
analizadas se distribuyeron en siete biotipos, aplicando los indices de Davies-
Bouldin: 0,650 y de Calinski-Harabasz: 9,983 (Figura 9). El biotipo | represento el
mayor porcentaje respecto al total de los aislados (46,3%) con 13 cepas.
Concretamente, se subdividi®6 en cuatro grupos de cepas relacionadas
genéticamente, destacando dos patrones de secuencia interdelta (3414, 3314,
2914, 2714) y (1614, 1514), aludiendo al aislamiento clonal de dos cepas. Las
cepas 1914 y 2114 fueron genéticamente Unicas dentro del mismo. El biotipo Il
(17,9%), con cinco cepas, se subdividié en dos subgrupos (3114-1714), casi
idénticos, y (3514-4214), con cierta similitud; todos estaban separados de la cepa
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2014. Los biotipos IlI, IV y VII (3,6%), con el menor porcentaje de participacion,
formaron cepas individuales (3814, 2214, 2314). El biotipo V represent6 el 7,2%,
con dos cepas casi idénticas (3014, 2814). El biotipo VI (17,9%), con cinco cepas,
estaba representado por dos conjuntos de cepas similares: (4314, 3914), por un
lado, y (2414, 2614), asi como la cepa individual 3614. El biotipo VI parece haber
divergido de los biotipos V y IV (Figura 9 (B)).

El posicionamiento de los grupos en el primer plano factorial del Analisis de
Correspondencias Multiple (MCA) permite identificar esta afada como la de
mayor variabilidad, dado que el primer plano factorial retuvo menos informacién
que en el resto de las anadas y se requiere retener mas factores para hacer la
clasificacion (Figura 9 (A)). Concretamente, se observé que la principal
caracteristica del biotipo | fue la presencia de la banda 450 en todas las cepas,
asi como la mayor presencia de las bandas 1200 y 800 dentro de la afiada. El
biotipo Il destacé por la ausencia de la banda 450. La diversidad de esta afiada
también se refleja en los cuatro biotipos de una sola cepa: biotipo Il (presencia
de la banda 200), biotipo IV (presencia de la banda 550), biotipo V (presencia de
la banda 180, que es propia de esta afiada) y biotipo VII (presencia de la banda
300). En el biotipo VI, se agrupan las cepas con ausencias de las bandas 1400 y
800 (Figura 9 (C)).

A- FACTORES RETENIDOS EN MCA PARA REALIZAR DENDOGRAMA B- DENDROGRAMA (ALGORITMO DE WARD): 7 cliisteres (biotipos)
ode Acumulada Tasas Criterio de ce Das Cp
Factar ,:::i; varianza ﬁmﬁ:, ';';";T,'.;‘;’;: iser 0 002 0.04 0.08 008 0.1 0.12 0.14 0.165
explicada | CULOL o) {retenidos)
234
1 Jo1m| 198 198 588 x ®14 VII-3,6%
2 0146 | 146 345 237 X 4314 VI-17.9%
3 |ou8| 18 463 112 x 32:3 ﬁ—/
4 |o0e3| 93 55,6 40 x 2414
3014 - V=-7.2%
5 |oom| 82 638 20 X 814 J#—V
6 |0064| 64 702 02 x 2214 - V-36%] _
e -3,6%
7 [ove0 | 60 762 01 % poty
=
] 2014 11-17,9%
C- BANDAS SIGNIFICATIVAS: CARACTERIZACION DE LOS GRUPOS ;f:ﬁ ]:Ii
1714
Valor test: p<0,05 2114
Loat i % % 3714 4
Biotipo | Etiquetade | o\ 0oris | Categoria | Categoria a1 ] 1-46,3% ‘
(recuento) Banda
en Biotipo | en Afiada 014 —’_[
450 1 100 571 1814 -
1914
1 1200 1 92,3 53,6 3414
(13) 31
800 1 92,3 67,9 2018
750 1 46,2 250 2114l
u 500 1 60 10,7 2514
1614
(5) 450 0 100 429 1814 ¢
T Una cepa ioti
s 200 1 100 e 7 biotipos
('1‘; 550 1 100 Une cepa Criterio -2014 ANADA [ 5 clisteres | 7clisteres
(‘z’) 180 1 100 72 Inercia intra-cluster 0,319 0,198
VI 1400 0 100 179 Inercia inter-cluster 0,444 0,564
®) 800 0 100 321 Inercia explicada (%) 58,210 74,042
VII Una cepa ,
1) 300 1 100 36 Indice de Calinski-Harabasz | 8,009 9,983
fndice de Davies-Bouldin's 0,855 0,650

