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Introduction

Nowadays there is a global trend towards an increase in organic vitiviniculture
which is of great importance not only in environmental terms but also as a generator of
added value. These practices contribute to obtain more sustainable and healthy products.
Spain is the country with the largest vineyard in the world (which accounts for 14% of the
world’s total vineyard surface area and 30% of the European Union’s total) and the third
largest wine producer in the world (OIV, 2017). In addition, Spain has the largest area of
organic vineyards in the world, and it experienced the highest sustainable growth in the
last decade (European Commission, 2017). Galicia (NW Spain) is one of the most important
viticultural regions in Spain where agricultural activity is of great importance, not only
because of the socio-economic value it generates, but also because of the empowerment of
rural environments and the role it plays in environmental conservation. However, despite
the recognized boom of organic products, only in 78.2 ha organic production is certified
(CRAEGA, 2017); that is, in less than 0.3% of the total vineyard in Galicia. Climatology of
this region favours development of fungal diseases. In addition, orography, geology and
soils are quite heterogeneous within this region, even at plot level. All these factors hinder
production of organic grapes in the Galician community. On the other hand, Galicia owns
many autochthonous grapevine varieties: most of them are of minority culture, but they
constitute a great potential in the production of white and red wines.

Organic production requires specific agronomic practices, techniques of soil
management, fertilization and pest control that differ from conventional production
(REGULATIONS (EU) 2018/848; EU n° 203/2012; (EC) n° 889/2008; (EC) No. 834/2007).
Organic farming has effect at different levels on biodiversity, the microbial population and
the quality of the grapes obtained in the vineyard. At the winery, organic practices during
the vinification process influence the chemical and sensory characteristics of the wine.

Microorganisms are the most abundant living beings on Earth with a central role in
basic ecological processes of the ecosystems. Therefore, their diversity must be conserved.
Yeasts are essential in winemaking, and their knowledge plays an important role in the
differentiation of the final product.

David Castrillo Cachon, 2018 10



Study of yeast diversity in organic and conventional grapes from Galicia: biogeographic patterns and influence on the chemical and
sensory characteristics of wine

More than 100 different genera of yeasts are known; however, wine yeasts present
significantly in the grape, must, and proper environments of wine elaboration represent
less than twenty genera. These include Aureobasidium, Hanseniaspora/Kloeckera,
Metschnikowia, Candida, Starmerella, Pichia, Hansenula, Issatchenkia, Torulaspora, Rhodotorula,
Debaryomyces, — Kluyveromyces,  Brettanomyces/Dekkera, ~ Cryptococcus, — Saccharomyces,
Saccharomycodes, ~ Schizosaccharomyces and Zygosaccharomyces. Their activity during
fermentation determines the chemical and sensory quality of the final product. It is known
that the microbial community of the grapes, yeasts especially, is influenced by multiple
factors, including climatic conditions, grape variety, maturation degree, grape sanitary
status, harvest and the use of phytosanitary products (Barata et al., 2012; Martins et al.,
2014). Moreover, depending on the culture system, certain differences in the yeast
community have been observed between organic and conventional samples. In this
context, the vineyard could be a reservoir of autochthonous yeasts of wine interest,
especially in organic production where greater biodiversity has been reported (Cordero-
Bueso et al., 2011). The presence or absence of some genera and/or species and their
proportion varied depending on the culture system (Comitini & Ciani, 2008; Drumonde-
Neves et al., 2017), and even an intraspecific diversity has been found in organic samples
(Milanovi¢ et al., 2013).

Likewise, organic vitiviniculture is reinforced with the use of native cultivars
adapted to edaphoclimatic conditions and native yeasts, which are better adapted to the
particular must conditions and winery environment of each region (Bokulich et al., 2016).
This allows quality wine production while preserves their typicality and uniqueness,
characteristics that are especially appreciated in organic wines. Therefore, study of native
yeast communities of vineyards and wineries, particularly in organic production, is an
important step towards the preservation of the native genetic resources. Induced
fermentations generate a large replacement of native yeasts and result in the loss of wine
identity, but native strains of Saccharomyces cerevisiae can lead the fermentation process to
the end. The production system also influences the healthy characteristics and
differentiation of wine, which directly affects the assessment of consumers from a socio-
economic perspective (Callejon et al., 2010).

Yeasts produce a large number of metabolites such as alcohols, CO, glycerol, acids
and other volatile substances that can affect wine quality. However, the effect on organic
grapes is little-known. Formation of volatile compounds during grape must fermentation
depends on several factors such as the type and concentration of the compounds initially
present in the grape and must, yeast’s ability to transform them and winemaking
conditions. But the production system can also influence. Organic vines suffer more biotic
stress than conventional vines and a longer period of maturation; in response they must
produce higher concentrations of secondary metabolites. In addition, diversity and
proportion of yeast species during vinification and relationships between them can
influence the fermentation kinetics and wine chemical and sensory characteristics
(Swiegers et al., 2005).

David Castrillo Cachon, 2018 11
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Usually, and particularly in Galicia, in organic wineries fermentations are carried out
spontaneously; that is, with yeasts from grapes, resident winery yeasts or by means of a
certain control with the addition of pied de cuve from initiated fermentations. Even, in the
most prestigious wineries, by the addition of selected autochthonous yeast strains.

Spontaneous fermentation has a significant intraspecific biodiversity within the S.
cerevisiae species, but also of the non-Saccharomyces species present during fermentation.
Therefore, yeast population in spontaneous fermentations consists of different strains
which, in proportion to their relative abundance, influence the aromatic properties of the
wine. Different S. cerevisiae strains generate variable amounts of fermentative by-products,
with desirable or undesirable effects on the wine aroma. Only a few S. cerevisiae strains are
able to lead the final stages of fermentation. Some prevalent S. cerevisiae strains could be
implanted in spontaneous fermentations in the same winery (Blanco et al., 2011), which
implies some strain-cellar and even strain-vineyard correlation. In addition, some S.
cerevisiae strains isolated from different wineries in the same region could be very similar,
emphasizing a correlation between strain and oenological region.

During spontaneous fermentations a succession of different yeast species is involved.
Non-Saccharomyces yeast appears mainly in the initial phase of alcoholic fermentation (AF);
but as fermentation progresses, these species are substituted by S. cerevisize which has a
more effective fermentative power and tolerance to alcohol content. On the other hand, it
has been shown that some strains of Candida or Torulaspora are able to satisfactorily
complete the fermentation process to acceptable levels (Canonico et al., 2016).

In the same way, there is a great interest in the elaboration of wines with specific
characteristics linked to a production area. This tendency has led to a rediscovery of the
fermentation directed by native yeasts to obtain differentiated quality wines (Capozzi et al.,
2015). The continued use of commercial strains (S. cerevisiae, but also non-Saccharomyces)
can lead to the loss of complexity and the wines standardization, together with the
decrease of yeast species diversity in the winemaking environments. In fact, there is
evidence that non-Saccharomyces yeasts constitute a significant part of the wine's microbial
population during fermentation, which contributes to desirable wine sensory attributes
(such as taste and aroma) due to their production of volatile secondary metabolites (such as
esters, higher alcohols, acids, thiols and extracellular enzymes). Contribution of organic
production to wine peculiarities during fermentation is less pronounced in comparison
with the spontaneous fermentations. In addition, it has been shown that in spontaneous,
mixed or sequential fermentation with S. cerevisiae, non-Saccharomyces species can produce
aroma compounds and other metabolites such as ethanol, volatile acidity or glycerol, but
its production is strain-dependent (Ciani et al., 2010).

Hence, the knowledge of yeast distribution patterns and the factors that influence
their structure and diversity are of great importance. Geographical differences found in
yeasts diversity from vineyards probably influence the distinctive regional differences in
wine style and character. Natural yeast diversity shows a unique composition, correlated
with each specific terroir, which represents a great resource for the production of
differentiated wine (Capozzi et al., 2015; Tofalo et al., 2013).

David Castrillo Cachon, 2018 12
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Bokulich et al. (2014 and 2016) studied microbial terroir patterns closely related to the
production area and metabolic profiles of the wines obtained, conditioned by cultivar,
harvest and climate.

On the other hand, from around one thousand volatile compounds that have been
identified in wines, more than 400 are produced by yeast during fermentation. Their nature
and concentration are yeast strain dependent. Some of them such as higher alcohols,
acetates and esters provide positive notes to the wines. Other compounds have negative
effects on wines, for instance acids, phenols, aldehydes, ketones, lactones and sulfur
compounds. Many biochemical pathways are involved in the formation of wine aroma by
yeasts. They are significantly influenced by several factors such as must composition and
pH, fermentation temperature, must treatments and skin contact time. However, the
contribution of the different yeast strains to the uniqueness of the wine aroma will depend
on the fermentation ecology and the factors that determine it. Thus, it is necessary to know
the influence of these autochthonous S. cerevisize and non-Saccharomyces strains on the
chemical characteristics and the aromatic and sensory profiles of the wines obtained.

Finally, as far as we know, there are no studies that jointly address in detail the
influence of the cultivation system on the regional yeast diversity. In addition, knowledge
of interactions between different yeast strains and their influence on wine characteristics is
another challenge of current interest.

Justification and aims

Despite actual global tendencies to increase organic production and the importance
of the wine industry in Galicia, very few producers applied this culture system here,
mainly due to very heterogeneous and sometimes adverse climatic conditions. In addition,
data available about the impact of organic production on yield and grape quality are
scarce.

On the other hand, organic production has an influence on the yeast diversity of
grapes and wineries. In Galicia, very little information is known about yeast population
associated with grapes. However, there are several studies about different grapevine
characterization, influence of different S. cerevisiae strains in wine quality, but none about
application of non-Saccharomyces yeasts.

This doctoral thesis, carried out in the Estacion de Viticultura e Enoloxia de Galicia
(EVEGA-AGACAL), addresses for the first time a comparative study on the diversity of
yeasts in grapes and musts from organic and conventional production in four
Denominations of Origin (DOs) from Galicia. In addition, to our knowledge, it is also the
first work in which the existence of biogeographic patterns of yeast population in NW
Spain vineyards is verified. The influence of organic production on fermentation and wine
quality is also evaluated. Finally, the oenological potential of indigenous non-Saccharomyces
was tested at experimental winery scale.

David Castrillo Cachon, 2018 13
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Considering the previous background, the main objective of this doctoral thesis was
to evaluate the influence of the organic and conventional grape cultivation on yeast
diversity and their biogeographical patterns in Galicia and to determine their influence on
the chemical and sensory characteristics of wine. For this purpose, the following specific
objectives have been proposed:

1. To isolate and identify yeasts from grapes and must from organic and conventional
vineyards of different DOs from Galicia.

2. To determine the role of organic production on yeast population diversity in grapes
and must.

3. To establish the importance of the different yeast species and to confirm the
existence of biogeographic patterns in the yeast population (microbial terroir) as a
concept of regional differentiation able to contribute a unique quality and typicality
to wines.

4. To study the yeast population dynamic in spontaneous fermentations (at laboratory
scale) from organic and conventional grape musts and its influence on the wines.

5. To characterize the S. cerevisiae strain diversity in organic wineries from Galicia and
to establish their distribution pattern.

6. To compare commercial organic and conventional wines from Galicia at sensory
level in order to obtain a general view of the quality and preference for organic
wines by tasters.

7. To evaluate the oenological potential of autochthonous non-Saccharomyces yeasts in
sequential fermentation tests: fermentation kinetics, implantation ability and
influence on the chemical, aromatic composition and sensory characteristics of the
wine.

Methodology
Origin of grapes and sampling design

Grapes were harvested from vineyards within four Denominations of Origin from
Galicia during three consecutive years (2013-2015) (Figure i). Representative grapevine
varieties grown in Galicia were chosen: Treixadura and Mencia in Monterrei DO;
Brancellao and Treixadura in Ribeiro DO; Mencia in Ribeira Sacra DO and Albarifio and
Treixadura in Rias Baixas DO. For each variety, plots bordering or close to each other, but
employing different farming systems (organic and conventional) were selected; therefore,
they presented similar microclimatic conditions and agronomic characteristics. In each plot,
three representative random blocks were established. About 4 kg of grape bunches per
variety were collected from at least 8 to 10 vines from each block. Climatological data were
collected from the two closest climatological stations. In addition, diversity of S. cerevisiae
strains present in five organic wineries of production from Galicia was studied. Samples
were collected directly from the fermentation tanks in those wineries at different stages of
fermentation.
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Monterrei DO

Figure i. Location of vineyards sampled in different Denominations of Origin and climatic zones
from Galicia (NW Spain): 1, coastal oceanic climate; II, inland oceanic climate; III, Mediterranean
oceanic climate; IV, mountain oceanic climate.

Sample processing and yeast isolation

Grape samples (total = 42 samples/year) were collected, transported to the
laboratory in individual plastic bags and processed within 2 h. To isolate yeast from grapes
(only in 2015) 20 healthy whole berries were aseptically separated from random bunches in
the sample. Then, grapes were placed into sterile flasks with 100 mL of peptone water and
incubated in an orbital shaker at 120 rpm for 2 h to dislodge yeast cells from the grape
berries surface. To obtain must, the grapes were aseptically hand-destemmed and crushed.
From the obtained must, samples were separated for different analyses: i) yeast diversity;
ii) natural fermentation; iii) chemical analysis. For the red varieties (Brancellao and Mencia)
phenolic richness of grapes was also determined. In this case approximately 1 kg of
random bunches of whole grapes were collected for each block.

For microbiological analysis the samples were adequately diluted and 100 pL were
homogeneously spread in duplicate on WL Nutrient Agar medium (Scharlau
Microbiology) supplemented with 200 pg/mL of biphenyl to suppress moulds. Plates were
incubated at 28 °C until visible colonies appeared and those containing between 20 and 200
colonies were used for quantification of total viable cells. From each sample a
representative number of colonies were isolated in YEPD medium based on their colony
aspect and frequency (10-20 for each sample). The isolates obtained were maintained at -80
°Cin YEPD with 15% (v/v) glycerol until further identification.
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Yeast identification

Yeast identification at species level was performed by PCR amplification of the 5.85
rRNA gene and the two internal (non-coding) ITS1 and ITS2 spacers using the ITS1 and
ITS4 primers. PCR amplification and sequencing of D1/D2 region of 265 rDNA gene was
used to confirm yeast identity. The D1 and D2 domains were amplified using NL-1 and
NL-4 primers. The same primers were used for sequencing using a BigDye Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) and a 3130xl Genetic Analyzer (Applied
Biosystems). Sequences similarities were obtained using GenBank BLASTN search
facilities. The identification was considered correct when gene sequences identity was 98%
or higher. Analysis of mtDNA restriction pattern (mtDNA-RFLPs) was used to
differentiate S. cerevisiae strains.

In addition, a hierarchical cluster analysis (dendrograms and phylogenetic trees) was
performed on the 66 strains of S. cerevisize found in organic wineries applying the Ward
method and data standardization.

Chemical analysis

Several parameters were determined in must samples. °Brix, sugars, pH, total acidity,
L-malic acid and Cu were determined using the OIV official methods (OIV 2012); tartaric
acid by colorimetry; the yeast assimilable nitrogen (YAN) according to the Sorensen
method and gluconic, acetic acid and glycerol by enzymatic methods (TDI-Tecnologia
Difusién Ibérica, S.L.). In addition, phenolic richness analysis of the red grapes was carried
out using the Cromoenos method. The following parameters were determined: total and
extractable anthocyanins, total tannins, degree of maturity of the tannins through the
phenolic maturity index (IMF), probable stable colour (CPE) and probable total polyphenol
index (TPI).

Wines were analysed in the chemistry laboratory of EVEGA using official methods
(O1V, 2012). The following general parameters were determined: alcoholic degree, glucose
+ fructose, total acidity, volatile acidity, tartaric acid, malic acid, lactic acid, pH, glycerol,
free and total SO..

Volatile compounds were determined following the methodology described by
Bouzas-Cid et al. (2018): major aromatic compounds (higher alcohols, acetaldehyde and
ethyl acetate) were quantified in an Agilent model 7890A (Palo Alto, CA, USA)
chromatograph with flame ionization detector (FID); concentration of minor volatile
compounds was determined by Agilent 690N GC-MS.

Natural spontaneous fermentations of organic and conventional must

Red grapes were manually destemmed and skins, juice and pulp were transferred to
2 L bottles. White grapes were manually pressed and the sifted grape juice was transferred
to bottles of 1 L capacity. Winemaking was carried out at a controlled temperature of 18 °C
and 24 °C (white and red wines, respectively).
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Fermentation kinetics was monitored by daily measurement of °Brix and
temperature. In 2013 and 2014 not all samples fermented correctly. Therefore, to ensure the
complete fermentation, in 2015 musts were allowed to start spontaneously. When density
decreased around 2 °Brix, sequential inoculation was carried out with the commercial
strain S. cerevisine EC1118 (Lallemand) of organic or conventional production, according to
the type of must. Moreover, at the beginning of the fermentation (Fi) and at the end (Ff) a
sample was taken to follow the evolution of yeast population during the process. The
wines obtained were centrifuged, sulphited with 25 mg/L of SO, and stored until their
chemical analysis.

Oenological characterization of non-Saccharomyces autochthonous strains

A phenotypic characterization of 32 autochthonous strains from Galician vineyards,
which were identified and conserved during the thesis, was carried out. Strains from the
main non-Saccharomyces species with oenological importance were selected according to
the current bibliography: Starmerella bacillaris, Lachancea thermotolerans, Metschnikowia
pulcherrima and Torulaspora delbrueckii. 70 mL of pasteurized must were fermented in
duplicate using a pure culture of each strain. The fermentative ability was determined
(measurement of the weight by CO loss) and production of glycerol, malic acid, lactic acid,
volatile acidity, total acidity, glucose + fructose, alcoholic strength, pH, higher alcohols,
ethanal and ethyl acetate were evaluated. A weighting was performed for each parameter
according to its relative importance. The best punctuated strain of each species was
selected for winemaking: Sb474, Lt93, Mp278 and Td315.

Fermentation of Treixadura musts with S. cerevisiae and non-Saccharomyces autochthonous
strains

Treixadura must was fermented in triplicate (5L x 3) at 16 °C by sequential
inoculation of a non-Saccharomyces strain (Sb474, Lt93, Td315 or Mp278) and S. cerevisiae
ScXG3. Non-Saccharomyces strain was first added (108 CFU/mL) and, once the fermentation
started and density decreased 10-15 g/L, S. cerevisize was inoculated. Furthermore, a
control of S. cerevisine ScXG3 pure culture and spontaneous fermentation process were
performed. Evolution of fermentation was followed by the daily measurement of density
and temperature. In the initial (Fi), tumultuous (Ft) and final (Ff) phases, samples were
taken to control the implantation of the inoculated yeasts. Yeast influence on chemical and
sensory characteristics of wines was studied.

Sensory analysis of organic and conventional wines

A comparative sensory evaluation of 62 organic and conventional commercial wines
from 5 Galician DOs (vintages 2011 to 2015) was carried out. Wines were obtained directly
from producers, wineries and/or Regulatory Councils. Descriptive wine-tasting sheets for
Galician white and/or red wines designed by a panel of experts in EVEGA were used.
Glossary was composed of 25 and 26 descriptors in white and red wines respectively,
including visual phase, olfactory phase, gustative phase and global quality.
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Sensory evaluation was carried out in the tasting room of EVEGA in several sessions
divided by DOs and by types of wine (white or red).

The judges group included 10-20 experts in Galician wines (35-50% women, 50-65%
men; ages between 25 and 64). A constant volume of 30 mL of each wine presented in
transparent tasting glasses at 12 °C was evaluated. Prior to tasting, wines were served in
each tasting station, coded with a numerical code and arranged randomly. One wine in
random repetition was used as a control sample. During the analysis, tasters evaluated
different wines and indicated the different descriptors perceived. Intensity of each
descriptor was rated on a scale from 0 (not present) to 9 (more intense). In addition, the
tasters assigned a preference for the wines.

Statistical analysis

Significant differences between samples were tested by variance analysis (ANOVA)
and Duncan/Tukey tests (p < 0.05) using SPSS (v.18.0) software.

Yeast species diversity was estimated using different classical ecology indexes:
species richness (S; number of species), Shannon-Wiener index (H'), Simpson’s diversity
index (1-D; was calculated to evaluate yeast species dominance (D = Simpson’s index), and
Equitability (E; similarity or evenness of the different species abundance).

Differences in yeast population due to DOs, production system, varieties and years
were tested by one-way and two-way Bray Curtis~ANOSIM (non-parametric analysis of
similarity) and one-way and two-way Euclidean-PERMANOVA (Permutational
Multivariate Analysis of Variance Using Distance Matrices). In addition, similarity
percentages breakdown (SIMPER) test between production systems/DOs was calculated to
assess the average percent contribution of individual variables to dissimilarity. Principal
Component Analysis (PCA), Principal Coordinate Analysis (PCoA), Canonical Correlation
Analysis (CCA) and a bilateral Pearson correlation were carried out using the species
frequencies and richness species to separate samples according to DOs (or winery), culture
systems, varieties, years and influence of climatic conditions. These statistical analyses
were performed using PAST (v.3.20) software (2018).

PCA, PCoA, CCA and Pearson were also applied to determine the influence and
relation of the volatile compounds and sensory descriptors in wines fermented with non-
Saccharomyces native strains. Descriptors were classified for each wine made with the
different non-Saccharomyces strains by comparing the percentage of the geometric means
(%GM = [%Intensity - %Frequency], Vilanova et al., 2010). PCA and Pearson analysis was
applied between all sensory descriptors (GM > 30%) and all volatile compounds analysed.
To show the relationship between the significant sensory variables of the aroma with a GM
> 30% and significant volatile compounds with OAV > 1, a partial least squares regression
(PLS) was applied. To estimate the synergies of the aromatic compounds an evaluation of
the overall fermentative aroma of the wines was carried out; all volatile compounds (also
with OAV < 1) were grouped into seven different aromatic series, according to its similar
smell descriptors.
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Results and discussion
Influence of the production system on must characteristics

The chemical composition of musts showed differences between organic and
conventional cultivation, depending not only on the variety and DO, but also on the
harvest. In general, sugar content and, in some cases, total acidity were higher in organic
musts compared to conventional ones, but still maintaining a balanced sugar/acidity ratio,
probably due to a lower production. These differences between both types of cultivation
became more pronounced during campaigns with unfavourable climatic conditions. It
should be mentioned that musts in 2014 had the lowest value of sugar content because a
premature harvest was carried out to avoid grapes damage due to September rain.
Consequently, significant differences were observed in gluconic content that year, an
indicative parameter of grapes sanitary status. Gluconic concentration was higher in
organic musts, which could be explained by a more severe attack of fungal diseases under
these conditions.

On the other hand, malic acid content was lower in must from organic farming than
in conventional ones, except in the Mencia from Monterrei DO and in Albarifio (Rias Baixas
DO). Concentration of L-malic acid within the berry decreases during and after veraison. In
this study, the lowest concentration of malic in organic musts cannot be related to the
warmer environmental conditions of 2013. High acidity in the grapes can be explained by
unusually cold seasons, poor vineyard locations, non-optimal cultivar selections or poor
viticultural practices for that region.

Regarding phenolic characterization of the red grapes from Monterrei and Ribeiro
DOs, they presented higher total polyphenols index (TPI), probable stable colour (PSC) and
tannins under organic farming than conventional production, with significant differences
in some samples. However, in Mencia from Ribeira Sacra DO, TPI, PSC and tannins were
higher in conventional grapes, although without significant differences. Similar results
were found for anthocyanins concentration, but differences were significant only in Ribeira
Sacra DO. Usually, phenolic maturity index (PMI) was slightly higher in conventional
culture. TPI values obtained in this study from Brancellao (37.2-48.5) coincide with those
typically described for this variety, although range values in Mencia were higher (44.3-
62.3), which confirms a variety influence on this parameter over the area and/or harvest.
Thus, Brancellao presented a lower TPI, PSC and content of anthocyanins and tannins than
Mencia. In turn, within the Mencia variety it was found that anthocyanins concentration
and PSC was higher in Ribeira Sacra grapes than in Monterrei grapes, indicating an effect
of the area.

Yeast diversity in grapes, musts and fermentation: influence of the production system

The influence of cultivation system (organic versus conventional) on yeast
population was quantitatively and qualitatively evaluated in musts and berries.
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Overall, quantitatively, musts from organic farming had a higher number of viable
yeasts than those of conventional origin, with some exceptions, for example in 2013 in
Ribeiro DO, although these differences were not always statistically significant. The values
observed varied between 10° and 107, similar to the typical counts for organic must (104-10¢)
(Bagheri et al., 2015; Patrignani et al. 2017). Yeast population oscillates along the
maturation stages of grape, and also depends on grape health status (Martins et al., 2014;
Renouf et al., 2005). In fact, the presence of higher amounts of yeast in the 2014 samples
was related to unfavourable climatic conditions close to harvest that caused sanitary
problems in the grapes. No clear relationship was found between varieties/DO and
proportion of viable cells.

Qualitatively, 46 yeast species belonging to 22 genera were identified: 40 species in
must and grapes together, 38 in must, 24 in grapes, 4 exclusively at Fi and 2 more only at
final stage (Ff) of natural fermentations. The results showed that total species richness (S)
was 22.5% greater in the samples of organic origin than in conventional ones. Thus, 38
species were found (95.0%) in organic samples compared to 29 species (72.5%) identified in
the conventional ones. These differences increased to 29.7% when grapes were also taken
into account. In addition, the number of species identified was greater in must than in
grapes. However, some exceptions to this general trend were found for the richness and
proportion of species in musts and grapes among DOs, varieties and years (Figure ii). The
greatest diversity of yeasts was observed in Rias Baixas and Ribeira Sacra DOs. In contrast,
in Ribeiro and Monterrei DOs yeast diversity was much lower. Our results agree with the
greater diversity found in organic farming for other vineyards (Bagheri et al., 2015;
Cordero-Bueso et al., 2011; Martins et al. 2014). On the contrary, other authors observed a
lower diversity in organic musts (Grangeteau et al., 2017; Milanovi¢ et al. 2013). This could
be explained by possible interactions between microorganisms, the use of fungicides, grape
variety and possible interactions microorganisms - grapevine (Barata et al., 2012; Comitini
and Ciani, 2008; Martins et al., 2014; Renouf et al., 2005; Schmid et al. 2011).

Regarding the occurrence of different yeasts, the predominant species were
Aureobasidium spp., Metschnikowia spp., Hanseniaspora uvarum and Cryptococcus spp. both in
musts and grapes samples (as confirmed by SIMPER analysis). Grape yeast population,
both in organic and conventional cultivation, was dominated by the ascomycete fungus
Aureobasidium spp. and by basidiomycete yeasts such as Cryptococcus spp., Rhodotorula spp.
and Sporobolomyces spp. However, the weakly fermentative yeast species H. uvarum and
Metschnikowia spp. were also identified in grape samples at high proportion (up to 42.1%).
H. uvarum was found in almost all must samples; however, in grapes, this species was
detected in samples of the Ribeira Sacra and Rias Baixas DOs, but to a lesser extent in
Monterrei DO. Species of the genus Cryptococcus were found mainly in Ribeiro DO, in
organic grapes and some conventional musts. The culture system also had an effect on the
distribution of minority yeast species. Organic samples presented higher diversity of minor
strains than conventional ones.

During the Fi of spontaneous fermentation species richness was approximately half
of that identified in musts and grapes. Natural fermentation of musts evidenced that H.
uvarum and Metschnikowia spp. were also the predominant species at the initial phases. As
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expected, a logical correspondence was observed between yeast species found in musts
and those responsible for fermentation beginning. However, some species which had not
been isolated from musts were identified during fermentation; for instance, Kluyveromyces
dobzhanskii, Candida pimensis, Metschnikowia af. chrysoperlae, Hanseniaspora clermontiae and
Saccharomycodes ludwigii. This was probably due to the fact that the number of viable cells
present was not enough to be detected until the fermentation conditions favoured their
growth. Furthermore, to our knowledge, C. pimensis and Sporobolomyces ruberrimus were
found for the first time as inhabitants of grapes or wine related environments.

Frequency of yeast species in grapes and musts: biodiversity indexes and biogeographical
distribution

Indexes of biodiversity (Shannon-Wiener index [H'], Simpson index [1-D] and
equitability [E]) were higher in the musts and grapes from organic production than in
samples from conventional origin; whereas dominance (D) was lower. Statistical analysis of
the results indicated the existence of significant differences among the yeast communities
from different geographical origin. Among the predominant species, the frequency of
Aureobasidium spp. was higher in conventional samples from Monterrei and Ribeiro DOs
than in the remaining DOs. In contrast, the frequency of Metschnikowia spp. and H. uvarum
appeared to be higher in organic musts than in conventional ones. Metschnikowia spp. was
more linked to Monterrei DO whereas H. uvarum appeared in greater proportion in Ribeira
Sacra and Rias Baixas DOs. Cryptococcus spp. was associated with musts from Ribeiro DO.
Moreover, regional differences were established in the minority species. L. thermotolerans
appeared frequently in Monterrei DO and, to a lesser extent, in Ribeiro DO, exclusively in
organic must. On the other hand, Starm. bacillaris, Issatchenkia terricola, Zygoascus
hellenicus/meyerae and different species of Candida, Pichia and Zygosaccharomyces genera,
were associated with Ribeira Sacra and Rias Baixas DOs.
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Figure ii. Frequencies of yeast species in organic and conventional musts from different Galician
DOs (Mo: Monterrei DO, Ri: Ribeiro DO, RS: Ribeira Sacra DO, RB: Rias Baixas DO) and grape vines
(Trx: Treixadura, Men: Mencia, Bra: Brancellao, Alb: Albarifo).
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Regarding cultivation system, Starm. bacillaris was mainly related to conventional
culture in Ribeira Sacra DO, but to organic musts in Rias Baixas DO. Therefore, the most
important differences were established in the minority species, which were found mainly
in organic farming. These results evidenced the existence of differences in yeast
communities related to culture system, but also according to their geographical origin
(Figure ii).

Differences in yeast distribution have also been found for grapes (Drumonde-Neves
et al., 2017; Grangeteau et al., 2017). Such variations have been attributed to several factors,
such as harvest, location, grape cultivation and phytosanitary treatments. Our results
showed a very heterogeneous distribution of predominant yeasts at the regional level as
described by some authors (Barata et al., 2012). Different patterns were found not only
between the same variety in different DO but also between different varieties within the
same DO. In addition, certain species predominated in a specific cultivation system. For
example, Rhodotorula graminis appeared in musts from all varieties, but mainly in
conventional cultivation. Data showed that, although predominant species are common in
all regions, their frequency is different and the minority species are also associated to zones
and/or varieties. Species such as Candida apicola and Wickerhamomyces anomalus (syn. Pichia
anomala) were barely found, although more notably in organic samples. These results are in
contrast with those found by Bagheri et al. (2015) who demonstrated that species W.
anomalus dominated the fermentations in conventional-integrated samples. Variability in
the proportion of yeast species in grapes has also been previously reported (Drumonde-
Neves et al., 2017; Grangeteau et al., 2017).

Statistical analysis confirms these differences. ANOSIM and PERMANOVA were
used to evaluate differences in yeast population (species richness and frequency) between
campaigns, varieties, DOs and culture systems. Species richness presented significant
differences among years (campaigns) (panosmm = 0.0113-ppermanova = 0.0501, R = 0.2199; F =
1.745). However, no differences were observed between grapevine varieties for this
parameter. The low values of R and F showed a greater weakness of the variety factor than
of the year factor in terms of their influence on the richness of species in grapes and musts.
In contrast, the DO factor showed significant differences between regional species richness
(p = 0.0021-0.0066, R = 0.4656; F = 5.217), greater than year and variety factors; Rias Baixas
and Ribeira Sacra DOs compared to Monterrei and Ribeiro DOs binomials had the highest
dissimilarity (R = 1 in both cases). On the other hand, the cultivation system factor did not
show significant differences for global species richness (prermanova = 0.118). However, the
PERMANOVA test presented significant differences when the farming system and DO
were grouped together.

Regarding the influence of the different factors on species frequency in musts and
grapes, significant differences were obtained in global ANOSIM and PERMANOVA tests
for all factors and their clusters (DO, culture system and grapevine variety). For example,
significant differences (p = 0.0001) and the highest F statistic values were obtained in the
organic samples of Ribeira Sacra and Rias Baixas DOs in comparison with the conventional
DOs Monterrei and Ribeiro (F=58.51-86.21 in musts). In musts, no significant differences
were found between Ribeira Sacra and Rias Baixas DOs. Even more, we found similarity
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between them (low R and F statistic values), but they differed from the other two DOs:
Ribeiro and Monterrei (high R and F values). In addition, significant differences were
found between organic and conventional production system for all DOs. The culture
system strongly influenced yeast community in Ribeiro DO and, to a lesser extent, in
Ribeira Sacra DO. Tests made in musts for the DO and variety clustering showed high
values of R and F in Ribeiro and Monterrei DOs in comparison with Ribeira Sacra and Rias
Baixas DOs for Mencia, Albarifio and Treixadura varieties. When the production system
and variety clustering was evaluated, important differences were observed between the
organic Brancellao-conventional Albarifio, organic Brancellao-organic Mencia as well as
conventional Brancellao-organic Mencia. In grapes, differences in the yeast population
were less noticeable.

When the two-way ANOSIM and two-way PERMANOVA were applied, which
allows the simultaneous study of two factors effects, the results showed significant
differences in all the factors (DO, culture system and grapevine variety) for the frequency
data. However, they only revealed significant differences for DOs when the species
richness data were used. This indicates that the DO factor is stronger and more influential
on the diversity of yeasts than the culture system. Moreover, the species frequency found
in each region is more important than the number of species identified during the three
years.

PCoA and PCA allowed a graphic representation of the influence of cultivation
system, region, year and variety on the richness and frequency of species. Graphics showed
a clear separation between DOs and culture system. Furthermore, it was observed that
dispersion of yeast species in organic musts was lower than in the conventional ones.
PCoA showed a greater similarity in the yeasts richness between varieties of the DO
Monterrei and Ribeiro with respect to those of the other two DOs. Regarding year influence
on the species richness, PCoA showed a high correspondence between samples of 2013 and
2014, separated from those of 2015. PLS test confirmed a clear separation between regions
in two groups: Rias Baixas-Ribeira Sacra DOs and Monterrei-Ribeiro DOs.

Different varieties have different sensitivity to fungal diseases, bunches
characteristics and peculiar secondary metabolites, some of them with antimicrobial
properties that could influence quantitatively and qualitatively the composition of the
grape microbiome. This could explain why all grape cultivars share a different fraction of
minority yeasts.

Some environmental parameters such as wind, relative humidity (RH) or rainfall are
of great importance due to their relationship with yeast presence on grapes because of
interactions with fungi, diseases and must release (Barata et al., 2012; Cordero-Bueso et al.,
2011; Schmid et al., 2011). Climatic conditions documented in Galicia during 2013-2015
have been very heterogeneous depending on the area and harvest. The greatest differences
between variable climatic were found in rainfall/RH. There was a significant increase in
rainfall in 2014, especially closed to harvest dates. These conditions favour fungal diseases
such as mildew or botrytis. The amount of UFC/mL in musts was higher in 2014 compared
to 2013 and 2015, but yeast diversity was greater in 2015, a year with lower rainfall.
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Instead, Rias Baixas DO, the region with the highest precipitation, presented the
greatest yeast diversity. Some yeast genera, such as Candida were predominant in Rias
Baixas DO, usually related to the presence of certain filamentous fungi. Difference in yeast
proportion according to the harvest could be related to differences in temperature and
precipitation (RH) between vintages during the flowering and harvest period, as pointed
out by Grangeteau et al. (2017), but these data were not confirmed in this study. In the
CCA triplot, a relationship of the environmental variables with yeast diversity in different
zones and years was observed. A positive correspondence was observed between
biodiversity due to the average temperature and the maximum RH and precipitation in the
Rias Baixas DO. In Ribeira Sacra DO the correspondence was greater with minimum
rainfall, average RH and higher wind speed. Regarding biodiversity in Monterrei DO, a
correspondence between the minimum RH was observed. Some authors have reported that
in years with greater precipitation near the harvest nutrients availability on grapes surface
is favoured and, therefore, the proliferation of microorganisms. However, in Ribeiro DO,
rainfall was also high and there was no greater species richness than in the Ribeira Sacra
DO with lower rainfall. Therefore, it cannot be deduced as a general rule that yeast
diversity increases with rainfall; although a beneficial influence relationship was observed
between the average and maximum HR as opposed to the minimum HR and highest
altitude and temperature. Regarding fungicides and cultivation system, rainfall increase
implies more fungicidal treatments that affect the yeast population (Grangeteau et al., 2017;
Milanovi¢ et al.,, 2013; Schmid et al, 2011). CCA also confirmed that there was a
correspondence between the wettest years and Cu concentration in must. Yeast diversity
was higher in musts with lower Cu concentration.