Figura 9. Los factores retenidos del MCA (A). Dendrograma de Ward (B) de la
relaciéon genética entre las 28 cepas de Saccharomyces cerevisiae de la afhada 2014.
Se identificaron siete biotipos genéticos (I a VlI). indice de Davies-Bouldin: 0,650 y
Calinski-Harabasz: 9,983. Las bandas significativas (C) permiten la caracterizacién
de los biotipos.
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4.1.2. Ahada 2015

En esta afada, las 17 cepas se distribuyeron en siete biotipos, aplicando los
indices de Davies-Bouldin: 0,407 y de Calinski-Harabasz: 13,674 (Figura 10). El
biotipo | representé el mayor porcentaje respecto al total de los aislados (52,9%),
con nueve cepas. Se subdividié en tres subgrupos: dos de secuencias idénticas
(1915, 2015) y (1315, 1215, 615, 415), aludiendo a aislados clonales de dos
cepas, Yy la cepa 1115, genéticamente distinta del resto. Los biotipos Il y Il
representaron un 11,8% del total, con dos cepas relacionadas (2415, 2315) y
(1615, 1515), respectivamente. Los biotipos restantes (5,9% del total)
presentaban cepas unicas genéticamente distintas: IV (1815), V (1715), VI (2115)
y VII (1415) (Figura 10 (B)).

En esta afada distinguimos como particularidad que una sola cepa,
representada por los aislados clonales 1915 y 2015, procedia de la mitad y del
final de la fermentacion, respectivamente. Asimismo, en el mosto (2015) y al inicio
(1915) se encontraron dos aislamientos clonales de otra cepa; mientras que
(1115, 2215), nuevamente diferentes, se aislaron al inicio y al final de la
fermentacion, respectivamente, lo cual podria indicar una sucesién dinamica de
cepas autoctonas durante la fermentacion (Tabla 5).

El biotipo | se definié como «biotipo medio de cosecha», ya que el porcentaje de
presencia o ausencia de las bandas analizadas es similar al comportamiento que
define la anada. El biotipo Il se identificd por presencia de la banda 1300, tipica de
esta afada, y el biotipo lll, con la banda 100. El resto de los biotipos estaban
formados por una unica cepa: biotipo IV (presencia de la banda 300); biotipo V (con
la banda 50); biotipo VI (presencia de la banda 400). El biotipo VII (1415) estaba
formado por la Unica cepa con ausencia de las bandas 1400 y 450 (Figura 10 (C)).

4.1.3. Ahada 2016

En la tercera afiada, con 44 cepas, se identificaron siete biotipos, aplicando
los indices de Davies-Bouldin: 0,637 y de Calinski-Harabasz: 17,389 (Figura 11).
En el biotipo I, el mas numeroso (63,6%), con 28 cepas, se identificaron seis
patrones de secuencia interdelta: (5016, 3716, 3016, 2816, 2716), (3916, 3816),
(4916, 4816, 4616), (5216, 2216), (4316, 4216, 4016, 3616, 3416) y (0916, 1016,
2116). El biotipo Il (2,3%) se representd por otra secuencia interdelta con dos
cepas idénticas (1716, 1816), y el biotipo V (11,4%), por cinco cepas, dos de las
cuales son patrones interdelta (2316, 1916). Las cepas individuales formaron el
biotipo 1l (4116) y el biotipo IV (3516) (Figura 11 (B)).
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Figura 10. Los factores retenidos del MCA (A) Dendrograma de Ward (B) de la
relacion genética entre las 17 cepas de Saccharomyces cerevisiae de la afiada 2015.
Se identificaron siete biotipos genéticos (I a VII). indice de Davies-Bouldin: 0,407 y
Calinski-Harabasz: 13,674. Las bandas significativas (C) permiten la caracterizacién
de los biotipos

El analisis numérico de las bandas (Figura 11 (C)) mostré que la principal
caracteristica del biotipo | fue la ausencia de la banda 550 y la presencia de la
banda 500 en 27 de las 28 cepas analizadas. El biotipo Il representd la unica cepa
de la afada con presencia de la banda 1000 y ausencia de la banda 1400,
mientras que el biotipo IV se identificé con la Unica cepa en términos de reversion
en la presencia / ausencia de esas mismas bandas. El biotipo Il se diferencié del
biotipo IV, en términos de reversion, en presencia / ausencia de las bandas 1000
y 1400. El resto de biotipos identificd cepas con caracteristicas peculiares de esta
afiada: biotipo Ill (con presencia de la banda 250); el biotipo V formado por cinco
cepas (con presencia de la banda 1200 y ausencia de la banda 750); el biotipo
VI, representado por dos cepas especificas de la afada (que tenian la banda
200); y el biotipo VII, cuyas cepas se distinguieron por la ausencia de la banda
450 y la presencia de las bandas 100 y 500 (esta ultima es especifica de la
anada).
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Figura 11. Los factores retenidos del MCA (A) Dendrograma de Ward (B) de la
relacion genética entre las 44 cepas de Saccharomyces cerevisiae de la afiada 2016.
Se identificaron siete biotipos genéticos (I a VIl). indice de Davies-Bouldin: 0,637 y
Calinski-Harabasz: 17,389. Las bandas significativas (C) permiten la caracterizacién
de los biotipos

4.1.4. Ahada 2017

En la ultima afada, 21 cepas se distribuyeron en siete biotipos, aplicando los
indices de Davies-Bouldin: 0,749 y de Calinski-Harabasz: 7,514 (Figura 12). En
el biotipo | (33%), con siete cepas, se identificaron dos patrones de secuencia
interdelta (4117, 3817, 3717) y (3317, 2417). En el biotipo Il (9,5%), formado por
dos cepas (4017, 3617); en el biotipo Ill (19%), con cuatro cepas, se identifico un
patrén de secuencia interdelta (4717, 4617). En el biotipo IV (9,5%) se agruparon
dos cepas. (4517, 3917). En el biotipo V (19%), cuatro cepas (4317, 2217,1817)
y la cepa (3217), diferente de las demas. Por ultimo, los biotipos VI 'y VIl (4,8%)
se formaron por cepas individuales (4217, 4817). (Figura 12 (B)).

El ambiente de fermentacion del vino es extremadamente duro y dinamico, con
diferentes tipos de estrés (azucar, deficiencia de nutrientes, acidez, etanol)
impuestos a las levaduras. El hallazgo de cepas como la 1617 (biotipo 1) solo se
encontré al principio de la fermentacién, mientras que otras, como la 3517 (biotipo
) y la 3617 (biotipo II), estaban en la mitad de la fermentacion. Esto alude a una

— 73—



Resultados y Discusion

sucesion en la que las cepas menos tolerantes son superadas por las mas aptas.
Una cepa (formada por los clonales 3717, 3817, 4117) se aisl6 durante la mitad de
la fermentacion, lo que sugiere que era tolerante y no competia con otras (Tabla 5).

El analisis de las bandas se recoge en la (Figura 12 (C). El biotipo I, el mas
numeroso, se identificé como «biotipo medio», dado que no presentaba bandas con
diferencias estadisticamente significativas. El resto de biotipos identificaron cepas
con caracteristicas especiales en esta afiada: el biotipo Il reunié las unicas cepas
del afio con presencia de la banda 400; el biotipo Il identificd las cepas con
ausencia de la banda 800 (también de todas las cepas analizadas), y el biotipo V,
las cepas con presencia de la banda 450. El biotipo IV esta formado por la Unica
cepa con presencia de la banda 1300 en el ano. Finalmente, se definen el biotipo
VI (con presencia de la banda 300) y el biotipo VII (con presencia de la banda 550).
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Figura 12. Los factores retenidos del MCA (A) Dendrograma de Ward (B) de la
relacion genética entre 21 cepas de Saccharomyces cerevisiae de la afiada 2017.
Indice de Davies-Bouldin: 0,749 y Calinski-Harabasz: 7,514. Las bandas
significativas (C) permiten la caracterizacién de los biotipos

Varios autores han estudiado las poblaciones de levadura durante varias
ahadas consecutivas. Torrija et al. (2001) indicaron que las poblaciones de
levadura eran diferentes cada afio, aunque se encontraron algunas cepas de
Saccharomyces en tres afios consecutivos en la misma bodega. En nuestro
trabajo, la poblacién de levaduras encontrada fue diversa y transitoria. La afnada

— 74—



Resultados y Discusion

2014 fue la de mayor variabilidad. La afiada 2015 mostré homogeneidad, mientras
que la afada 2016 evidencidé la menor variabilidad genética, a pesar de tener
mayor cantidad de aislados muestreados. La anada 2017 se caracterizé por la
heterogeneidad observada dentro de la poblacion autéctona de Saccharomyces
cerevisiae. Esta alta diversidad de la poblacion microbiana encontrada en nuestro
estudio también fue informada por Vigentini et al. (2015) en el estudio de las
poblaciones de levaduras, durante tres afios consecutivos, en dos territorios
lombardos diferentes, en el que se indicd que el efecto vendimia superaba al
efecto de la zona geografica de aislamiento. Sin embargo, Cordero-Bueso et al.
(2011c) sefialaron que las poblaciones de levadura son estables en un ambiente
vitivinicola a lo largo del tiempo.

5. Andlisis global entre las diferentes afiadas estudiadas

En esta investigacion se evaluo la relacion genética entre las cepas aisladas
durante cuatro afiadas consecutivas (28 de 2014; 17 de 2015; 44 de 2016 y 21
de 2017) mediante la construccién de un dendrograma global compilado. Para las
pruebas comparativas se utiliz6 como control la levadura enoldgica seleccionada
(Evo Cross® (CROSS)) de origen Lallemand, empleada como levadura comercial
en la zona de trabajo.