All these results support the existence of biogeographic patterns in the yeast
populations associated with a microbial terroir that can be linked to the wine typicality. This
concept implies the influence of terroir factors such as climate, soils, grape varieties,
viticulture and oenological practices of each region on these different microbial
populations. Recent studies highlight the contribution of soil microorganisms and grapes
to the winemaking process and its influence on wine typicity (Belda et al., 2017, Bokulich et
al., 2016, Knight et al., 2015; Mezzasalma et al., 2018). In addition, human practices in
vineyards and wineries have been correlated with the grape microbiota and confirmed the
interdependence between the anthropogenic factor and the microbiological bases of the
terroir (Drumonde-Neves et al., 2016; Grangeteau et al., 2017a). The incidence of non-
Saccharomyces fermentative yeast species, particularly in organic samples, showed that such
yeasts are well adapted to these areas as a microbial terroir that probably contributes to the
complexity and distinctive characteristic of their wines.

Fermentative kinetics and dynamic of yeast population in natural fermentations

Yeast population present in musts from organic and conventional origin determined
the evolution of natural fermentations in the laboratory. Hanseniaspora and Metschnikowia
were the main fermentative yeasts genera identified at the beginning of alcoholic
fermentation; these species were predominant in all samples, but other non-Saccharomyces
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were also found. As fermentation progressed, these species were replaced by S. cerevisiae,
which successfully ended the process.

When this yeast replacement did not occur, fermentations were stuck, sugar was not
fully consumed by yeasts, and, in some cases the volatile acidity increased. Thus, in 2015
“guided” fermentations were carried out. That is, vinifications were allowed to start
spontaneously, but once they began, the commercial strain S. cerevisine EC1118 was added
to complete the fermentation. Therefore, despite a variable delay at the beginning, in this
campaign the evolution of fermentation was similar and faster than previous ones.

Vinification with Treixadura musts from Monterrei DO showed a typical
fermentation kinetic, although certain differences in the fermentation speed and between
the organic and conventional processes were observed. Usually, conventional musts had a
longer (4-6 days) latency period than organic ones; but once they started, fermentation was
faster. Mencia fermentations showed a typical evolution with a rapid fermentation speed in
both culture systems; the final phase was reached in 6 days. It was noticeable the presence
of L. thermotolerans in both varieties, especially in conventional samples, and Meyerozyma
guilliermondii in Treixadura. A phenomenon of codominance of different strains of S.
cerevisine was observed at the end in organic fermentations.

In contrast, fermentations of Treixadura from Ribeiro DO did not show
homogeneous kinetics in 2013. Only one organic and two conventional samples completed
the process. In 2014 all samples finished the fermentation, but the evolution varied between
them. Fermentation speed was higher in organic musts, related to a higher yeast
population. L. thermotolerans was also found in the initial phases of AF but non-
Saccharomyces were not replaced by S. cerevisiae in some fermentations. S. cerevisiae strains
were different in organic and conventional musts. In some conventional musts, two strains
fermented in codominance. Fermentations in 2015 took longer to start and fermentations
with organic must evolved slower. Non-Saccharomyces species were still present at the end
of fermentation. Regarding Brancellao fermentations, all red samples showed a typical
evolution with consumption of sugars below 2.0 g/L. Organic musts fermentations were
more homogeneous than conventional ones. Once started, the process took less than 10
days to complete. Different yeast species were observed at the beginning of the
fermentation including L. thermotolerans, Me. guilliermondii, Pichia kudriavzevii and, in some
cases S. cerevisiae. At the end different strains of S. cerevisine were identified depending on
the campaign and culture system.

Fermentation kinetics of Mencia from Ribeira Sacra DO was also very
heterogeneous. Few samples completed the fermentation in 2013; organic must
fermentations showed a typical evolution in 2014, but those of conventional must did not
consume the sugars. In 2015, fermentations showed a normal evolution, as expected. The
strain of S. cerevisiae added was implanted in all of them. In the stuck fermentations, a high
diversity of non-Saccharomyces yeast was identified: Metschnikowia and H. wvarum as
predominant species, and other yeasts with lower fermentative capacity such as Candida
californica, Starm. bacillaris and Zygosaccharomyces in organic or L. thermotolerans, Pichia
kluyveri and Me. guilliermondii in conventional samples. In addition, the presence of bacteria
was observed at different stages of fermentation.
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Finally, in fermentations of Albarifio from Rias Baixas DO, organic musts were
completely fermented but conventional ones fermented slowly and sugars were not
consumed. In 2014 all winemaking showed a normal fermentative kinetics. S. cerevisiae
appeared in samples that consumed the sugars, while other species such as I. terricola and
Candida spp. (in addition to Metschnikowia spp. and H. uvarum) were present in the other
fermentations. The dominant S. cerevisiae strain differed among fermentations. Treixadura
fermentations in 2013 showed a heterogeneous evolution. Organic must took more days to
start fermenting and had a slow fermentation. Fermentation kinetics with conventional
musts was more uniform with a greater diversity of yeasts at the beginning of the process.
In 2014 and 2015 all Treixadura fermentations presented a similar evolution. Fermentations
started with different yeast species including Metschnikowia spp., H. wvarum, Starm.
bacillaris, I. terricola, Candida spp., Debaryomyces hansenii and Pichia spp., which were
replaced by S. cerevisiae at the end of the process; although some yeasts of the initial phase
such as Metschnikowia spp., Starm. bacillaris and P. kudriavzevii were still present. In
fermentations with organic musts, dominant S. cerevisiae strain was the same and in one
sample a codominance phenomenon of different yeasts was observed.

These differences observed at the microbiological level explained the results obtained
in wine analysis. In general, organic wines showed a higher alcohol concentration than
conventional ones, both in natural fermentations and when S. cerevisiae was added after
spontaneous start of fermentation. Some wines presented residual sugar, especially those
derived from spontaneous processes when only non-Saccharomyces fermented. Wines of the
spontaneous organic fermentations did not show higher levels of reducing sugars than
those of guided fermentation. Treixadura wines presented a higher fermentative yield than
the other varieties, but in many cases also had higher volatile acidity. However, volatile
acidity was lower in all organic wines and always within the maximum values established
by the Regulatory Councils. This showed that, although some spontaneous fermentations
of organic musts became sluggish and lasted for several weeks (such as Treixadura from
Ribeiro DO), dry wines were obtained with an acceptable concentration of volatile acidity.
Total acidity, pH and lactic acid did not show a defined pattern in terms of their
differentiation between spontaneous and guided fermentations nor between production
systems; although there was a trend towards greater total acidity in conventional samples
and higher in white than red varieties. On the other hand, glycerol concentration was, in
general, higher in organic wines than in conventional ones, especially in those wines whose
fermentations had greater presence of non-Saccharomyces yeast.

S. cerevisiae strain diversity in organic wineries from Galicia

Diversity of S. cerevisiae strains present in five organic wineries from Galicia was
studied during 2013-2015. All of them applied spontaneous fermentation for wine
elaboration. A representative number of colonies from each one were isolated and 863
different colonies were characterized at strain level. Results evidenced the existence of 66
different strains of S. cerevisiae. This is in agreement with the expected microbial diversity
present in wineries and in spontaneous fermentations (Scholl et al., 2016). Biodiversity
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indexes were high with a total value of H' = 3.56 (Table i). It should also be noted the high
value of H' = 3.14 of PV winery with low dominance.

These values of diversity are higher than those found in previous studies (Blanco et
al., 2006; Tello et al., 2011) and confirm that spontaneous fermentation and the absence of
LSA enhance yeasts diversity in the cellar. Strain richness ranged between 6 (Corisca, 4
fermentations) and 46 (PV, 14 fermentations) (Table i). However, in the QM winery a lower
richness (34 strains) than PV was found although more fermentations were sampled (18).
On the other hand, statistical analysis and phylogenetic trees did not evidence a strain-
winery relationship. Most strains were found in two or more wineries. Thus, strains R7, R9,
R14 and R46 were identified in 4 of the 5 wineries studied. The genetic profile of R7 strain
had already been identified in spontaneous fermentations in the experimental cellar of
EVEGA (Blanco et al., 2006) and it coincides with a commercial yeast.

Table i. S. cerevisiae strain diversity in organic wineries from Galicia.

Denomination Wine Fermentations N° of Diversity

of Origin Y isolates  N°strains H’
Monterrei Quinta da Muradella (QM) 18 262 34 (52%)  2.70
Adega Beatriz (AB)* 4 42 16 (24%)  2.51

Ribeiro
Pazo Vieite (PV)* 14 452 46 (70%)  3.14
Ribeira Sacra Diego de Lemos (DL) 9 80 8 (12%) 1.73
Rias Baixas Corisca* 4 27 6 (9%) 1.12
Total 49 863 66 (8%) 3.56

Diversity is indicated as the number of S. cerevisiae strains identified in each winery and % (respect
to the total number of strains). *Samples were collected only in 2013 and 2014.

In AB winery where commercial inoculum had never been used, R7 was not found.
The other common strains were present in three or two wineries. Nevertheless, certain
strains of S. cerevisiae were exclusive to some wineries: 1 strain in DL, 2 in Corisca and AB,
12 in QM and 17 in PV.

Wide geographical distribution of a given strain indicates a good adaptation to the
musts characteristics of different zones as well as to the winery environment. Yeasts with
killer phenotype could facilitate its prevalence in the environment and its dominance
during the fermentation. We observed that 22 S. cerevisine strains were killer (33.3%), 7
(10.7%) were neutral and the remaining strains presented sensitive phenotype. Some killer
strains were found in more than one winery, being predominant only in two of them.
Moreover, the ability of sensitive strains to predominate and to accomplish a successful
fermentation has been described (Blanco et al., 2011). In all wineries studied, yeasts with a
killer character were isolated, coexisting with sensitive yeasts.

According to SIMPER analysis, the ten majority strains showed a cumulative
contribution percentage greater than 55% of the total S. cerevisiae diversity. In 2013, 16 S.
cerevisiae strains were identified among all wineries, but only 4 of them appeared with a
frequency > 5%. In 2014, up to 38 different strains were identified, with predominance of
R68 (frequency > 20%), with killer character. Finally, in 2015, 52 strains were found, 6
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appeared in a proportion > 5% and R14 was the predominant one. PERMANOVA and
ANOSIM showed that differences in strains frequency between wineries were significant.

Nevertheless, no differences were observed between years (prermanova = 0.849, F =
0.707 and panosm = 0.613, R = -0.029). According to CA and PCA, a large number of strains
had a clear distribution among wineries. In addition, PCA evidenced that some strains
associated to a particular winery appear in greater frequency; for example, R79 in Corisca
in 2013, R68 in QM in 2014 or R14 in DL in 2015. Considering year factor and S. cerevisiae
strains diversity, PCA and PCoA separated three groups: PV-QM-AB, DL and Corisca; but
diversity in Corisca was very different from the rest of the wineries. Likewise,
PERMANOVA (F = 3.533) and ANOSIM (R = 0.604) results showed significant differences
p = 0.0001 for the diversity of yeasts between the different wineries. Similar results have
been reported in the compositions of strains S. cerevisine between wineries, and also
between cultivars by Scholl et al. (2016).

Additionally, in Pazo de Vieite, the population dynamic throughout organic
fermentation was studied taking samples at different stages of the fermentation. It should
be noted that this winery also elaborates conventional wine using commercial yeasts. The
results evidenced the presence of different strains and a codominance phenomenon of S.
cerevisiae strains in all phases of organic spontaneous fermentation. Dominant strains in
white must vinification were different from those predominant in red grapes fermentation.
S. cerevisiae diversity varied between 4-16 and 7-14 different strains in fermentations with
red and white grape must, respectively. Moreover, the highest strain diversity was found
in musts; then, it decreased slightly and changed as the fermentation progressed. Usually,
the same dominant strains were present in the three phases sampled with frequent
occurrence. In some cases, strain frequency increased in Ft and decreased again at the end
of process; in other cases, some strains that had not been detected in the musts, increased
up to 20% in Ff. Therefore, in addition to differences in diversity and strains frequency, a
substitution of strains was observed during the process. Nevertheless, despite the high
strains diversity, only two or three were codominant during the process. The high strains
diversity could explain the codominance phenomenon in most fermentations. In contrast,
in conventional elaborations a clear implantation of the inoculated commercial yeasts was
observed. Comparing commercial strain profiles with those found in spontaneous
vinification, we found that certain commercial profiles were similar to those identified in
organic fermentations. This indicates that some strains resident in the winery are capable of
dominating fermentation although they have not been inoculated. However, its prevalence
in the winery did not affect the yeast diversity during the spontaneous organic vinification.
Moreover, other strains such as R8 and R18 showed higher occurrence, competing
successfully with commercial resident yeasts in the winery.

Sensory analysis of organic commercial wines from Galicia

Organic wines from Galicia available in the market were submitted to sensory
analysis and compared to conventional wines. Results showed significant differences for
some descriptors between organic and conventional wines. Albarifio organic wines (Rias
Baixas DO) stood out for their persistence in mouth and notes of dried fruit. Conventional
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wines scored higher for floral descriptors, fresh fruit and were preferred by tasters. Ribeiro
DO white wines were generally more appreciated than red wines at tasting. At global
level, significant differences were found in the intensity of colour and aroma between
them, as well as in some descriptors, both in the nose and in the mouth. Organic wines
were better valued, standing out for floral and fruit notes, structure and persistence (Figure
iii). The best valued red wine was from conventional production, with lactic, vegetable and
red fruits aromas. However, organic wines presented better quality in the mouth and high
persistence and aromatic intensity. Organic red wines from Ribeira Sacra DO reached the
highest score in almost all descriptors, and they highlighted by notes of black fruits and
good structure in mouth. However, the conventional wine that only stood out due to
overall quality in mouth was preferred by tasters. Among white Ribeira Sacra wines
evaluated, no significant differences were observed for most descriptors, except in the
overall quality in the mouth, persistence and some fruity notes. Conventional wines
obtained better scores in gustatory phase descriptors, aromatic intensity and persistence,
but similar percentages of preference by the tasters. Sensory profile of white Monterrei DO
wines revealed a clear differentiation between them, although tasters did not show a clear
preference. For the red wines of this DO no notable differences were appreciated in mouth;
organic wine showed greater aromatic intensity and stood out by notes of black fruits. In
Valdeorras DO, organic red wines stood out for their notes of red fruits, while the
conventional wines presented black fruits notes and reached the best score in global
quality. The tasters preferred the organic wines. In addition, differences among vintages
were observed. Among white wines of 2012, biological ones presented a greater persistence
compared to the conventional wines that stood out for their floral aroma and fresh fruit. In
2013, organic red wines stood out for aromatic intensity and red fruits; conventional ones
presented greater astringency and tannins.
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Figure iii. Sensory profile of Ribeira Sacra DO red wines (A) and Ribeiro DO white wines (B); Eco:
organic wines, Con: conventional wines. *Indicates significant differences for that descriptor.

As mentioned earlier, 2014 was a climatologically unfavourable season with
abundant rainfall; fungal attacks affected the sanitary status of the grapes and the microbial
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population of the must. Tasters showed, in general, a greater preference for conventional
rather than for organic wines, especially in white ones.

The lower score in the sensory analysis of organic wines in 2014 was associated with
sensory defects in some of them. For example, in some organic red wines, tasters detected
the presence of descriptors related to 4-ethylphenol, a metabolic product of Brettanomyces,
considered negative. The microbiological tests performed on those wines confirmed the
presence of this yeast. It was found in 5 red wines of 2014 of different DO, all of them from
organic production.

Overall, sensory analysis showed differences between organic and conventional
wines. Therefore, we can consider that organic farming favours the differentiation and
diversification of wines. In addition, organic wines obtained similar scores to those of
conventional production in preference tests and, in some cases, they were preferred by the
tasters. However, this was not the case with wines produced in climatically unfavourable
seasons, being differences between conventional and organic wines strongly marked by the
campaign. On the other hand, taking into account that organic wine elaboration does not
differ in excess from conventional one (with acceptable limits of the maximum content of
SO,), most of the differences observed are due to the quality of grapes obtained by
cultivation system.

Application of autochthonous non-Saccharomyces yeast from Galicia to ferment Treixadura

After a preliminary study of 32 yeast strains, evaluating their fermentative and
oenological abilities in monoculture at laboratory scale, four non-Saccharomyces yeast
strains were selected: L. thermotolerans 1193, T. delbrueckii Td315, Starm. bacillaris Sb474 and
M. pulcherrima Mp278. The oenological potential of these strains was evaluated by
sequential inoculation in the experimental winery of EVEGA. Fermentations kinetics
varied among yeast inoculum, especially at the beginning of fermentation: ScXG3 and
Td315 took 2 days to start the process; Sb474, 3 days; Lt93 and spontaneous process, 6 days,
and, finally, Mp278 was the strain that had a slower onset; until 9% day no fermentative
activity was observed. After sequential addition of S. cerevisine ScXG3, fermentations
evolved normally until the end. The free-run must contained 1.2 x 10* CFU/mL. At a
qualitative level, H. uvarum, M. af. fructicola, L. thermotolerans and D. hansenii were present.
After inoculation, certain differences were observed among fermentations. In general,
microbial population increased in Ft and decreased slightly in Ff with some exceptions.
With Td315, the number of yeasts was high at Fi and decreased in Ft and Ff. With ScXG3
the opposite occurred, yeast population increased throughout the process until the end. In
Sb474 fermentations, yeast population was higher in all phases, compared to the other
fermentations. Regarding implantation control of the inoculated yeast, ScXG3 appeared as
100% dominant yeast when it was added as monoculture. In the spontaneous process, up
to 15 different strains of S. cerevisiae were identified, with predominance of two of them in
codominance (46% and 25%, respectively). The second corresponded to ScXG3 profile.
Percentage of implantation of Td315 and Sb474 (once ScXG3 was added) was high until the
end of the fermentation. However, Mp278 was replaced by ScXG3 after Fi. Finally, Lt93
appeared in all fermentation stages, but showing low occurrence (< 20%), so it was not able
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to direct fermentation; and neither was ScXG3 in this fermentation, moreover, different
strains of S. cerevisine were identified in codominance with ScXG3, as in spontaneous
fermentation. On the contrary, in the remaining sequential fermentations ScXG3 was the
dominant strain in Ft and Ff.

Chemical analysis showed significant differences among the resulting wines for all
determined parameters. Alcoholic degree was higher in wines from spontaneous
fermentation and the one inoculated with S. cerevisiae ScXG3. Sb474 and Td315 produced
wines with slightly lower alcohol than pure ScXG3, but Td315 presented residual sugars. In
addition, it is worth to mention that differences in some chemical parameters were found
between wines elaborated with Lt93 and ScXG3, despite the low implantation of Lt93.
Besides, Sb474 and Mp278 increased glycerol concentration up to 9.3 and 8.0 g/L,
respectively; Sb474 and Td315 also increased total acidity. Therefore, Sb474 had a lower
pH, according to other studies (Englezos et al., 2016 y 2017). This can be beneficial in
wines with low acidity generated as a result of the effects of climate change. These
results confirmed the ability of the non-Saccharomyces strains analysed to influence the
classical oenological parameters determining the quality of the final wine.

In addition, wine fermentative aromas were determined by GC-FID and GC-MS.
Twenty-one compounds belonging to five groups were quantified: 85% of them presented
significant differences at p < 0.001; that is, most of the higher alcohols and all the acids,
esters and acetates. A high homogeneity of the volatile composition was found for all the
wines and compounds analysed. 15 of the 21 quantified volatile compounds reached a
concentration above their odour threshold (OAV > 1) at least in one strain. In addition, 12
compounds reached a concentration with OAV > 1 in all wines from this assay. These
volatiles are, therefore, potential contributors to the overall aroma of wine. Among the
compounds quantified the highest OAV were exhibited by ethyl octanoate (fruity aroma,
apple) and isoamyl acetate (banana flavour), both in the wine made with Mp278.
Regarding higher alcohols, Mp278 and Td315 showed the highest concentration of total
higher alcohols (exceed 300 mg/L considered the maximum desirable value). However, it
was not decisive in the assessment of global quality by tasters because Mp278 was the best
scored wine, while Td315 obtained the worst evaluation; both had high concentrations of
isobutanol and 3-methyl-1-butanol. Sb474 strain produced wines with the highest
concentration of propanol, with synergistic effects that reinforce the fruity aroma. Wines
elaborated with Mp278 produced a higher concentration of volatile fruit compounds
improving their aromatic profile with respect to S. cerevisine SCXG3 control as well as other
authors concluded (Liu et al., 2017; Varela et al., 2016). Autochthonous strains ScXG3 and
Mp278 produced wines with a higher content of acetates, esters and long chain fatty acids
being preferred by tasters. For example, 2-phenylethyl acetate (floral aroma) was found at
concentrations above OAV in the wines made with Mp278, ScXG3 and in the spontaneous
fermentation. Another important fraction of the volatile quantified was accounted by
acids, especially octanoic acid in Mp278 wines. The aromatic profile obtained by summing
the intensities of all volatile compounds (including OAV < 1) belonging to the same
aromatic series reduced the differences between the least valued wines. As for the sensory
descriptors, sensory attributes defined non-Saccharomyces wines aroma as fruity and
floral.
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Finally, significant correlations (Pearson and PLS) were observed between several
aromatic compounds and sensory descriptors. PCA, PCoA and CCA (71-98% co-variance)
confirmed separation of samples in three strains groups: Mp278-5cXG3, spontaneous-Lt93
and Sb474-Td315 (Figure iv). These results confirmed the potential of autochthonous non-
Saccharomyces yeasts to enhance wine aroma and to obtain quality wines, as it has been
validated by other authors (Azzolini et al., 2015; Englezos et al., 2016 y 2017; Gobbi et al.,
2013; Liu et al., 2017; Varela et al., 2016).
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Figure iv. PCA of aromatic compounds with OAV > 1 of wines made with different autochthonous
strains. 2-Pha: 2-Phenylethyl acetate, Ba: butyric acid, Ea: ethyl acetate, Eh: ethyl hexanoate, Eo:
ethyl octanoate, Ha: hexanoic acid, la: isoamyl acetate, Isa: isobutyric acid, Oa: octanoic acid. Spo:
spontaneous fermentation.

Conclusions
From the results obtained in this work the following conclusions may be drawn:

1.The influence of the culture system (organic versus conventional) on chemical
characteristics of musts was grapevine variety and vintage dependent. Usually
organic red grapes presented higher phenolic richness.

2. Organic farming leads to an increase in the yeast population of musts at quantitative
and qualitative level. Most organic samples owned higher yeast species richness;
some of them with oenological relevance. Therefore, organic vineyards are
important reservoirs of yeast diversity.
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3.Dominant yeast species (Aureobasidium spp., Metschnikowia spp., H. uvarum and
Cryptococcus spp.) were similar between culture systems and DOs, but their
proportion varied among them. In addition, most differences were found (both in
number and frequency) for minor yeast species depending on the cultivation
system and DO; L. thermotolerans was associated with Ribeiro and Monterrei DOs,
whereas Starm. bacillaris, Candida spp. and I. terricola appeared in Rias Baixas and
Ribeira Sacra DOs.

4. Richness and proportion of yeast species was mainly influenced by geographical
location, but also by culture system, vintage and, to a lesser extent, by grapevine
variety: species frequency was more important than species richness on yeast
diversity. Thus, yeast population patterns (microbial terroir) could be established,
which influence wine typicality at regional level.

5.During natural vinification, non-Saccharomyces yeast started the fermentation, but
they were substituted by Saccharomyces strains at the end, which were able to
complete the process. When this substitution did not occur, fermentations get stuck.
Success of the fermentations was higher in organic musts.

6.Organic wineries from Galicia presented a high diversity of S. cerevisiae strains,
although only few of them were widespread and appeared at relevant frequency. In
addition, we did not find a defined geographical pattern between strains and
wineries. Nevertheless, some strains were associated with a particular winery, so
they could contribute to its wine typicality.

7.Organic wine elaboration allowed obtaining differentiated wines that were well
appreciated at sensory level by tasters. Even in some cases they were preferred over
conventional ones.

8.Sequential fermentation of Treixadura musts with autochthonous non- Saccharomyces
and S. cerevisine strains showed differences in fermentation kinetics, yeast
population dynamics and implantation rates of inoculated strains.

9. Autochthonous non-Saccharomyces species applied by sequential fermentation
contribute distinctive chemical and sensory characteristics to wines. Best rated
wines were those made with M. pulcherrima Mp278 and S. cerevisiae ScXG3 which
had higher concentration of desirable acetates and esters. Another species showed
potential to reduce alcohol content and to increase acidity in wines such as Starm.
bacillaris Sb474 and T. delbrueckii Td315. Sb474 and Mp278 increased glycerol
concentration.
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Prospects for the future

The conclusions drawn from this work open the door to new perspectives for the
future. Further research is required on the application of the large collection of native yeast
strains of S. cerevisine and non-Saccharomyces identified during this thesis which may have
great oenological potential. The fermentation of monovarietal musts or mixtures, coming
from native grape varieties in mixed or sequential co-inoculation of one or even several
species S. cerevisiae/non-Saccharomyces and the knowledge about their interactions and
biocontrol activity is fascinating; it could provide technical solutions and surprising results
improving quality and wine typicality. Likewise, the behaviour of these combinations,
especially in the case of red wines, should be studied together with new strains of lactic
acid bacteria (BAL) including species such as Lactobacillus plantarum, in line with new
challenges and demands (palliate the effects of climate change, production of organic or
special wines, etc.). Justified optimal results would need to be studied on an industrial
winery scale in order to verify their behaviour and real viability. And even conclude with
the marketing of the strains with the best differentiated oenological aptitude. Finally, this
can economically stimulate the production of organic vineyards that maintain the regional
yeast diversity and the wine particularity. But also, this natural reservoir of diversity is a
valuable resource with potential use even in non-oenological fields. For example, species
never before cited as inhabitants in wine-related environments such as Sp. ruberrimus are
being researched for use in biochemical industry and agro-industrial waste treatments (Kot
et al., 2018). The study and preservation of this regional biodiversity reservoir is important
since it can harbour new strains with potential application not only in oenology but also in
other industrial uses beyond the oenological domain.
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En Galicia el vino constituye un sector muy importante no solo por el valor
socioeconémico que genera, sino también por la potenciacion del medio rural que implica.
Sin embargo, a pesar del auge actual de la produccién ecolédgica, s6lo un porcentaje muy
pequefio de viticultores apuestan por este tipo de produccion. La existencia de una gran
heterogeneidad en las condiciones climaticas y orograficas no siempre facilita el cultivo
ecologico del vifiedo. Por otra parte, los datos disponibles sobre el impacto de la
produccion ecolégica en la vifia y el vino son muy escasos. Con esta tesis, llevada a cabo en
la Estacion de Viticultura e Enoloxia de Galicia (EVEGA-AGACAL), se aborda por primera
vez un estudio comparativo sobre la diversidad de levaduras en uvas y mostos de
produccién ecolégica frente a producciéon convencional en diferentes zonas de Galicia, asi
como su influencia sobre el perfil quimico y sensorial de los vinos. Ademas, se ha evaluado
el potencial enolégico de algunas levaduras no-Saccharomyces autéctonas.

La diversidad de levaduras en uva y mosto de vifiedos ecolégicos y convencionales
de las variedades de cuatro Denominaciones de Origen (DO) de Galicia se estudié durante
tres campafias consecutivas (2013-2015) en las variedades Treixadura, Albarifio, Mencia y
Brancellao. A nivel cuantitativo, los mostos de origen ecolégico presentaron mayor
cantidad de levaduras que los convencionales. En total se identificaron 46 especies distintas
pertenecientes a 22 géneros. En general, al igual que con la cantidad de levaduras, la
riqueza total de especies (S) también fue mds alta en las muestras de origen ecolégico que
en las convencionales. Teniendo en cuenta las distintas DOs, la diversidad de especies fue
mas alta en las DOs Rias Baixas y Ribeira Sacra que en Ribeiro y Monterrei. En cuanto a la
distribucién de las distintas levaduras, las especies predominantes Aureobasidium spp.,
Metschnikowia spp., Hanseniaspora uvarum y Cryptococcus spp. fueron las mismas en todas
las muestras, pero se encontraron diferencias en la frecuencia de las distintas especies entre
ambos tipos de cultivo y en las distintas DOs. Ademads, se establecieron diferencias
regionales en las especies minoritarias, que se encontraron principalmente en el cultivo
ecolégico. Lachancea thermotolerans aparecié en las DOs Monterrei y, en menor medida,
Ribeiro, principalmente en mosto ecolégico. En contraste, Starmerella bacillaris, Issatchenkia
terricola, diferentes especies de Candida y otras especies minoritarias estaban asociadas a las
DOs Ribeira Sacra y Rias Baixas. Estos resultados permitieron establecer un patrén
geogréfico en la distribucion de las levaduras.

En cuanto a los indices de diversidad (de Shannon-Wiener [H'], Simpson [1-D] y
equitabilidad [E]) fueron mayores en produccién ecolégica, y mas altos en las DOs Rias
Baixas y Ribeira Sacra y la dominancia (D) fue menor. El anélisis estadistico de los datos
mediante SIMPER corroboré la contribucion de las distintas especies a esa diversidad.
Ademas, las pruebas ANOSIN y PERMANOVA, asi como la representacién grafica de los
datos mediante ACP y ACC confirmaron la existencia de patrones biogeograficos de las
poblaciones de levaduras asociados a la uva (terroir microbiano) que pueden vincularse a la
tipicidad del vino. De hecho, el factor DO fue mucho maés influyente que el tipo de cultivo,
el afio o la variedad sobre la riqueza y frecuencia de especies de levadura.
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Las bodegas que elaboran vino ecolégico en Galicia utilizan procesos de
fermentacion espontidnea. El andlisis de la diversidad de cepas de S. cerevisiae en diversas
bodegas mostré la existencia de una elevada diversidad de cepas (66) durante la
fermentacion. En este caso no se observé una clara asociacién cepa-bodega. Algunas cepas
estaban ampliamente distribuidas entre las distintas bodegas, aunque si se encontraron
otras cepas que fueron propias de cada bodega. En todas las fermentaciones se aprecié un
fenémeno de co-dominancia de varias cepas; este hecho favorece la complejidad y
diferenciacién de los vinos.

El anélisis sensorial de vinos ecolégicos comerciales de Galicia puso de manifiesto
que la produccién ecolégica permite la obtencion de vinos de calidad diferenciada. Incluso,
en algunos casos, fueron preferidos frente a los convencionales por los catadores. Sin
embargo, en campafias climatolégicamente desfavorables los resultados no fueron tan
favorables para los vinos ecolégicos.

Los resultados de la aplicacion secuencial en bodega de distintas levaduras
autoéctonas no-Saccharomyces con S. cerevisize SCXG3 mostraron diferencias en la cinética de
fermentacién, la dindmica de implantaciéon de las distintas cepas, y las caracteristicas
quimicas y sensoriales de los vinos. Los vinos mejor valorados fueron los elaborados con
M. pulcherrima Mp278 y con ScXG3, que presentaron una mayor concentracion de ésteres y
acetatos. Otras especies como Starm. bacillaris Sb474 y T. delbrueckii Td315 mostraron
potencial para reducir el grado alcohdlico y aumentar la acidez total de los vinos. Ademas,
Sb474 y Mp278 aumentaron la concentracion de glicerol del vino.

Estos hallazgos mostraron que el vifiedo es un importante reservorio de la diversidad
de levaduras, especialmente en cultivo ecolégico, que debe ser preservado como un recurso
con potencial uso para mejorar la calidad y tipicidad de los vinos frente a los nuevos retos
y necesidades e incluso mas alla del campo enolégico.

Palabras clave: vifiedo ecoldgico, diversidad de levaduras, terroir microbiano, bodegas
ecologicas, cepas de S. cerevisiae, andlisis sensorial, levaduras no-Saccharomyces
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1.1. La vitivinicultura ecologica en la actualidad
1.1.1. La vitivinicultura ecologica en el mundo, Europa y Esparia

En la actualidad existe una tendencia mundial hacia un incremento de la produccién
ecoldgica, incluida la vitivinicultura, de gran importancia no sélo en términos
medioambientales, sino también como generador de valor socioeconémico afiadido y por
contribuir a una produccién maés sostenible y saludable (Azabagaoglu et al., 2007; D' Amico
et al., 2016; Fragoulis et al., 2009; Mariani y Vastola, 2015; Provost y Pedneault, 2016). Las
uvas son el segundo cultivo permanente en importancia por superficie de la produccién
ecologica en Europa después de la aceituna.

Espafa es el mayor vifiedo del mundo (14% y 30% de la superficie mundial y de la
Union Europea, respectivamente) y el tercer productor de vino mundial (OIV, 2017).
Ademés, Espafia es el pais con la mayor superficie de vifiedo ecolégico del mundo y que ha
experimentado el mayor crecimiento durante la dltima década (European Comission, 2016;
Willer y Lernoud, 2018) (Figura 1.1). Paralelamente, la evolucién de la produccion y
demanda de los productos ecolégicos, y de los vinos biolégicos en particular, ha
aumentado considerablemente en las tltimas décadas en Espafia, que también es el primer
productor mundial de vinos ecolégicos (MAPAMA, 2017). Esto puede deberse a una mayor
conciencia, conocimiento, aceptacién y valoracién general por parte de los consumidores
con respecto a la calidad, la salud y el medio ambiente (Laureati y Pagliarini, 2016).
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Figura 1.1. Aumento de la superficie cultivada de vifiedo ecolégico en el mundo (izquierda) y en
Europa (derecha).
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1.1.2. Particularidades de la vitivinicultura ecologica y legislacion vigente

La elaboracién y etiquetado de vino ecolégico requiere que la uva proceda de
produccion ecolégica y se restringen ademas los productos y sustancias autorizados en la
elaboracién del vino. Se exige que se respeten ciertas practicas en el vifiedo y en la bodega,
de acuerdo con lo establecido en los siguientes Reglamentos actualmente vigentes:

e Reglamento (CE) n°® 834/2007 del Consejo de 28 de junio de 2007 sobre produccién y
etiquetado de los productos ecolégicos y por el que se deroga el Reglamento (CEE) n°
2092/91.

e Reglamento (CE) n° 889/2008 de la Comisién de 5 de septiembre de 2008 por el que
se establecen disposiciones de aplicaciéon del Reglamento (CE) n°® 834/2007 del
Consejo sobre produccion y etiquetado de los productos ecoldgicos, con respecto a la
produccion ecolégica, su etiquetado y su control.

¢ Reglamento de Ejecuciéon (UE) n° 203/2012 de la Comision de 8 de marzo de 2012 que
modifica el Reglamento (CE) n° 889/2008, por el que se establecen disposiciones de
aplicacion del Reglamento (CE) n°® 834/2007 del Consejo, en lo que respecta a las
disposiciones de aplicacion referidas al vino ecolégico.

¢ Reglamento de Ejecucion (UE) 2016/673 de la Comision de 29 de abril de 2016 que
modifica el Reglamento (CE) n° 889/2008.

La produccién de uva y vino ecolégico deberd perseguir, entre otros objetivos
generales, asegurar un sistema viable de gestién viticola que respete los sistemas y los
ciclos naturales, preservando el equilibrio entre organismos contribuyendo a alcanzar un
alto grado de biodiversidad. Estara basada en principios como el disefio y la gestiéon
adecuados de los procesos bioldgicos y en sistemas ecolégicos que utilicen recursos
naturales propios del sistema como organismos vivos y métodos de produccién mecanicos,
y que excluyan el uso de OMG y productos producidos a partir de o mediante OMG. Se
prohibe la utilizacién de plaguicidas (herbicidas, fungicidas, insecticidas...) y fertilizantes
de sintesis en el vifiedo (Reglamento (CE) n° 834 /2007).

Entre las practicas exigidas en la bodega, el vino ecol6gico debe producirse
exclusivamente con materias primas, productos y sustancias ecolégicas autorizadas. Hay
que destacar la utilizacion de levaduras derivadas de materias primas ecoldgicas, al igual
que la adicién de taninos o clarificantes naturales como albiumina de huevo, gelatina
alimentaria o goma ardbiga que no podran proceder de la produccién convencional (RE UE
n° 203/2012). Sin embargo, el contenido maximo de anhidrido sulfuroso no es restrictivo
comparativamente con las concentraciones requeridas para una elaboracién convencional,
ya que en la mayor parte de los vinos no superara los 100 mg/L en los vinos tintos y 150
mg/L en los vinos blancos (anexo 1.B, parte A, del Reglamento (CE) n° 606/2009) con un
contenido de aztcar residual inferior a 2 g/L. Para todos los demés vinos, se reducira en 30
mg/ L el contenido maximo de anhidrido sulfuroso.