Las 110 cepas autoctonas y la cepa control (CROSS) se distribuyeron en
siete biotipos. Se obtuvieron después de aplicar un analisis de correspondencias
multiple (MCA). Seguidamente, se aplicé el método de Ward a los factores
retenidos (Figura 13 (A)). Se tomaron como referencia los indices de Davies-
Bouldin: 1,052 y de Calinski-Harabasz: 18,717 (Figura 13 (B)).

En cuanto a la distribucién de los biotipos, el biotipo | identificé un 12,7% del
total de los aislados (Figura 13 (C) y Figura 14). De las 14 cepas, 13 fueron
diferentes, destacando un solo patrén de secuencia interdelta (3317, 2417) que
procedia de la mitad de la fermentacién (Tabla 5). La distribucion temporal de
todas las cepas de este biotipo indico un «flujo» de cepas individuales durante el
curso de la fermentacion. Por ejemplo, durante la afiada 2014, se encontraron
cuatro cepas pertenecientes al biotipo | en FF (2414, 2614, 3614, 4314), mientras
que 1415 estaba en IF en 2015 y 4116 en FF (anada 2016). En la afiada 2017,
cuatro cepas (1617, 1817, 2117, 2217) se hallaron al inicio de la fermentacion,
mientras que tres se encontraron en la mitad de la fermentacion (2417, 3217,
3317) (Tabla 5). Estos hallazgos sugieren que ni siquiera las cepas de este biotipo
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se identifican con la cepa de referencia. La cepa control CROSS formé parte del
biotipo | y mostré mayor similitud con la cepa 3614 (Figura 13 (C) y Figura 14).

TABLA A: VALORES PROPIOS Y FACTORES RETENIDOS TABLA B: SELECCION DE CLUSTERES
para Analisis Clister Indice Calinski-Harabasz (mayor valor);
9 factores - 64,5 % Indice Davies-Bouldin's (menor valor)
% de Act;}m:llada Tasas Criterio de Criterio G tS " t6 i Z
Factor | Valor propio | varianza o de modificadas Kaiser Custeres | custeres | clusteres
plicada [ Yara™®2 | 4e g i | (retenidos) Inercia Intra-cluster 0,392 0,350 0,309
1 0110 110 rn 0 405 X Inercia inter-cluster inertia 0,254 0,295 0,337
2 0,106 10,6 215 354 X Inercia explicada (%) 39,302 | 45,751 52,160
3 0,076 76 29,1 2,0 X fndice Calinski-Harabasz (pseudo F) 16,997 17,542 18,717
4 0,071 7,1 36,2 6,3 X Indice Davies-Bouldin's 1,385 1,203 1,052
5 0,068 68 43,0 4,8 X
6 0,061 6,1 49,1 25 X
7 0,056 56 547 1,0 X
8 0,053 53 59,9 0,5 X
9 0,046 46 64,5 0,0 X
TABLA C: 7 BIOTIPOS (CEPAS Y DISTANCIAS)
1 I m Cédigo v v Cadigo VI
Cepa | Distancia Cepa | Distancia continuacion &l Cepa | Di en | _continuacién |
1415 0,277 Cepa | Distancia el Cepa | Distancia dendro- Cepa | Distancia
i 3416 0,234 rama 4317 0,774 grama_|
4116 0,299 3616 0,234 1416 0,392 4417 0,574 4516 0,148 3214 0513
2117 0,34 s016] 0234 1714]  03% 4517 o778| [1915] o148 15151 0519
Bl B 4216 0,234 23151 0410] g 4817 oz02| |2015] oa4sf €102 B it B
217 0465 4316|0234 2014  oa0| 1116 0537| |1514] o148 11151 0595
3914 0.5 ot6| 0263 3917| 0414 1216 o511| [1614] 0,148 47161 0607
1817 0,617 o6l 0263 5116 0429 1316 0,653| [1o16] 0,241 18141 0765
1617] 0,623 2116l 0263 3116 | 0432 1516 o5e7| [2316] 0241 42141 0782
217 0687 17| o280 3816| 0458 2214 0472| l415| 0241 d014] 1,031
3317] 0687 817 0.280 3916  0458] ¢ 100 615| 0,241 -
i 4117|0280 2415| 0458 1215|0241 [Cepa |
3217 0,75 276l 0280 4617|049 1315| 0,241 3814
2614] 0813 2816 0.280 4717|0494 . \II)_ _ 2714|0241
3614( 1,145 016 0,280 2006 0,522 cpa | Distanda | |y014| 0,241
CROSS| 1,373 e 0250 3617 0,553 1815 04%2| |3314| o041
i 5016 0,280 4017 0,575 3514 06101 13414 0241
Cepa | Distancia J515 0289 2115 0,577 4217 0668 |215| 0,288
2814|0102 P 1616| 0,633 1914 07141 12516 | 0,299
s014] o102 16| 0292 3216| 0,993 2314 LO018] 13316| 0,310
3114 0319 1716 0,998 4616 | 0,333
2016 0,340 1816 0,998 4816 | 0,333] €106
2616 0353 2114 1,055 4916 | 0,333
3517 0353 1715 1,635 2514 | 0454
4416 0,368 3516 1,863 1615]  0478] 0o
3714| 0478

Figura 13. Los factores retenidos del MCA global (A), seleccién de clusteres (B)
biotipos con cepas y distancias (C)

El biotipo II, con un 1,8% del total de los aislados, estaba formado por dos
cepas idénticas (2814, 3014), localizadas al final de la fermentacion (Tabla 5) y
constituyd el biotipo V descrito en la afiada de 2014.
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El biotipo Il (42,7%) es el mas numeroso del total de los aislados, con 47
cepas. Se identificaron 10 aislamientos clonales (Figura 13 (C) y Tabla 5), cuatro
de ellos, formados exclusivamente por cepas de la afada 2016 y uno exclusivo
de la ahada 2017, y el resto de los aislados clonales estaban formados por cepas
de diferentes afadas, que se describen a continuacion.

En cuanto a los cuatro aislados clonales correspondientes a 2016,
disponemos del primer patrén de secuencia interdelta, compuesto por tres cepas
de diferentes etapas de la fermentacion (IF: 0916, 1016; FF: 2116). El segundo y
tercer patron de secuencia interdelta estan formados por cepas del final de la
fermentacion (FF: 3416, 3616, 4016, 4216, 4316) y (FF: 2216, 5216). El ultimo
patréon exclusivo de esta afiada mezclé dos cepas de diferentes etapas de la
fermentacion (MF: 1716; FF: 1816). El Unico aislado interdelta de la afada del
2017 agrup6 dos cepas del final de la fermentacion (4617, 4717).

Los otros cinco restantes aislados clonales identificaron cepas de diferentes
afiadas y distintas etapas de fermentacion: el mas numeroso agrupd ocho cepas
que se encontraron mayoritariamente al final de la fermentacién (FF: 3817, 4117,
2716, 2816, 3016, 3716, 5016), excepto en la mitad de la fermentacion de la cepa
(MF: 3717). El aislado clonal de tres cepas del final de la fermentacién lo
constituyeron las cepas (FF: 2415, 3616, 3916). Los otros tres aislados clonales
con dos cepas lo formaron el aislado que indica flujo en la fermentacion y sucesion
dindmica de cepas autéctonas (MF: 3517; FF: 2616) y los dos que solo se
corresponden con una etapa de fermentacion (MF: 1416, 1714FF: 2014, 2315).

El biotipo 1V (8,2% del total) incluyé nueve cepas genéticamente similares,
pero de diferentes anadas y de distintas etapas de la fermentacién: anada 2014
(MF: 2214), afiada 2016 (IF: 1116, 1216; MF: 1316, 1516) y afada 2017 (FF:
4317, 4417, 4517, 4817) (Figura 13 (C) y Tabla 5). Cabe sefalar que en este
biotipo no aparecio ninguna cepa de la afiada 2015.

El biotipo V (4,6% del total) se formé con cinco cepas de diferentes afiadas y
de diferentes etapas de la fermentaciéon (MF: 1914, 1815; FF: 2314, 3514, 4217),
pero ninguna de la afnada 2016 (Figura 13 (C) y Tabla 5).

El biotipo VI (29,1% del total) es el segundo mas numeroso, con 32 cepas.
Se identificaron cinco patrones de secuencia interdelta, uno de ellos formado
exclusivamente por cepas de la anada 2016, y los otros cuatro, formados por
cepas de diferentes afadas (Figura 13 (C) y Tabla 5). En particular, la afiada 2016
también agrupé cepas de la misma etapa de la fermentacion (FF: 4616, 4816,
4916). Curiosamente, el patron de secuencia interdelta mas numeroso de todo el
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estudio se identificod en este biotipo: 10 cepas de diferentes afladas y de distintas
etapas de la fermentacion y una cepa exclusiva del mosto (M: 0415; IF: 0615,
1215, 1315; FF: 1916, 2316, 2714, 2914, 3314, 3414); otro de los patrones estaba
formado por cinco cepas de diferentes etapas (MF: 1915, 1514, 1614; FF: 4516,
2015); el resto de los patrones, con dos cepas (MF: 1615; FF: 3714) e (IF: 115;
FF: 2416).