En el articulo 20 del Reglamento (CE) n° 834/2007 se establece ademéds que, para la
produccién de levadura ecoldgica, solo se utilizardn sustratos producidos ecolégicamente.
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Otros productos y sustancias tinicamente podrdn utilizarse en la medida en que
hayan sido autorizados para su uso en la producciéon ecolégica de conformidad con el
articulo 21 de dicho Reglamento. En los vinos ecolégicos no podra haber simultdneamente
levadura ecolégica y levadura no ecolégica.

Por otra parte, aunque actualmente existen en el mercado levaduras comerciales
procedentes de produccién ecoldgica, el uso de levaduras propias es una practica que da
un valor afiadido al producto final. Los vinos obtenidos mediante los métodos
tradicionales de fermentacién espontdnea son mas apreciados por los consumidores por su
estructura y complejidad aromatica y se ha demostrado que las préacticas de cultivo
ecologico y la vinificacion espontdnea favorecen la diversidad de las levaduras autéctonas
(Blanco et al., 2013; Guzzon et al., 2011; Tello et al., 2011).

El 22 de mayo de 2018, el Consejo de la Unién Europea ha adoptado el nuevo
Reglamento (UE) 2018/848 sobre producciéon ecolégica y etiquetado de productos
ecologicos que derogard el Reglamento 834/2007 (que regula de momento la agricultura
ecolégica) y que entrara en vigor el 1 de enero de 2021. La nueva normativa contempla las
necesidades del sector, para mantener una produccién ecolégica realmente sostenible,
limitando el uso de practicas y productos y considerando al suelo como un organismo vivo
que no consista s6lo en sustituir insumos convencionales por otros ecolégicos.

1.2. Efectos de la produccion ecologica en la vitivinicultura

Durante los dltimos afios se ha observado una creciente demanda del vino ecolégico
(producido segin el Reglamento de Implementacién de la Comisiéon Europea (UE) n°
203/2012). La producciéon ecolégica requiere una serie de practicas agronémicas, técnicas
de manejo del suelo, fertilizacién y control de plagas que difieren de la produccién
convencional. El cultivo ecolégico tiene efectos sobre la biodiversidad (incluida la
poblacion microbiana) y la calidad de la uva obtenida en el vifiedo y sobre el proceso de
vinificacién en la bodega. Por tanto, influye en las caracteristicas quimicas y sensoriales del
vino resultante (Cordero-Bueso et al., 2011b; Lambrechts y Pretorius, 2000; Schmid et al.,
2011; Tello et al., 2011).

Un enfoque exitoso de la viticultura ecolégica debe basarse en la implementacion de
un sistema de producciéon donde exista un equilibrio entre vifia y el resto de organismos
que mantenga una biodiversidad rica para contribuir a minimizar la presién de plagas y
enfermedades. De esta forma se reduce el uso de plaguicidas como fungicidas a base de
cobre, sin comprometer la productividad del vifiedo (Sivéev et al., 2010; Thies y
Tscharntke, 1999). Las pruebas agrondémicas, microbiolégicas y quimicas mostradas por
algunos autores indican que la respuesta de la viha cultivada usando un enfoque ecolégico
puede ser comparable o mejor al de las vifias cultivadas de manera convencional. Las
investigaciones de Guzzon et al. (2015) demostraron que el cultivo biodindmico de la vid
(compatible con el cultivo ecolégico por ser ademéds mas restrictivo), puede ser sostenible
incluso en condiciones dificiles (como las encontradas en Galicia), lo que representa una
alternativa interesante a los enfoques vitivinicolas tradicionales.
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1.2.1. Efecto de la produccion ecoldgica sobre la diversidad microbiana de la uva

Algunas practicas enolégicas, como la utilizaciéon masiva de levaduras comerciales y
la consecuente colonizaciéon de las bodegas, pueden contribuir a reducir la biodiversidad
de las levaduras nativas. En este contexto, el vifiedo constituye un reservorio de levaduras
autoctonas de interés enoldgico. Las fermentaciones inducidas en estudios realizados por
Cordero-Bueso et al. (2011a y 2011b) generaron un gran reemplazo de levaduras nativas.

Es conocido que la comunidad microbiana de la uva, especialmente las levaduras,
estd influenciada por multiples factores como la precipitacion, la temperatura, el grado de
maduracion, el estado sanitario de la vendimia y el uso de productos fitosanitarios, que
ademads varian significativamente dependiendo del sistema de cultivo (Barata et al., 2012;
Martins et al., 2014; Nemcova et al., 2015; Nisiotou y Nychas, 2007; Patrignani et al., 2017).

La viticultura convencional es uno de los sistemas agricolas que mas plaguicidas y
compuestos quimicos de sintesis consume (Provost y Pedneault, 2016). Muchos plaguicidas
tienen actividad microbicida. Su uso intensivo junto con otras actividades antrépicas,
puede desencadenar la acumulacién de resistencia sistémica a las plagas (Leroux et al,,
2002) e impactar negativamente con una reduccion sistematica de la biodiversidad
microbiana incluso en produccién ecolégica (Comitini y Ciani, 2008; Cordero-Bueso et al.,
2014; Grangeteau et al., 2017b; Martins et al., 2014). En este contexto, la reduccién de
pesticidas en viticultura y el mayor despliegue de la viticultura ecoldégica se vuelven
sumamente valiosos. Por el contrario, otras investigaciones mostraron un impacto menor
de los fungicidas en la composiciéon de la comunidad de levaduras asociada con las uvas
(Cadei et al., 2010; Coppola et al., 2011; Guzzon et al., 2015). Drumonde-Neves et al. (2016),
observaron una mayor biodiversidad en los entornos vitivinicolas y vifiedos activos donde
se produce una intervenciéon humana regular en comparacién con los abandonados. Sin
embargo, las condiciones 6ptimas de cultivo de un vifiedo ecolégico debieran diferir en
gran medida de un vifiedo abandonado, no cultivado o en semiabandono. Los cultivos bajo
manejo ecolégico muestran una mayor riqueza de levaduras silvestres y bacterias a nivel
cuantitativo (ntmero) y cualitativo (diversidad de especies) que pueden contribuir a la
fermentacion del vino, incluidas las especies no-Saccharomyces (Cordero-Bueso et al., 2011a,
2011b y 2011c; Tofalo et al, 2011). La presencia de cobre también puede afectar
significativamente a la cinética de fermentacién de las levaduras S. cerevisiae de una manera
cepa-dependiente (Ferreira et al., 2006). Milanovi¢ et al. (2013) encontraron que S. cerevisiae
mostré6 menos diversidad intraespecifica en las muestras ecolégicas que en muestras
convencionales.

En relacién con los herbicidas, agroquimicos y manejo del suelo, Cordero-Bueso et al.
(2011b) han demostrado que el suelo desnudo por labranza podria ser una alternativa
sostenible debido al uso reducido de agroquimicos y a la alta biodiversidad de levaduras
resultante. Estos autores también mostraron que la presencia de herbicidas en el vifiedo
tiene un impacto menor en la diversidad de las comunidades de levaduras asociadas a la
uva. Sin embargo, los resultados de estas investigaciones realizadas en climas semiaridos
podrian no ser viables en las regiones gallegas de cuantiosas precipitaciones anuales.

David Castrillo Cachon, 2018 44



Estudio de la diversidad de levaduras en uva de cultivo ecologico y convencional en Galicia: patrones biogeogrificos e
influencia en las caracteristicas quimicas y sensoriales del vino

La vitivinicultura ecolégica se ve reforzada con la utilizacién de cultivares autéctonos
adaptados a las condiciones edafocliméaticas y cepas de levaduras nativas, que estdn mejor
adaptadas a las condiciones de la bodega y de los mostos. Esto permite la elaboracién de
vinos de calidad conservando su tipicidad y singularidad (Tofalo et al., 2016),
caracteristicas especialmente apreciadas en un vino de produccién ecolégica (Drumonde-
Neves et al., 2017). Las distintas variedades de uva pueden presentar una biodiversidad
microbioldgica diferente (Brandt y Melgaard, 2001; Cordero-Bueso et al., 2011a y 2011c;
Guzzon et al,, 2015), especialmente por la relacién singular planta-suelo de la rizosfera
(Sivéev et al., 2010). También influyen el afio y el sistema de conduccién, que pueden
modular con éxito la intensidad de las enfermedades fangicas y plagas y, por tanto, la
competencia microbioldgica entre ellas (Keller et al., 2015, Nemcova et al., 2015). Por todo
ello, en el contexto de la viticultura ecoldgica, la seleccion 6ptima de las variedades de vid
autoctonas o tradicionales mejor adaptadas supone una ventaja (Pedneault y Provost, 2016;
Sivcev et al., 2010).

Muchos autores han mostrado por distintos métodos (dependientes e independientes
de cultivo, metagenomicos, pirosecuencia) la existencia de diferencias significativas en las
poblaciones de levaduras encontradas en uvas de origen ecolégico (incluido biodindmico)
cuando se compararon con uvas convencionales (Bagheri et al., 2015; Cordero-Bueso et al.,
2011a y 2014; Grangeteau et al., 2017; Martins et al., 2014; Setati et al., 2012 y 2015; Tello et
al., 2011). Confirmaron que el vifiedo menos tratado mostré una riqueza de especies
significativamente mayor, incluidas muchas levaduras con potencial uso como biocontrol;
es decir, que los tratamientos fitosanitarios en el vifiedo afectaron negativamente a la
microbiota de la uva o el mosto.

Por todo ello, el estudio de las comunidades de levaduras autéctonas de vifiedos y
bodegas es un paso importante hacia la preservacién de los recursos genéticos nativos.

1.2.2. Efecto de la produccion ecoldgica sobre la composicion quimica y la calidad del vino

Las levaduras producen una gran cantidad de metabolitos como alcoholes, CO,,
glicerol, acidos y otras sustancias volatiles que afectan a la calidad del vino (Ugliano y
Henschke, 2009; Vernocchi et al., 2015). Sin embargo, aunque numerosos estudios han
descrito los efectos del cultivo ecolégico de la uva sobre la calidad final y los atributos
sensoriales del vino (Comuzzo et al., 2013; Granato et al., 2014; Martin y Rasmussen, 2011;
Mulero et al., 2010; Mufioz-Bernal et al., 2013; Parpinello et al., 2015; Tassoni et al., 2014), se
dispone de poca informacién sobre la evolucién de la poblacién de levaduras durante los
procesos vitivinicolas ecolégicos y su influencia sobre estos aspectos (Patrignani et al.,
2017).

Es de aceptaciéon general que la formacién de compuestos volatiles durante la
fermentacion del mosto de uva depende de varios factores como la naturaleza y la
concentracion de los compuestos inicialmente presentes en el mosto (sus proporciones
también difieren de una variedad de uva a otra), la capacidad de la levadura inoculada
para transformarlos y las condiciones de la vinificaciéon (Blanco et al., 2013; Patrignani et
al., 2017). Pero también puede influir el sistema de produccién y, se sabe que las vides
ecolégicas sufren mas estrés bidtico que las convencionales.
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En respuesta, las plantas de produccién ecolégica producen mayores concentraciones
de metabolitos secundarios, incluidos los compuestos fendlicos (Provost y Pedneault,
2016). Cozzolino et al. (2009) pudieron discriminar los espectros de infrarrojo de vinos
ecolégicos y no ecolégicos dando como resultado diferentes perfiles fendlicos. Por su parte,
Nufiez-Delicado et al. (2005) sefialaron que las muestras ecolégicas de uva mostraron
mayores tasas de actividad de polifenol oxidasas en comparacion con las uvas
convencionales. La elaboracién de vinos tintos de calidad requiere también disponer de
uva con una adecuada concentracién en compuestos fendlicos, especialmente antocianos y
taninos (madurez fendlica) (Ribéreau-Gayon et al., 2003).

En cuanto al efecto del cultivo ecolégico sobre la riqueza fendlica de la uva, cabe
mencionar que la produccion, rendimiento, gestion de la vegetaciéon y otros aspectos
relacionados directamente con el sistema de cultivo, pueden influir en la maduracién y por
tanto en los compuestos fenodlicos (Provost et al., 2016; Soto et al., 2012). La cantidad y
extractabilidad de los compuestos fenélicos aumenta durante la maduraciéon por lo que su
concentracién suele ser mayor en uvas ecolégicas debido a una mayor prolongacién de la
maduracién (Brandt y Melgaard, 2001; Laureati et al., 2014). Estudios previos indican que
la prediccion de la riqueza fendlica de las uvas permite no solo evaluar el potencial
enoldégico de las variedades sino también optimizar los protocolos de vinificacién en
bodega (Gonzéalez-Neves et al., 2010).

Asi, la adecuacion de una variedad a un lugar determinado es crucial en la
produccion ecoldgica. Se basa en su capacidad para alcanzar la madurez tecnolégica, es
decir, una 6ptima relacién entre el contenido en azucar y la acidez. Recientemente, en dos
sistemas de cultivo similares e independientemente de la vinificacioén realizada, Patrignani
et al. (2017) encontraron en vinos biodindmicos una mayor acidez volatil, mientras que una
mayor acidez total, polifenoles totales y materia seca caracterizaron los vinos ecolégicos.
Por su parte, Parpinello et al. (2015) observaron en un estudio comparativo similar que el
vino ecolégico mostré un perfil de aroma mas complejo durante el primer afio. Otros
autores encontraron diferencias entre estos y otros parametros quimicos y sensoriales
(Granato et al., 2004; Laureati et al., 2015; Parpinello et al. 2015). Martin y Rasmussen (2011)
determinaron que el andlisis sensorial del vino ecolégico no mostré una diferencia notoria
en el aspecto visual, intensidad y calidad del aroma, ni en el sabor respecto a los
convencionales.

Por otra parte, aunque las cepas de levadura difieren en su capacidad de producir
sulfitos, la composiciéon del mosto y las condiciones ambientales también influyen en su
produccion (Vernocchi et al., 2015). Se ha descrito que muchos vinos ecolégicos contienen
menores cantidades de anhidrido sulfuroso que los vinos convencionales (Guerrero y
Cantos-Villar, 2015). En los vinos convencionales se afiade una alta concentraciéon de SOz en
todas las fases de la elaboracién que repercute en la microbiota y en las caracteristicas
organolépticas del vino. Sin embargo, en las elaboraciones de vino ecolégico se tiende a
reducir la concentracion de SOs en el vino, y se estudia su efecto a nivel sensorial. Balboa-
Lagunero et al. (2013) encontraron que algunas cepas de levaduras con altas tasas de
consumo de aminodcidos (precursores de los atributos de oxidacion en el vino), redujeron
con éxito la apariciéon de aldehidos relacionados con la oxidacién, asi como la intensidad de

David Castrillo Cachon, 2018 46



Estudio de la diversidad de levaduras en uva de cultivo ecologico y convencional en Galicia: patrones biogeogrificos e
influencia en las caracteristicas quimicas y sensoriales del vino

los sabores desagradables en vino ecolégico no sulfitado. Comuzzo et al. (2013) realizaron
un estudio sobre mil vinos ecolégicos procedentes de seis paises europeos de 2006 a 2008
cuyos parametros de control de calidad generalmente estuvieron de acuerdo con los
valores detectables para los vinos convencionales (SO; total <120 mg/L).

En cuanto a la concentracion de cobre, en los vinos convencionales oscila entre 0.02 y
3 mg/L, pero debe mantenerse por debajo de 0.5 mg/L para evitar reacciones indeseables
como pardeamiento, quiebras o turbidez (da Costa et al., 2014). A pesar del importante uso
del cobre utilizado en la proteccién fitosanitaria del vifiedo ecolégico, utilizado en
ocasiones de forma sistematica junto con el azufre, se ha observado que su nivel en uvas y
vinos ecolégicos puede mantenerse por debajo de los niveles maximos de 50 mg/kg de uva
y 1 mg/L de vino (Provenzano et al., 2010; Reglamento (CE) 396/2005).

1.2.3. Efecto de la produccion ecologica sobre las propiedades saludables del vino y la percepcion de
los consumidores

El sistema de produccion influye no solo a nivel medioambiental sino también sobre
las caracteristicas saludables del vino, lo que repercute directamente sobre su valoracion
por parte de los consumidores. Por lo tanto, su aceptacion en el mercado debe tenerse en
cuenta también desde un enfoque econémico.

Laureati y Pagliarini (2016) apuntaron que el vino ecolégico tiene cualidades
nutricionales comparables o mejores que el vino convencional, de acuerdo con algunos
autores que detectaron una mayor actividad antioxidante y niveles de compuestos
fendlicos totales significativamente mayores en vinos ecolégicos que en convencionales
(Martin y Rasmussen, 2011; Vinkovi¢ Vréek et al., 2011). Aunque, segn un estudio de
Mulero et al. (2009), las diferencias en la concentraciéon de antocianinas y trans-resveratrol
no se encontraron a largo plazo (6 meses) en los perfiles fenodlicos de vinos ecolégicos y
convencionales. Sin embargo, los vinos ecolégicos si mantuvieron un nivel
significativamente mayor de derivados hidroxicindmicos beneficiosos para el organismo,
comparados con los convencionales. Otros autores como Zafrilla et al. (2003) encontraron
diferencias en la actividad antioxidante en vinos blancos ecolégicos frente a los
convencionales, aunque no asi en tintos. Parpinello et al. (2015) detectaron un efecto de las
practicas de manejo en vifiedo biodinamico sobre flavonoides y otros antioxidantes en
comparacioén con el convencional.

En cuanto a componentes nocivos, Comuzzo et al. (2013) observaron que la
concentracion de ocratoxina A estaba por debajo del limite legal europeo en el 95% de los
vinos ecoldgicos analizados. Por otro lado, encontraron altas concentraciones de aminas
biégenas en muchos vinos, posiblemente debido a un mal manejo de la fermentacién
malolactica (FML). Otros trabajos mostraron que la mayoria de los pesticidas son
eliminados durante la vinificacién, dejando cantidades insignificantes de residuos en el
vino convencional (Bonn et al., 2015; Cabras y Angioni, 2000; Gonzéalez-Rodriguez et al.
2009). Sin embargo, algunos estudios descubrieron que extraordinariamente pueden
permanecer fungicidas en el vino (Plana, 2013).

David Castrillo Cachon, 2018 47



Introduccién

En cuanto a la composiciéon de metales, Vinkovi¢ Vréek et al. (2011) no encontraron
diferencias significativas entre vinos ecolégicos y convencionales. Ahora bien, su presencia
residual puede alterar el crecimiento de levaduras y/o alterar la calidad sensorial final del
vino (Gonzalez-Rodriguez et al., 2009).

Los resultados sobre seguridad alimentaria y calidad sensorial son escasos y, a veces
contradictorios, impidiendo extraer conclusiones generales sobre si el vino ecolégico es de
mejor calidad que el vino convencional. Sin embargo, los recientes resultados de Schaufele
y Hamm (2018) coinciden con Laureati y Pagliarini (2016) en la observaciéon de una actitud
positiva general con una mayor proporciéon de gasto en el vino ecolégico en los paises
europeos y extraeuropeos, principalmente por razones de salud y una preferencia por
productos medioambientalmente sostenibles. Pero también porque los consumidores estan
interesados en ayudar a los productores que adoptan estas innovaciones mostrando fuertes
actitudes proambientales.

Se cree que es posible lograr una mayor predisposicién a pagar un precio mds
elevado por el vino ecolégico aumentando la participaciéon del consumidor en cuestiones
de sostenibilidad, que también incluye aspectos sociales, a través de la barrera de la
informacion que debe ser solventada (Laureati y Pagliarini, 2016; Schdufele y Hamm, 2018).
No obstante, para el grupo de consumidores de bajos ingresos, el precio del vino ecolégico
parece ser una traba a pesar de sus actitudes positivas hacia el ecologismo (Schéufele y
Hamm, 2018). Asimismo, puede constituir una ventaja comercial para los vinos ecolégicos
que muchos de ellos contengan menores cantidades del alérgeno SO, ftalatos y otros
compuestos nocivos que los vinos convencionales (Costanigro et al., 2014; Guerrero y
Cantos-Villar, 2015).

1.3. Papel de las levaduras en la elaboracion de los vinos
1.3.1. Origen de las levaduras presentes en la vinificacion

Los microorganismos que intervienen en el proceso de fermentacién proceden de la
uva, de la propia bodega o bien tienen un origen externo mediante in6culos de levaduras
y/ o bacterias comerciales.

1.3.1.1. Levaduras procedentes del viiiedo (presentes en las bayas)

La ecologia microbiana en la superficie de las uvas es compleja. En ella cohabitan
gran diversidad de bacterias, hongos filamentosos y levaduras que influyen en las
caracteristicas de los mostos, el desarrollo de la fermentaciéon y, por tanto, en las
propiedades del vino resultante. Tradicionalmente se ha considerado a las uvas como la
primera fuente de microorganismos que participan en la vinificacién, pudiendo ser
detectados en las bayas desde el inicio de la maduracién (Barata et al., 2012; Lafon-
Lafourcade, 1983).
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Algunos investigadores opinan que los vectores que permiten el transporte y
diseminacién de las levaduras y otros microorganismos de interés enolégico hasta los
racimos pueden ser el viento (Carrascosa et al., 2005), insectos como abejas, avispas o
Drosophila (Bisson et al., 2017; Mortimer y Polsinelli, 1999; Zacchi y Vaughan-Martini, 2002),
gotas de lluvia o granizo (Barata et al., 2012) o péjaros migratorios (Francesca et al., 2012).
La poblacién de levaduras encontrada en uva suele ser del orden de 10° a 105 células/baya,
dependiendo de su grado de madurez (aumentando a lo largo de la maduracién), del
estado fisico y sanitario de la uva (Barata et al., 2012; Martins et al., 2014; Renouf et al,,
2005), de las condiciones climatolégicas en el vifiedo como lluvia, humedad, viento o
temperatura (Combina et al., 2005; Rementeria et al., 2003) y de los tratamientos sanitarios
aplicados (Fleet, 2008; Hidalgo, 2003). Otros factores que determinan la diversidad de las
levaduras presentes sobre la superficie de las bayas son el suelo, la variedad de uva y las
técnicas culturales empleadas en el vifiedo (Renouf et al., 2005 y 2006). Ademas, se ha
observado que la distribucién de especies varia entre zonas geograficas, métodos de cultivo
y entre vendimias sucesivas (Belda et al., 2017b; Bokulich et al., 2014 y 2016; Jolly et al.,
2003a).

La integridad de las bayas afecta cuantitativa y cualitativamente a la ecologia
microbiana de las uvas (Barata et al., 2012). Asi, en las uvas sanas e intactas se detectan
levaduras Basidiomycota de los géneros Cryptococcus, Rhodotorula, Sporobolomyces o
Rhodosporidium y la especie dimoérfica de hongo filamentoso-levadura Aureobasidium
pullulans, habitualmente presentes en las hojas y partes verdes de la vid (Bagheri et al.,
2015; Barata et al., 2012; Prakitchaiwattana et al., 2004). Debido al debilitamiento de la
epidermis de la uva durante la maduracién, a que pueden aparecer microfisuras por el
envejecimiento o deshidratacion, o a causa de dafios fisicos mediados por insectos, péjaros
u hongos invasivos, se libera mosto y azticares sobre la superficie de la baya. En la medida
en que esto sucede, se favorece el aumento del nimero de especies Ascomycota oxidativas
o con metabolismo débilmente fermentativo, pertenecientes a los géneros Candida,
Hanseniaspora, Metschnikowia o Pichia (Barata et al, 2012; Fleet et al, 2002;
Prakitchaiwattana et al., 2004). Cuando las bayas tienen la cuticula claramente dafiada la
disponibilidad de azticares es mayor, permitiendo el desarrollo de especies con mayor
capacidad fermentativa, como Zygoascus hellenicus y otras del género Pichia, asi como
especies con capacidad para alterar los mostos y los vinos como Zygosaccharomyces bailii
(Barata et al., 2012).

En numerosos estudios llevados a cabo en condiciones de vendimia real (sin
discriminar entre uvas sanas y dafiadas), las levaduras apiculadas del género Hanseniaspora
son dominantes (especialmente la especie Hanseniaspora uvarum y su anamorfo Kloeckera
apiculata) que pueden llegar a constituir hasta un 50%-99% de las levaduras aisladas en las
bayas (Beltran et al.,, 2002; Combina et al., 2005, Hierro et al., 2006). Metschnikowia
pulcherrima y Candida stellata son otras especies mayoritarias sobre las uvas (Bisson et al.,
2017; Clemente-Jiménez et al., 2004). También se pueden encontrar, aunque en menor
proporciéon otras especies de Candida, Cryptococcus, Rhodotorula, Pichia, Kluyveromyces,
Hansenula o Brettanomyces (Barata et al., 2012). La especie Saccharomyces cerevisiae rara vez se
ha aislado en uvas utilizando las técnicas habituales de muestreo para levaduras (Fleet y
Heard, 1993; Van der Westhuizen et al., 2000). En la superficie de las bayas aparece en
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porcentajes inferiores al 0.1% del total de la biodiversidad de levaduras, por lo que no suele
detectarse (Mercado et al., 2007; Povhe Jemec et al., 2001; Prakitchaiwattana et al., 2004;
Van der Westhuizen et al., 2000). En mostos biodinamicos (antes de la fermentacion), S.
cerevisiae estuvo presente en niveles bajos o por debajo de la deteccion, representando un
maximo del 3-5% de la poblacién total de levadura (Bagheri et al., 2015). Sin embargo, al
aumentar la disponibilidad de azdcares y nutrientes con la liberaciéon de mosto, por
ejemplo, en uvas dafiadas, S. cerevisiae es detectada en mayor proporcion (Bisson et al.,
2017; Mortimer y Polsinelli, 1999). En este sentido, Schuller et al. (2005) identificaron esta
especie en las uvas de un vifiedo de la region de Vinho Verde (territorio portugués muy
proximo a Galicia y climatolégicamente similar) en cantidad suficiente como para llevar a
cabo la fermentacion alcohdlica (FA).

Por otro lado, las interacciones entre microorganismos también inducen variaciones
poblacionales de levaduras. El desarrollo del hongo Botrytis provoca un incremento en tres
6rdenes de magnitud en la poblacién superficial de levaduras (Nisiotou y Nychas, 2007).
Maés recientemente, Guzzon et al. (2014) observaron que algunos géneros presentes en la
uva como Hanseniaspora, Metschnikowia e Issatchenkia podrian actuar como agentes de
biocontrol frente al hongo Botrytis cinerea causante de podredumbre en las uvas,
protegiéndolas de su proliferacion.

1.3.1.2. Levaduras presentes en la bodega

El equipamiento, la maquinaria y las instalaciones de la bodega albergan levaduras
que pueden intervenir en la vinificacion por transferencia cruzada del mosto o vino
mediante contacto o a través del aire. Algunos autores apuntan a que estas poblaciones
estdn formadas mayoritariamente por S. cerevisiaze (Fleet y Heard, 1993; Martini, 2003;
Pretorius, 1999 y 2000). Sin embargo, otros estudios han demostrado la presencia e incluso
que la mayoria de levaduras aisladas sobre las superficies de la bodega eran no-
Saccharomyces de los géneros Candida, Pichia, Hansenula, Brettanomyces, Issatchenkia o
Rhodotorula (Renouf et al., 2007a; Sabaté et al., 2002). Las especies que se pueden encontrar
en las bodegas proceden de vendimias y fermentaciones alcoholicas realizadas
anteriormente en esas instalaciones. Estas levaduras pueden ser diferentes a las
identificadas en las uvas y son capaces de permanecer en ambientes aerobios o en restos de
vino o mosto que no se hayan eliminado completamente durante la limpieza (Guillamén,
1998; Jolly et al., 2003b). Asi, Renouf et al. (2007a) comprobaron la presencia en la superficie
de barricas y depésitos de géneros de levaduras que anteriormente habian detectado en las
uvas, como Cryptococcus, siendo capaces de sobrevivir y establecerse en el ecosistema de la
bodega a pesar de que no se desarrollaron en el mosto o en el vino.

Por otro lado, se ha comprobado la presencia de cepas de S. cerevisize encontradas en
la fermentacién del afio anterior en la misma instalaciéon en las superficies (Sabaté et al.,
2002). La limpieza y la naturaleza de las superficies en las instalaciones influyen en la
cantidad y diversidad de levaduras residentes en la bodega. Asi, superficies irregulares o
materiales no pulidos albergarian un mayor ntiimero de levaduras (Pretorius, 2000). Esto es
mas relevante en bodegas donde se elaboran vinos artesanalmente, como en algunas
bodegas de produccién ecoldgica, especialmente en barricas y equipamiento antiguos.
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1.3.1.3. Levaduras comerciales

Por dltimo, una fuente importante de las levaduras ligadas a la fermentacion son las
levaduras comerciales. La mayor parte de las levaduras utilizadas en la elaboracién de vino
actualmente son levaduras de origen natural, seleccionadas y multiplicadas a escala
industrial. Garantizan la pureza de la cepa y la concentraciéon inicial del in6culo. Existen
varios tipos de levaduras de produccién industrial siendo la levadura seca activa (LSA) la
mas utilizada ya que es una levadura deshidratada y comercializada herméticamente cuya
ventaja es permitir su conservacion a medio plazo. Su vida es mucho mas larga que la
levadura fresca. Requiere una rehidratacién y condiciones especiales de activaciéon. Otras
presentaciones como levadura seca instantdnea, levadura fresca, etc. no suelen utilizarse en
la industria enoldgica. En cualquier caso, las levaduras comerciales han sido seleccionadas
por sus propiedades enolégicas y suelen presentar una buena adaptacién a las condiciones
de bodega. Asi, suelen prevalecer en las bodegas de unas campafias a otras (Blanco et al.,
2011). Incluso en algunas regiones, en bodegas familiares, puede utilizarse el pie de cuba o
trasiego de mosto a partir de un tanque en fermentacion.

Por dltimo, hay que decir que la demanda y las posibilidades de aplicaciéon han
permitido la existencia de un catdlogo de cepas comerciales de levaduras ecolégicas.

1.3.2. Dindmica de la poblacion de levaduras en la vinificacion

La diversidad de especies de levaduras varia no solo en el vifiedo sino también
durante el proceso de vinificaciéon. Durante la fermentaciéon pueden intervenir de forma
secuencial distintas levaduras pertenecientes a diferentes géneros. S. cerevisiae, tipicamente
alcohogena, es la principal levadura que lleva a cabo la FA, pero pueden intervenir otras
especies en el proceso, especialmente en la fermentacion espontanea. Esta otra diversidad
de especies es conocida como el grupo de levaduras no-Saccharomyces, que inician el
proceso e intervienen principalmente en la fase inicial de la FA (Jolly et al., 2003a; Romano
et al., 2003).

Se conocen més de 100 géneros distintos de levaduras. Sin embargo, las levaduras
presentes de manera significativa en la uva, el mosto y los ambientes propios de la
elaboracién del vino relacionados con el proceso de la vinificacién, o que son capaces de
desarrollar alteraciones en el vino, representan no mas de una veintena de géneros. Entre
ellos destacan Aureobasidium, Hanseniaspora/Kloeckera, Metschnikowia, Candida, Pichia,
Hansenula, Torulaspora, Rhodotorula, Debaryomyces, Kluyveromyces, Brettanomyces/Dekkera,
Cryptococcus, Saccharomyces, Saccharomycodes, Schizosaccharomyces 'y Zygosaccharomyces
(Fleet, 2003 y 2008; Hidalgo, 2003; Kurtzman y Robnett, 1998; Romano et al., 2003). La
inoculacién del mosto se produce espontdneamente con las levaduras que se encuentran en
el hollejo de la uva (vifiedo) y con las presentes en el aire, equipamiento y maquinaria
(transporte y bodega) (Pretorius et al., 1999). Se puede hacer distincion ademas entre
levaduras autéctonas y “aloctonas” (transitorias o fortuitas) en los dos ecosistemas (vifiedo
y bodega) que podran coexistir dependiendo del entorno y su grado de especializacion.
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Sin embargo, en el proceso fermentativo, las presiones selectivas sobre las diferentes
levaduras favorecen a las que presentan el sistema catabdlico fermentativo maés eficiente,
como la especie S. cerevisiae.

Por otro lado, se ha demostrado que algunas cepas de géneros como Candida o
Torulaspora son capaces de completar satisfactoriamente el proceso de fermentaciéon (Belda
et al., 2017b; Clemente-Jiménez et al., 2004; Tello et al., 2011).

Durante el proceso fermentativo se puede encontrar una gran diversidad de especies
de levaduras, de las que so6lo unas pocas participan de forma notable pudiéndose
considerar como levaduras fermentativas (Bagheri et al., 2015; Fleet et al., 1984; Querol et
al., 1994; Romano et al., 2003). En las primeras horas, tras el encubado de la vendimia, las
levaduras fermentativas o débilmente fermentativas prevalecen sobre las oxidativas en el
mosto, se multiplican y cuando alcanzan una poblacién en torno a 105-10¢ UFC/mL se
inicia el proceso de FA (Fleet, 2003; Fleet y Heard, 1993). Estas levaduras predominan
durante las fases inicial y tumultuosa de la FA, alcanzando hasta 106-10° UFC/mL (Bagheri
et al., 2015; Fleet y Heard, 1993). A medida que avanza el proceso estas levaduras son
rdpidamente reemplazadas por la especie S. cerevisize, que conduce la FA hasta su final,
siendo la levadura mayoritaria y a menudo la tinica especie detectable en esta tltima etapa
(Capece et al, 2012; Fleet, 2003; Nissen et al.,, 2003). Las principales levaduras no-
Saccharomyces que se desarrollan en la fase inicial de la fermentacién espontanea son
apiculadas del género Kloeckera/Hanseniaspora (Fleet y Heard, 1993; Jolly et al., 2003b), pero
también pueden aparecer otras especies de los géneros Candida, Metschnikowia, Pichia,
Zygoascus, Issatchenkia y Torulaspora (Albertin et al., 2014; Bagheri et al., 2015; Fleet, 2003).
Ocasionalmente se han encontrado otros géneros como Brettanomyces, Kluyveromyces,
Rhodotorula, Schizosaccharomyces y Zygosaccharomyces (Clemente-Jiménez et al., 2004).

Hay que tener en cuenta que algunos géneros identificados en las uvas pueden no ser
facilmente detectados durante la fermentacién debido a que las condiciones del mosto no
son favorables para su 6ptimo desarrollo (temperatura, pH, disponibilidad de oxigeno o
nitrégeno facilmente asimilable, presién osmética, presencia de SO.) o debido a otros
aspectos como el factor killer, la competencia o la interaccion negativa entre la microbiota.
Sin embargo, Jolly et al. (2003b) han propuesto que en el mosto puede detectarse una
mayor diversidad de levaduras que en las uvas.

La utilizacién en enologia de las actuales técnicas moleculares cada vez més potentes
de deteccion de microorganismos ha demostrado que la ecologia del proceso de
fermentacion es més compleja de lo conocido en décadas pasadas (Andorra et al., 2011;
Ghosh et al., 2015; Ivey y Phister, 2011; Setati et al., 2015). Algunas levaduras no-
Saccharomyces con bajo poder fermentativo pueden alcanzar poblaciones de 106-107
UFC/mL en las primeras fases de la fermentaciéon, comparables a las de S. cerevisiae (Ciani
y Maccarelli, 1998; Englezos et al., 2015). La influencia de las levaduras no-Saccharomyces
puede verse incrementada en fermentaciones alcohodlicas llevadas a cabo a baja
temperatura en las que su sensibilidad al etanol disminuye, pudiendo asi identificarse al
final de la fermentacién poblaciones similares a las de S. cerevisiae (Bisson et al., 2017; Fleet,
2003).
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También se ha demostrado la necesidad de una concentracién suficiente de oxigeno
para la supervivencia de Torulaspora delbrueckii y Kluyveromyces thermotolerans durante la
FA (Hansen et al.,, 2001), asi como el efecto de las interacciones célula-célula y de la
acumulacién de compuestos toxicos en la prevalencia de las levaduras no-Saccharomyces
(Nissen et al., 2003; Pérez-Nevado et al., 2006).