El biotipo VII (0,9%) representd el menor porcentaje respecto al total
constituido por la Unica cepa que formaba el biotipo Ill en la descripcion de la
anada 2014 (FF: 3814). (Figura 13 (C) y Tabla 5).

|

s

cepa 3814
47 cepas: 42,74
14 cepas: 12.7%

=

0044

< Srepas: 4.6%

7 biotipos

Figura 14. Dendrograma de Ward global que muestra la relaciéon genética de los 110
aislados de Saccharomyces cerevisiae y la cepa control (Evo Cross®(CROSS)). Se
identificaron siete biotipos (I y VIl) basados en los indices de Calinski-Harabasz mas
alto: 18,717, y el valor del indice de Davies-Bouldin mas pequeio: 1,052

En términos de cultivos iniciadores Uutiles, de todos los aislados clonales
descritos se identificaron un total de nueve cepas tolerantes al etanol (A a ) que
se repiten en dos o mas afiadas: siete se encontraron en dos afadas (A, B, E, F,
G, H, 1) y solo dos (C, D) persistieron durante tres afios consecutivos (Figura 14);
no se detectd que ninguna de las cepas persistiera durante los cuatro afios
consecutivos.

Teniendo en cuenta solo las cepas no repetidas, se identificaron 70 cepas
distintas en las cuatro afiadas: las 12 cepas que estuvieron presentes en una o
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mas afadas y las 82 cepas diferentes en cada afada (24 cepas de 2014, 13 cepas
de 2015, 28 cepas de 2016 y 17 cepas de 2017). Por consiguiente, 61 cepas son
las consideradas de cosecha Unica, mientras que las nueve restantes son las
persistentes entre afiadas, lo que sugiere que son parte de la microbiota residente
en la bodega experimental que se encontraba a 17 km de la bodega vecina mas
cercanay a 3 km del vifiedo experimental. Clavijo et al. (2010) destacan hallazgos
similares, aunque identificaron cepas comerciales en las fermentaciones de
laboratorio y concluyeron que las cepas se transfirieron de la bodega a vifiedos
cercanos a través de la transmision de insectos, la propagacion de lias de
levadura en el vifiedo y la escorrentia de las operaciones rutinarias de la bodega.
Las levaduras persistieron en una sola anada, lo que es contrario a nuestras
cepas «implantadas en bodega». Si bien es posible la transferencia de insectos
desde la bodega o entre parcelas vecinas, es probable que las cepas sean
autéctonas, dado que las cepas comerciales no se utilizaron para la vinificacion
experimental. Todavia existe cierto debate sobre si la variedad de uva o la
ubicacion pueden influir en la poblacion indigena de Saccharomyces. Clavijo et
al. (2010) identificaron poblaciones separadas en tres variedades de uva (Syrah,
Merlot y Cabernet Sauvignon), mientras que la investigacion de Capece et al.
(2016), que examinaron 11 variedades cultivadas en un solo vifiedo, aludi6 a
cepas especificas de Saccharomyces cerevisiae nativas asociadas con un terroir
particular. Sin embargo, Santamaria et al. (2019), en un estudio reciente en once
bodegas en la region de La Rioja, mostraron que las cepas variaban con la
vendimia y ninguna era comun a las bodegas vecinas o la zona. También, en un
estudio que utilizé secuenciacién delta PCR, Sun et al. (2017) concluyeron que
no solo las poblaciones de Saccharomyces difieren entre las variedades de uva,
sino también entre las uvas de vino y de mesa, asi como la ubicacién geografica
tanto en un nivel local (regidén) como a escala global (pais).

6. Actividad enzimatica de relevancia enolégica

En este estudio se determind la actividad enzimatica de las cepas de
levaduras  no-Saccharomyces Metschnikowia pulcherrima, Lachancea
thermotolerans, Hanseniaspora uvarum Yy Torulaspora delbrueckii aisladas
durante las anadas 2014-2017. Las actividades proteasa, lipasa, B-glucosidasa,
esterasa y celulasa fueron evaluadas por su implicacién en varios procesos
tecnolégicos en la vinificacion.
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6.1. Proteasa y B-glucosidasa

La percepcién visual de los vinos se ve afectada por los problemas
causados por inestabilidad o quiebra proteica. En la actualidad, esto se solventa
decantando con bentonita. El uso de enzimas proteasas para la degradacién por
hidrolisis de estas proteinas se perfila como una alternativa al uso de la
bentonita para la clarificacion, opcion que tendria menor incidencia sobre la
calidad sensorial final de los vinos (Belda et al., 2015).

Otra de las caracteristicas organolépticas definitorias de la calidad de los
vinos es el aroma. Los terpenos son un tipo de compuesto varietal que contribuye
a mejorar el aroma del vino. La mayoria estan unidos a moléculas de azucar con
las que forman unos compuestos inodoros. Durante el proceso de fermentacion
la accién de la enzima B-glucosidasa los descompone y se separa el terpeno del
azucar (Maicas y Mateo, 2015); es asi, en su forma libre, como los terpenos
coadyuvan al enriquecimiento aromatico del vino.

La actividad proteasa fue, junto a la actividad B-glucosidasa, la mas
abundante en la poblacién de levaduras estudiadas (Figura 15). Belda et al.
(2016) informaron sobre hallazgos similares en estudios previos.

La actividad proteolitica y B-glucosidasa se observé alrededor del 80% de las
cepas de M. pulcherrima (Figura 15). De acuerdo con nuestro trabajo, Binati et al.
(2019) hallaron resultados positivos en estas actividades enzimaticas en
Metschnikowia ssp. Sin embargo, Barbosa et al. (2018) destacan la ausencia de
actividad proteolitica en esta especie. Mendes Ferreira et al. (2001) sefialaron
que, debido a la alta actividad B-glucosidasa de la especie M. pulcherrima, se
convierte en una candidata potencial para ser usada en la ruptura de
compuestos terpénicos, para la liberacion de estos aromas.

Con respecto a H. uvarum se encontré actividad proteolitica en el 80% de
las cepas y nula actividad B-glucosidasa (Figura 15). Belda et al. (2016)
senalaron la actividad proteolitica como una actividad muy extendida cuando se
considera la poblacion total de levaduras, en concordancia con nuestros
resultados. Cabe sefalar que la capacidad de algunas cepas de H. uvarum para
producir enzimas (-glucosidasas se encontré en otros estudios enzimaticos.
Albertin et al. (2016) hallaron crecimiento en las placas de arbutina, aunque no
se pudo observar el halo distintivo, pero Rosi et al. (1994) dieron a conocer una
disminucion notable de la actividad B-glucosidasa a valores de pH por debajo
de 4 en la mayoria de especies de levaduras no-Saccharomyces examinadas.
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Figura 15. Mapa de calor de la actividad enzimatica: Metschnikowia pulcherrima (A),
Hanseniaspora uvarum (B), Lachancea thermotolerans (C) y Torulaspora
delbrueckii (D)

Las cepas de las especies L. thermotolerans y T. delbrueckii no mostraron
actividad proteolitica ni actividad B-glucosidasa, coincidiendo con los resultados
obtenidos por Belda et al. (2016).
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6.2. Lipasa y esterasa

Gracias a la accioén de las lipasas, los acidos grasos libres procedentes de la
uva o los microorganismos pueden ser degradados. Asimismo, las esterasas
catalizan la sintesis de ésteres que contribuyen al aroma secundario de los vinos
(Escribano et al., 2017).

La actividad lipasa se hallé en el 100% de las cepas de H. uvarum y en el
33% de las cepas de M. pulcherrima; las dos especies restantes no mostraron
esta actividad (Figura 15). Lin et al. (2020), en un estudio que utilizé el mismo
método para la deteccion de esta actividad, encontraron resultados positivos en
todos los aislados analizados, en discrepancia con nuestro trabajo.

La actividad esterasa se observo en el 45% de las cepas de M. pulcherrima
(Figura 15). Escribano et al. (2017) encontraron actividad en el 100% de los
aislados, a diferencia de nuestros resultados. Sin embargo, Binati et al. (2019)
comunicaron que, en el conjunto de las actividades enzimaticas estudiadas, la
esterasa, en Metschnikowia spp., es la caracteristica mas discriminante de estas
levaduras, en concordancia con los resultados de nuestra investigacién, en la que
la actividad de la esterasa fue nula en el resto de las especies.

6.3. Celulasa

Los terpenoles glucosidicamente ligados se encuentran principalmente en los
hollejos de las uvas. Asi, la degradacion enzimatica de la pared celular causada
por las carbohidrolasas (pectinasa, celulasa, xilanasa y glucanasa) contribuye a
la liberacion de esos precursores de las bayas al mosto. Se ha propuesto que la
degradacién de la pared celular de la uva permite que muchos compuestos
aromaticos o potenciales aromaticos formen parte del mosto, dando como
resultado un mejor perfil aromatico (Pérez-Gonzalez et al., 1993).

L. thermotolerans mostré actividad celulasa en el 100% de las cepas
estudiadas (Figura 15). Escribano et al. (2017) describieron esta especie no-
Saccharomyces en la que estaban presentes las cuatro actividades
carbohidrolasas (pectinasa, celulasa, xilanasa y glucanasa), sefialando la
actividad celulasa en la mayoria de las cepas analizadas, de acuerdo con nuestro
trabajo.
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La actividad celulasa se hall6 en un menor grado en las especies M.
pulcherrima (12%) y H. uvarum (11%) (Figura 15). Strauss et al. (2001) y Merin et
al. (2015) obtuvieron resultados similares que describen la presencia de actividad
celulasa en algunas levaduras Ascomycota (M. pulcherrima y H. uvarum).