La participacion de cepas no-Saccharomyces ha sido descrita por diversos estudios
también en fermentaciones inoculadas (Combina et al., 2005; Garofalo et al., 2016; Zott et
al., 2008). En algunos casos, la inoculacién con S. cerevisize (LSA) no suprime totalmente a
las levaduras no-Saccharomyces, ya que especies como H. uvarum, C. stellata, Starmerella
bacillaris (sinénimo de Candida zemplinina), etc. pueden estar presentes en varias fases de la
fermentacion (Englezos et al.,, 2017, Mannazzu et al., 2007). Ademads, tampoco la cepa
inoculada se impone siempre sobre la microbiota autéctona puesto que su implantacion
depende de factores como la cantidad y viabilidad del inéculo, de su forma de uso, de las
caracteristicas metabdlicas y fisiologicas de la levadura inoculada, de las condiciones de la
vinificacion y de la tecnologia empleada en la misma (Blanco et al., 2013; Ciani et al., 2010).
Estudios realizados mediante métodos moleculares independientes de cultivo (por
ejemplo, PCR-DGGE), han corroborado la identificacion de cepas indigenas de no-
Saccharomyces durante la FA (Prakitchaiwattana et al., 2004; Xufre et al., 2006). Incluso en el
caso de la adicion de LSA, las levaduras no-Saccharomyces afectan a las caracteristicas
sensoriales del vino, por lo que su importancia en la fermentacién no puede ser ignorada
(Albertin et al., 2014).

Otros autores, como Pina et al. (2004) han comprobado que algunas levaduras como
Hanseniaspora guilliermondii, pueden presentar una resistencia al etanol similar a la de S.
cerevisiae, con una presencia mds prolongada en la FA y por tanto mayor influencia en las
caracteristicas del vino elaborado. En esta y otras especies se ha estudiado ademas la
influencia de la concentracion inicial de nitrégeno (Lage et al., 2014). De igual forma,
algunos autores han observado la permanencia de especies como H. uvarum, Hanseniaspora
opuntiae, Issatchenkia terricola o Starm. bacillaris en fases avanzadas de la fermentacion, una
vez que S. cerevisizge se impuso como especie mayoritaria (Englezos et al., 2016a y 2016b;
Wang et al., 2012).

Estos trabajos demuestran que la fermentacién vinica es un proceso microbiolégico y
bioquimico muy complejo donde coexisten y tiene lugar una sucesiéon de levaduras no-
Saccharomyces y Saccharomyces, no solo a nivel de género y especie, sino también en cuanto a
diferentes cepas dentro de cada especie. Ha desaparecido también la creencia de la
contribucion negativa sobre el aroma y el sabor de los vinos por parte de algunas especies
no-Saccharomyces, consideradas levaduras alterantes, como por ejemplo la produccién de
elevada acidez volatil por parte de Kl. apiculata (Jolly et al., 2003b).

1.3.3. Transformaciones bioquimicas e interacciones de microorganismos en la vinificacion

La microbiota final del mosto de uva esta determinada por diferentes factores como
la interaccién entre las distintas especies (adaptaciéon por determinantes ecolégicos y
pardmetros tecnoldgicos), el método de vendimia y transporte de las uvas, el procesado en
la bodega (tiempos, temperaturas, tratamientos del mosto o higiene), etc. Al mismo tiempo,
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las elevadas concentraciones de nutrientes del mosto, su bajo pH, su alto contenido en
azlcares y, en su caso, la adicion de SO, como agente antioxidante y antimicrobiano,
ejercen una presion selectiva (particularmente contra microbios oxidativos indeseables) en
la que s6lo proliferan una cantidad limitada de especies microbianas, especialmente
levaduras (Bisson et al., 2017). La disponibilidad de nitrégeno facilmente asimilable del
mosto también favorece el desarrollo de las levaduras.

Ademas de la importante diversidad de levaduras, durante la fermentacién coexisten
simultdineamente bacterias y hongos cuyas interacciones levadura-levadura, levadura-
hongo filamentoso y levadura-bacteria, generan complejas transformaciones bioquimicas
sobre el mosto de uva (Ciani et al., 2010; Fleet, 2003). De éstas, las mas importantes en la
obtencién de vino de calidad son la FA y la FML, dirigidas por diversos géneros y especies
de dicha microbiota que influyen en el proceso y por tanto en el producto final (Pretorius,
2000). Sin embargo, la FA conducida por levaduras es la tnica imprescindible en la
elaboracién de los vinos.

En condiciones enoldgicas, las levaduras son responsables de la transformacion de
los aztcares fermentables procedentes de la uva (principalmente glucosa y fructosa) en
alcohol etilico, CO, y cientos de otros metabolitos secundarios que afectan a la calidad final
del vino y a sus caracteristicas organolépticas (Blouin y Peynaud, 2004). A medida que la
FA progresa, los aztcares reductores son transformados en etanol, la concentracién de
nutrientes se reduce y aparecen condiciones de anaerobiosis; el entorno se vuelve mas
selectivo impidiendo el desarrollo o eliminando las especies microbianas sensibles y la
poblacién de levaduras alcohol-sensibles también disminuye (Fleet y Heard, 1993; Nissen
et al.,, 2003). Dicha disminucién ocurre de manera diferente para cada especie debido
principalmente a su sensibilidad al etanol, a su capacidad de prosperar en condiciones
enologicas de escasez de nutrientes, y a las interacciones bioquimicas y los metabolitos
producidos en el mosto-vino durante la fermentaciéon (Ciani et al., 2010; Pina et al., 2004;
Rossouw y Bauer, 2009). Es entonces cuando se produce, aunque no siempre, el desarrollo
de la FML. Esta fermentaciéon secundaria es una descarboxilacién impulsada por cepas de
bacterias acido-lacticas (BAL) transformadoras del 4cido L-malico en 4cido L-lactico y CO,,
que en su mayoria pertenecen a Oenococcus oeni y a especies de Lactobacillus como L.
plantarum (Cappello et al., 2008 y 2017; Lerm et al., 2011).

Durante la FML las BAL consumen el aztcar residual, impidiendo que quede
disponible para microorganismos alterantes que podrian afectar a las propiedades
organolépticas del vino. Por lo tanto, la FML generalmente mejora la acidez del vino y
favorece la estabilidad microbiana (Cappello et al., 2017; du Toit y Pretorius, 2000). La
vinificaciéon puede incluir, ademds de las fermentaciones anteriores, procesos de
conservacion y envejecimiento, asi como tratamientos de estabilizacion, filtracién y
embotellado. Durante estas etapas pueden desarrollarse microorganismos, incluidos
diferentes géneros y especies de levaduras alterantes, hongos y bacterias que afectan a la
calidad final del vino.

La muerte y autolisis de las propias levaduras libera factores de crecimiento y
nutrientes para las bacterias lacticas. El etanol se vuelve apreciablemente inhibitorio para
las bacterias a partir del 10%. La FML es, por consiguiente, mds dificil en vinos con
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volumen alcohdélico elevado. No obstante, el factor mas importante es el pH. En el rango de
3 a 4, cuanto mas elevado sea el pH, mas prospero es el medio para el crecimiento
bacteriano. Por debajo de pH 3 (en vinos muy &cidos), la FML es particularmente dificil,
pero esto significa que, a mayor pH, mayor es la variedad de bacterias capaces de
multiplicarse. Aunque O. oeni es la especie predominante durante la FML en vinos de pH
elevado, pueden desarrollarse otras especies que también transforman el 4cido malico en
lactico. En estos vinos, donde la selecciéon es menos eficaz, los pH se acercan a menudo a 4
al final de la FML permitiendo el desarrollo de Lactobacillus o Pediococcus indeseables.

Por otro lado, algunas levaduras producen toxinas capaces de matar a otras cepas,
pero ante las que ellas son inmunes (caracter killer). En los procesos de fermentacion
espontdnea varias de las levaduras implicadas pueden poseer capacidad killer. Una
levadura con buenas propiedades enolédgicas y carécter killer puede dominar sobre el resto
de la poblacién de levaduras en las fases iniciales de la fermentaciéon (Marquina et al., 2002;
Pérez et al., 2001).

1.3.4. Efecto de la fermentacion espontinea o dirigida por levaduras autdctonas sobre las
caracteristicas quimicas y sensoriales del vino

Las fermentaciones espontdneas tienen la particularidad de la ausencia de inéculo ya
que son las levaduras presentes en la uva, el mosto, asi como la microbiota indigena
asociada a las superficies e instalaciones de la bodega las que conducen las fermentaciones
naturales (Pretorius, 2000). Una gran parte de las fermentaciones realizadas en las bodegas
de produccién ecolégica en general, y particularmente en Galicia, se realizan
espontdneamente con la microbiologia propia de la uva de los vifiedos cercanos. O
también, mediante cierto control con la adicién de pies de cuba de fermentaciones ya
iniciadas e incluso, en las bodegas mas prestigiosas, mediante la adicién de cepas
autoctonas de levaduras seleccionadas.

Durante los tltimos afios se ha puesto de manifiesto que, junto con la variabilidad de
especies, la fermentacion espontdnea posee una significativa biodiversidad intraespecifica
dentro de la especie S. cerevisize presente durante la fermentaciéon (Cocolin et al., 2001;
Morgan et al., 2017; Rossouw y Bauer, 2016; Tofalo et al., 2014; Vigentini et al., 2009 y 2015).
En otras palabras, la poblacién de levaduras relacionadas con fermentaciones espontaneas
consiste en cepas genotipicamente diferentes, generalmente con propiedades fenotipicas
distintas y, por lo tanto, capaces de influir en proporcién a su abundancia relativa, en las
propiedades aromaticas del vino (Romano et al., 2003).

Generalmente, solo unas pocas cepas de S. cerevisiae son capaces de dominar las fases
finales del proceso (Blanco et al., 2011; Vincenzini et al., 2005). La diversidad de cepas de S.
cerevisine genera cantidades variables de subproductos fermentativos, con efectos deseables
o no deseados en el aroma del vino (Capece et al., 2012; Pretorius, 2000; Romano et al.,
2003). Algunas cepas predominantes de S. cerevisize podrian implantarse a lo largo de un
afio en fermentaciones espontdneas en una misma bodega lo que supone alguna
correlacion cepa-bodega e incluso cepa-vifiedo. Ademads, algunas cepas de S. cerevisiae
aisladas de distintas bodegas de la misma regién podrian ser muy similares, enfatizando
una correlacién entre cepa-region enolégica (Vigentini et al., 2015).
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Actualmente existe un gran interés por los vinos con caracteristicas vinculadas al area
de produccién que ha conducido a un redescubrimiento de la fermentacion dirigida por
levaduras autéctonas (Francesca et al., 2012). De hecho, hay evidencias de que las
levaduras no-Saccharomyces constituyen una parte significativa de la poblaciéon microbiana
del vino durante la fermentacion pudiendo contribuir a los atributos sensoriales deseables
del vino y produciendo metabolitos secundarios como compuestos arométicos volatiles,
enzimas extracelulares y manoproteinas (Domizio et al., 2014; Pérez-Nevado et al., 2006;
Viana et al., 2008).

La contribucion a las peculiaridades del vino de la fermentacion dirigida en
produccién ecolégica es menos pronunciada en comparaciéon con las fermentaciones
espontaneas (Patrignani et al., 2017). Algunos autores encontraron en la fermentacion
espontanea o secuencial con S. cerevisize que, aunque H. uvarum y otras especies no-
Saccharomyces pueden contribuir a la produccién de compuestos volatiles en el vino,
algunas caracteristicas enoldgicas tales como el etanol, la acidez volatil o la producciéon de
metabolitos son cepa-dependientes (Patrignani et al., 2017; Tristezza et al., 2016). También
observaron diferencias significativas con valores mas altos en las fermentaciones
espontaneas que en las inoculadas en cuanto a complejidad de aroma y sabor. Aunque el
perfil sensorial se vio afectado por la gestiéon de la vinificaciéon en lugar de por el manejo
del vifiedo, los vinos ecolégicos y espontaneos obtuvieron mayores puntuaciones que las
inoculadas.

Por otro lado, aunque las levaduras no-Saccharomyces poseen algunas caracteristicas
enoldgicas especificas que estan ausentes en S. cerevisiae con efectos aditivos sobre el sabor
y aroma del vino (Viana et al., 2008), las caracteristicas de las cepas de S. cerevisiaze pueden
tener un papel clave en los perfiles sensoriales del vino. Callejon et al. (2010) compararon la
composicion volétil de vinos tintos ecolégicos producidos por diferentes cepas autéctonas
y comerciales de S. cerevisize. La cepa influyé en la concentraciéon de la mayoria de
compuestos voldtiles; las mayores concentraciones se encontraron en vinos producidos por
cepas autdctonas que produjeron vinos de mayor calidad organoléptica. Blanco et al. (2013)
encontraron resultados similares a nivel sensorial comparando los resultados de las
fermentaciones utilizando dos cepas autdctonas y una comercial de S. cerevisize y una
fermentacion espontanea, segin la cepa y variedad de uva. Los vinos procedentes de las
cepas autdctonas y la fermentacion espontanea fueron los més apreciados.

1.4. Perfil aromdtico y sensorial de los vinos

El aroma y sabor del vino son las propiedades més influyentes entre las preferencias
del consumidor. Estan determinados principalmente por los compuestos volétiles
derivados de los procesos bioquimicos y tecnolégicos durante la fermentacién (Sanchez-
Palomo et al, 2012). La formacién de compuestos volatiles iniciada en la uva, va
cambiando durante el procesado del mosto, la fermentacién, la maduraciéon y el
envejecimiento-almacenamiento. La cantidad y el tipo de compuestos quimicos que
influyen en el aroma y sabor del vino dependen de muchos factores, como el origen de la
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uva, la variedad, la madurez, el suelo, el clima, la levadura utilizada durante la
fermentacion y otras practicas enoldgicas (Kotseridis y Baumes, 2000; Spranger et al., 2004).

Los compuestos volatiles responsables del aroma del vino pueden detectarse a
concentraciones mucho mds bajas que los compuestos de sabor (10-4-102 g/L) tanto en
ortonasal (al oler la copa) como en retronasal (mientras se prueba la muestra). El aroma del
vino contiene cientos de compuestos volatiles que pertenecen a grupos muy heterogéneos,
aunque solo un subconjunto contribuye activamente al sabor (Francis y Newton, 2005;
Vilanova et al., 2010a). Los compuestos no volatiles interactan con compuestos arométicos
quimica, fisica o perceptivamente. Y también los compuestos aromaticos interacttan o se
combinan entre ellos modificando el sabor o el aroma mediante una relacién especifica, en
ocasiones ocasionado enmascaramiento, supresion o interacciones aditivas (Escudero et al.,
2004; Robinson et al., 2009). Por otro lado, los sentidos humanos no pueden identificar més
de tres o cuatro componentes volatiles en una misma mezcla (Livermore y Laing, 1996),
aunque se pueden discernir diferencias en intensidades de numerosos atributos de aroma
relacionados con la presencia o ausencia de odorantes en una mezcla (Bult et al., 2002).

Ademéds, el analisis sensorial, especialmente el andlisis cuantitativo descriptivo
realizado por un panel de catadores entrenados, es una herramienta que permite la
deteccion y descripcion de los factores cualitativos y cuantitativos de los componentes
sensoriales del vino (Meilgard et al.,, 1999; Murria et al., 2001; Stone et al., 1998). Sin
embargo, no es suficiente para realizar un estudio objetivo completo. Se requiere la
investigacion de las relaciones entre los dos tipos diferentes de herramientas, datos
sensoriales e instrumentales, cuya informacién es muy importante para establecer la
calidad del vino (Francis y Newton, 2005; Vilanova et al., 2010b). Para correlacionar dichos
datos es necesario conocer los compuestos activos. Un compuesto puede estar presente en
una elevada cantidad en el vino, pero si su umbral de percepcién es alto, no contribuira
significativamente al aroma; necesitara una concentraciéon muy elevada para ser detectado.
Por el contrario, un compuesto con un umbral de percepcién bajo (como el de algunos
terpenos), a una baja concentracién, probablemente dominara el aroma (Vilanova et al.,
2010a). Ademas, algunos compuestos pueden tener un efecto sinérgico o antagénico en su
percepcién que, ademéds, varia entre las personas (capitulo 1.4.3).

Para cuantificar los compuestos quimicos que influyen en las caracteristicas
sensoriales en el vino se requiere informacién sobre la composiciéon volatil y las
propiedades sensoriales, asi como el umbral de deteccién o percepcién de los sentidos para
cada compuesto (Francis y Newton, 2005). La contribucién de cada compuesto volétil en el
aroma final del vino depende de que su concentracion esté presente por encima del umbral
de percepcion. El valor de actividad del olor OAV permite calcular el impacto odorifero de
un compuesto en funcién de su concentracién y del umbral de percepcion en la misma
matriz vinica (Ferreira et al., 2000; Lopez et al., 2003).

El analisis mediante cromatografia de gases permite identificar y cuantificar los
componentes volétiles del aroma del vino; sin embargo, la fraccién volatil del vino es
extremadamente compleja, principalmente debido a la gran cantidad de compuestos que la
forman de diferentes clases quimicas, que cubren una amplia gama de solubilidad,
polaridades y volatilidades (Sanchez-Palomo et al., 2012). Algunos compuestos volatiles

David Castrillo Cachon, 2018 57



Introduccién

como los alcoholes superiores se encuentran en cantidades importantes. Pero, otros como
algunos acidos, ésteres, acetatos o terpenos estan presentes en cantidades minimas. Por
ello, para su identificacion y cuantificacién, se requiere un método de enriquecimiento
antes del analisis por cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-MS).

Existen diversas metodologias que pueden ser aplicadas solas o por combinaciones
de sus propiedades basadas en la solubilidad de los compuestos en disolventes organicos,
en su volatilidad o en funcién de su capacidad de adsorciéon/desorcién en fases
poliméricas. De entre estas tltimas, la extraccion en fase sélida (SPE) es uno de los métodos
mas cominmente utilizados para el andlisis de compuestos volatiles en el vino por la
posibilidad de utilizar diferentes eluyentes. La SPE es una técnica robusta y muy selectiva
que permite la determinacién de una amplia gama de compuestos volatiles, donde los
analitos se unen a sitios activos en la superficie del material adsorbente, que ademas
requiere cantidades mas pequefas de solventes organicos y menor tiempo (Ferreira et al.,
2000).

1.4.1. Principales compuestos aromdticos de la uva y el vino

Los principales compuestos volatiles del vino responsables de su aroma son
alcoholes, &cidos, acetatos, ésteres, aldehidos, cetonas y terpenos. Su concentracién
depende de multiples factores como la variedad de uva, climatologia, composicién del
suelo, orografia, orientacion y sistema de conduccion, practicas de cultivo, variedad, estado
de maduracién, microbiota, proceso de vinificacién y condiciones de crianza y
almacenamiento, (Lambrechts y Pretorius, 2000; Molina et al., 2007; Rapp y Versini, 1991;
Robinson et al., 2009; Sanchez-Palomo et al., 2012). Varios autores clasifican los compuestos
volétiles del vino segin su origen en varietales, prefermentativos, fermentativos y
postfermentativos (Etiévant, 1991; Francis y Newton, 2005).