Por ultimo, la especie Torulaspora delbrueckii presentd resultados negativos
para todas las actividades enzimaticas analizadas (Figura 15). Ganga y Martinez
(2004) senalaron que la secrecion de cada enzima no es caracteristica de un
determinado género o especie, pero depende de la cepa de levadura analizada,
o también pudiera explicarse por la pequefia representacion de esta especie
dentro del numero total de cepas de levaduras estudiadas.

7. Analisis quimico

La Tabla 6 recoge los parametros enoldgicos primarios de las muestras de la
uva y del vino de investigacion durante las afiadas 2014-2017.

En la uva, se observaron valores de Brix y pH adecuados, excepto en la
afada 2017. El pH fue sustancialmente mas elevado, motivado por las elevadas
temperaturas y bajas precipitaciones que dan lugar al estrés hidrico, causante de
elevadas concentraciones de potasio. Resultados similares fueron encontrados
por Vicente (2017) acerca del efecto de las condiciones meteorologicas sobre las
concentraciones de potasio.

El vino de investigacion, sin paradas durante la fermentacién espontanea,
mostré bajos valores de acidez volatiles en todas las afiadas, lo cual indica que
el proceso de elaboracion estuvo bien ejecutado, dando lugar a vinos correctos
para el aislamiento de las levaduras.

La composicion quimica tanto de la uva como del vino de investigacion en las
afadas estudiadas no mostré diferencias sustanciales que puedan haber influido
significativamente en el desarrollo de las levaduras asociadas a la variedad
minoritaria Negro Sauri.
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Tabla 6. Analisis quimico de la uva y del vino de investigacién en las afadas 2014-
2017

ANO | Brix | Densidad | Azticar | pH | Acidez| Acido Acido | Potasio | I.P.T.
total malico | tartarico| (mgL™)
(gL™) (gL") (gL™)
2014 | 245 1,103 244 .4 - - 1,78 8,0 1528 12,7
2015 | 24,5 1,102 2443 3,31 5,72 2,25 5,7 1534 14,7
2016 | 24,4 1,103 242.8 3,43 4,84 1,98 4.8 1594 14,5
2017 | 24,6 1,103 2455 3,49 5,98 2,47 7,4 1973 14,3
Acidez Acidez
ARO ‘2}1":\’:\3' pH total volatil
(9L (9L
2014 14,1 3,48 4,0 0,36
2015 13,5 3,37 3,9 0,34
2016 13,8 3,55 4.1 0,25
2017 14,5 3,71 3,6 0,25

I.P.T.: Indice de Polifenoles totales
Acidez total (gL' en acido sulfarico)
Acidez volatil (gL' en acido acético)
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1. Las principales especies de levaduras asociadas a la variedad minoritaria
Negro Sauri son Saccharomyces cerevisiae y cuatro especies no-
Saccharomyces: Metschnikowia pulcherrima, Lachancea thermotolerans,
Hanseniaspora uvarum 'y Torulaspora delbrueckii.

2. No se pudo determinar la relacion entre la variedad de uva, la ubicacion
geografica y las condiciones climaticas, pero si la influencia del uso de
fitosanitarios en el terroir microbiano.

3. La actividad proteasa y B- glucosidasa fue la mas abundante entre la
poblacion de levaduras no-Saccharomyces. La especie M. pulcherrima mostré
actividad B- glucosidasa y proteasa. H. uvarum presenté actividad proteasa y
lipasa, y L. thermotolerans fue la Unica especie con actividad celulolitica. La
especie T. delbrueckii no mostré actividad enzimatica.

4. La poblacién de Saccharomyces cerevisiae resulto diversa y transitoria en
las cuatro afiadas estudiadas, como muestra el hecho de que las afiadas 2014 de
2017 resultaran heterogéneas, frente a la homogeneidad presentada por la
correspondiente a la de 2015. La afiada de 2016, por su parte, evidencio la menor
variabilidad genética.

5. Se identificaron 61 cepas de «cosecha uUnica» en la poblacion de
Saccharomyces cerevisiae, y nueve aisladas perennes, de las cuales, cinco se
encontraron en dos 0 mas anadas. Por ello, estas 70 cepas se proponen para una
investigacion mas profunda en los estudios de fermentacion, con el fin de
determinar si son utiles como cultivos iniciadores para la industria vitivinicola.
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Gonzalez-Alonso, |., Walker, M.E., Vallejo-Pascual, M.E., Naharro-
Carrasco, G and Jiranek, V. (2021). Capturing yeast associated with grapes
and spontaneous fermentations of the Negro Sauri minority variety from an
experimental vineyard near Leodn. Scientific Reports, 11, 3748.
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