Compuestos de origen varietal

Proceden directamente de la baya. Entre los compuestos presentes en la uva de forma
natural destacan los terpenos y los C-13 norisoprenoides que, aunque estan en baja
concentracién, aportan aromas florales, afrutados y herbaceos. En la uva se han
identificado en torno a 40 compuestos terpénicos entre los que destacan linalol, a-terpineol,
nerol, geraniol y citronelol (Ribéreau-Gayon et al., 2000). Los C-13 norisoprenoides, entre
los que destaca la P-damascenona, provienen de la degradacion oxidativa de los
carotenoides.

Compuestos prefermentativos

Son compuestos volatiles procedentes de la uva y derivados de un precursor no
volatil generado durante el procesado. Los compuestos aromaticos prefermentativos son
todos aquellos originados desde la vendimia hasta antes de la FA originados durante su
transporte, estrujado, despalillado, prensado, etc. Se generan por ruptura de las bayas y sus
células, y son producto de las oxidaciones e hidrdlisis que sufren los compuestos
intracelulares. Estan formados por diferentes familias. Los constituidos por compuestos de
6 dtomos de carbono, tales como aldehidos y alcoholes (hexanoles y hexenoles), aportan al
vino aroma y sabor herbaceo.
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Compuestos de origen fermentativo

Proceden del metabolismo de levaduras y bacterias y son generados durante la FA y
FML. Se han identificado en vinos en torno a un millar de compuestos volatiles de los que
mas de 400 son producidos por las levaduras durante los procesos de fermentacion
(Nykédnen, 1986). Su naturaleza y concentraciéon depende de las levaduras que realicen el
proceso fermentativo. Algunos como los alcoholes superiores, acetatos y ésteres aportan
notas positivas al vino, pero también se pueden formar compuestos que confieren notas
negativas como 4cidos, aldehidos, cetonas, lactonas y compuestos azufrados (Rapp y
Versini, 1991). La singularidad de la contribucién de las diferentes levaduras al vino
dependera de la ecologia de fermentacién y de los factores que determinen dicha ecologia
(Fleet et al., 2002).

Compuestos de origen postfermentativo

Se forman durante la conservacién, envejecimiento o almacenamiento del vino
debido a una serie de transformaciones biolégicas y fisico-quimicas que pueden sufrir
algunos compuestos aromaticos. Dan lugar a un aroma mas complejo y, si se emplea
madera, al enriquecimiento con matices a vainilla, especias y tostados. A este nuevo aroma
se le conoce como “bouquet” y puede ser de oxidaciéon (propio de los vinos criados en
contacto con oxigeno; por ejemplo, en barrica) o de reduccién (propio de los vinos criados
sin contacto con el aire; por ejemplo, en botella) (Balboa et al., 2013).

1.4.2. Metabolismo de las levaduras: contribucion al perfil aromdtico y sensorial de los vinos

El metabolismo de la fermentacién de aztcares por las levaduras comprende dos
etapas. El metabolismo primario es esencial para el crecimiento, la divisién celular y la
supervivencia, produciendo metabolitos como etanol, glicerol, acetaldehido y acido acético.
El metabolismo secundario no es esencial para el crecimiento y produce una gama de
metabolitos volatiles que caracterizan cada vino. Estos metabolitos, que derivan del
metabolismo del aztcar y de los aminoécidos, son muy importantes desde el punto de
vista sensorial y comprenden alcoholes superiores, ésteres, acetatos, dcidos grasos volatiles
y compuestos de azufre (Swiegers et al., 2005).

Aunque algunos compuestos aromaticos volétiles surgen directamente de los
componentes quimicos de las uvas, muchos compuestos derivados de uva se liberan y/o
modifican por la accién de la levadura y una parte esencial de las sustancias aromatizantes
del vino resulta de su actividad metabdlica (Etiévant, 1991, Guth, 1997; Lambrechts y
Pretorius, 2000; Ribéreau-Gayon et al., 2000; Simpson, 1979). Por esta razén, el vino tiene
mas sabor que el mosto del que se produce. Por lo tanto, las levaduras (con mayor
importancia que las bacterias) son fundamentales en el origen del aroma y sabor del vino.
En una FA, la contribucién de una levadura a las caracteristicas organolépticas finales de
un vino puede ser debida a varios aspectos diferentes (Ugliano y Henschke, 2009): i)
utilizacién de los constituyentes sélidos del mosto, ii) produccién de etanol y otros
solventes que ayudardn a la extracciéon de los componentes aromaticos contenidos en la
uva o en la formacién de alcoholes superiores, iii) produccién de enzimas capaces de
transformar compuestos aromaticamente neutros (precursores) de la uva, en compuestos
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de gran aromaticidad, iv) produccion de cientos de metabolitos secundarios aromaticos, y
v) degradacion autolitica de las levaduras muertas y liberacién de manoproteinas.

Los compuestos fermentativos constituyen el grupo mayoritario de compuestos
volatiles de los vinos entre los que destacan los alcoholes superiores, 4cidos volatiles,
ésteres y acetatos que presentan descriptores aromaticos diversos (Cortés y Blanco, 2011;
Nykédnen, 1986). Por otra parte, en la formacién del aroma del vino por las levaduras estan
involucradas muchas rutas bioquimicas (Figura 1.2) que se ven afectadas por diversos
factores como la composicion y pH del mosto, las caracteristicas y temperatura de la
fermentacion, los tratamientos del mosto y el tiempo de contacto con el hollejo, que
influyen significativamente en el aroma final (Boulton et al. 1996; Lambrechts y Pretorius
2000). Estas presiones selectivas favorecen a las levaduras con el catabolismo fermentativo
mas eficiente, normalmente las cepas de S. cerevisiae, por lo que esta especie es la preferida
universalmente para iniciar la FA.
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Figura 1.2. Representacién esquematica de la sintesis bioquimica de compuestos con aroma y sabor
activo por las levaduras durante la elaboracién del vino. Fuente: Swiegers et al., 2005.

Las levaduras deben catalizar la conversiéon rapida, completa y eficiente de los
azucares de la uva a etanol, CO; y otros metabolitos menores sensorialmente importantes,
sin el desarrollo de compuestos indeseables (Pretorius 2000). Ademads, secundariamente,
las levaduras tienen la funcién de modificar componentes derivados de la uva, como los
conjugados de glicocolato y cisteina, que mejoran el caracter varietal de los vinos. En este
apartado se presta especial atencién a la contribucién de los 4cidos, alcoholes, compuestos
de carbonilo, fenoles, acetatos, ésteres, compuestos de azufre y monoterpenoides
originados por las levaduras durante la fermentacion al perfil aromatico y sabor del vino.
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1.4.2.1. Alcoholes

El mosto de uvas maduras proporciona una considerable concentracion de aztcar
que conduce a la produccién de altos niveles de etanol que pueden superar el 15% (v/v) en
el vino. El etanol producido en la fermentaciéon es esencial para mejorar los atributos
sensoriales de otros componentes del vino, pero en exceso, produce picor y enmascara su
aroma y sabor (Guth, 1997).

El glicerol es un poliol incoloro, inodoro y viscoso producido en la FA en
concentraciones que varian de 5 a 14 g/L, tipicamente mas altas en vinos tintos (Killian y
Ough, 1979). Aunque este triol no volatil no tiene impacto directo en el aroma del vino, a
partir de 5 g/L tiene un efecto notable sobre la dulzura aparente y aporta sensacion grasosa
en boca (Noble y Ebeler, 2002). El metabolismo del glicerol por las levaduras es importante
durante la fermentacion debido a que proporciona precursores de fosfolipidos vitales para
el crecimiento de las levaduras; ayuda a mantener el equilibrio redox de la célula
(generaciéon de energia mediante ATP y crecimiento celular) y la protege del estrés

osmotico causado por las altas concentraciones de aztcar.

Razones como la salud, legislacién, conduccién o tasas impositivas han aumentado la
demanda de vinos con menor concentraciéon de alcohol, particularmente en regiones
célidas donde los efectos del cambio climético han aumentado la concentracién de aztcar
en las bayas. La eliminacion o reduccion de alcohol en el vino mediante procesos fisico-
quimicos es efectiva pero costosa; ademads, en algunas regiones estan restringidos y pueden
producir pérdida o modificacion de compuestos de aroma y sabor. Se conocen soluciones
biolégicas para superar algunas de estas limitaciones utilizando distintas especies y/o
cepas de levaduras.

Los alcoholes superiores (alifaticos y aromaticos) son metabolitos secundarios de las
levaduras que pueden tener impacto positivo o negativo sobre el aroma y el sabor del vino.
Este importante grupo de compuestos contribuye a la formacion del resto de compuestos
aromaticos volatiles como ésteres, 4cidos y acetatos (Ugliano et al., 2007). Los alcoholes
alifaticos incluyen propanol, butanol, isobutanol, alcohol isoamilico (3-metil-1-butanol) y
alcohol amilico activo (2-metil-1-butanol). El 2-fenil-etanol y el tirosol son alcoholes
aromaticos. La produccién de alcoholes superiores es cepa dependiente y su concentracion
en el vino depende de los aminoacidos y compuestos nitrogenados (precursores) presentes
en el mosto (Guymon, 1964). La concentracién de etanol, temperatura de fermentaciéon, pH
y composicién del mosto, aireacion, nivel de sélidos, variedad de uva, madurez y tiempo
de contacto con los hollejos también influyen en la concentracién de alcoholes superiores
en el vino (Fleet y Heard, 1993). La concentraciéon de estos compuestos en el vino oscila
entre 140 y 420 mg/L (Robinson et al., 2009); si su concentracién supera los 300 mg/L, su
contribucion al aroma del vino puede resultar negativa (producen olor y sabor fuerte y
picante), y a niveles 6ptimos (< 300 mg/L), imparten caracteres afrutados, aromas
vegetales, sensaciones de dulzor, suavidad y complejidad al vino (Nykénen, 1986; Ugliano
et al.,, 2007). Los alcoholes alifaticos como propanol, butanol e isobutanol aportan olor
alcoholico; el 3-metil-1-butanol y el 2-metil-1-butanol aportan aroma a mazapén o platano.
El alcohol aromatico 2-fenil-etanol aporta aroma floral (Lambrechts y Pretorius, 2000).
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La sintesis de alcoholes superiores implica la sintesis de a-cetoacidos que se forman a
través de la via catabolica o de Ehrlich (a partir de los aminoécidos de cadena ramificada
leucina, isoleucina y valina presentes en el mosto) o de una via anabdlica que implica la
sintesis de aminodcidos de cadena ramificada a partir de la glucosa. Otra via de sintesis de
alcoholes superiores es a través de actividades enziméticas (Large, 1986).

1.4.2.2. Acetatos

El acetato (éster del acido acético) es producido por la levadura como intermediario
en la reacciéon en que el piruvato es convertido en acetil-CoA por la enzima piruvato
deshidrogenasa (PDH) a través de una serie de reacciones catalizadas por otras enzimas.
De entre ellas, la reacciéon catalizada por la acetaldehido deshidrogenasa (ALDH) convierte
el acetaldehido en &cido acético y forma acetato oxidando el acetaldehido producido a
partir del piruvato durante la fermentacion (Swiegers et al.,, 2005). Los acetatos de
alcoholes superiores se forman a partir de la esterificacion entre los alcoholes superiores y
el acido acético. Generalmente aportan aromas frutales al vino (excepto el acetato de etilo;
de olor similar a pegamento) y su formacion esta relacionada con la cantidad de nitrégeno
asimilable en el mosto (Rojas et al., 2003), ya que los alcoholes superiores proceden del
metabolismo de los aminoécidos. Los mas significativos son: acetato de isoamilo, acetato de
hexilo, acetato de 2-feniletanol, acetato de isobutilo, y acetato de 2-metilbutilo.

1.4.2.3. Esteres

La produccién de ésteres por las levaduras durante la fermentacion tiene un efecto
variable pero muy significativo que contribuyen favorablemente al sabor y aroma afrutado
y floral de los vinos blancos (Falqué et al., 2002).

Hay dos clases de ésteres con impacto potencial en el perfil sensorial: ésteres de
acetato y ésteres etilicos de dcidos grasos de cadena media. La sintesis de ésteres de acetato
(1.4.2.2) por las levaduras se produce principalmente por el metabolismo de los acidos
grasos y acetil-CoA de la levadura (Killian y Ough, 1979). En los ésteres etilicos el grupo
alcohol es etanol y el grupo acilo se deriva de &cidos grasos de cadena media (MCFA)
(Lambrechts y Pretorius, 2000). Los intermedios de MCFA se liberan del complejo
citoplasmatico de la 4cido graso sintasa (FAS) lo que desencadena la sintesis de ésteres
etilicos (Ugliano y Henschke, 2009). Los mas significativos son: butanoato de etilo,
hexanoato de etilo y octanoato de etilo.

Algunas levaduras no-Saccharomyces contribuyen a la producciéon de ésteres en el
vino. Ademas, la produccion de ésteres puede verse influenciada por la variedad de la uva
cuando son sintetizados por la levadura a partir de precursores de la uva y también
difieren entre los tipos de vino; parece haber una sinergia entre el metabolismo de la
levadura y la uva (Ugliano y Henschke, 2009).
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1.4.2.4. Acidos

Los acidos grasos volatiles se producen durante una parada de fermentacién o una
fermentacion excesivamente lenta motivadas por diferentes causas como escasez de
nutrientes, mostos muy desfangados, altas temperaturas de fermentacion, pH bajo o
competencia con bacterias lacticas al final de la FA. Su formacién esta relacionada con el
metabolismo de la Malonil-CoA a partir de Acetil-CoA. Los acidos grasos volatiles lineales
de cadena corta (C2-C¢; como el acido butirico, isobutirico, isovalérico y hexanoico), media
(Cs-Ci0; como el dcido octanoico y decanoico) y larga (> Cio; como el dcido dodecanoico) y
los ramificados (2-metil-propanoico, 2-metil-butanoico, etc.) son téxicos para las levaduras
y conducen a un estado fisiol6gico deficiente para terminar la fermentacion. A medida que
aumenta la longitud de su cadena, su volatilidad disminuye y el olor cambia de acido a
rancio con implicaciones organolépticas defectuosas: originan aromas de queso de cabra,
cuadra, jabon, detergente o cera ardiendo. Los &cidos grasos de cadena corta C>-Cs influyen
negativamente en la calidad aromatica del vino a concentraciones elevadas (Hidalgo, 2003).
Sin embargo, estos dcidos grasos de cadena corta son la base de los ésteres afrutados y por
tanto tienen una influencia importante en el aroma del vino (Moreira et al., 2008).

La acidez volatil estd formada por dcidos orgénicos volétiles que estan presentes en
el vino a una concentracién de entre 0.5-1 g/L (10-15% del contenido total de acido). El
acido acético constituye aproximadamente el 90% de los &cidos volatiles (Henschke y
Jiranek, 1993). El resto de los 4cidos volatiles, principalmente los 4cidos propiénico y
hexanoico, se producen como resultado del metabolismo de los acidos grasos de la
levadura y las bacterias. Aunque Saccharomyces puede producir acido acético, las
concentraciones excesivas en el vino son en gran parte el resultado del metabolismo del
etanol por las bacterias aerébicas de acido acético. El acido acético a concentraciones > 0.7
g/L genera en el vino un caracter similar al vinagre, siendo la concentracion 6ptima 0.2- 0.7
g/ L (Dubois, 1994).

1.4.2.5. Compuestos del grupo carbonilo

El acetaldehido es el principal compuesto carbonilo. Se encuentra en el vino a
concentraciones en torno a 10-75 mg/L y tiene un umbral de percepcion sensorial de 100
mg/L (Etiévant, 1991). Los aldehidos pueden ser un signo de oxidacion del vino y
contribuyen al sabor con descriptores como manzana magullada y nuez. El acetaldehido es
uno de los principales intermediarios metabdlicos en la fermentacién y dltimo precursor
antes de que se forme el etanol. El piruvato (producto final de la glucélisis), se convierte en
acetaldehido a través de las enzimas piruvato descarboxilasa. El acetaldehido se convierte
luego en etanol a través de enzimas alcohol deshidrogenasa, que es un paso crucial para
mantener el equilibrio redox en la célula.

La acumulacién de acetaldehido durante la fermentacién depende de las condiciones
de fermentacion, pero desciende a un nivel bajo al final del proceso. Sin embargo, se ha
demostrado que la cantidad de acetaldehido puede aumentar con el tiempo debido a la
oxidacion del etanol, la actividad de levaduras de flor (que incluyen algunas especies de
Saccharomyces, Candida, Pichia, Hansenula, Debaryomyces...) y la aireaciéon (Fleet y Heard,
1993). La concentracién de acetaldehido varia (de 6 a 190 mg/L) segtin la cepa de levadura.
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Ademas, una alta concentraciéon de SO en el mosto produce una acumulacién de
acetaldehido por la levadura que se incrementa cuando la cepa es resistente a sulfitos
(Swiegers et al., 2005).

El diacetilo es otro compuesto carbonilo importante en el vino que produce un
aroma a mantequilla o caramelo. A bajas concentraciones puede describirse como de nuez
o tostado, pero es indeseable a concentraciones entre 1 y 4 mg/L. Aunque las levaduras
sintetizan diacetilo en el vino (0.2-0.3 mg/L), la mayor parte proviene del metabolismo de
las bacterias 4cido lacticas (Belda et al., 2017a; Cappello et al., 2017).

1.4.2.6. Fenoles voldtiles

Los fenoles volatiles (formados a partir de los precursores de 4cido hidroxicinamico
en el mosto) tienen un umbral de deteccion bajo y se detectan facilmente. Pueden estar
presentes en el mosto, pero son fundamentalmente producidos por las levaduras durante
la fermentacién. Aunque los fenoles volatiles pueden contribuir positivamente al aroma de
algunos vinos, a altas concentraciones aportan sabores extrafios como cuero o establo
(Dubois, 1994). Los vinilfenoles, especialmente el 4-vinilguaiacol y el 4-vinilfenol, producen
un olor farmacéutico, particularmente en los vinos blancos (Ribéreau-Gayon et al., 2000).
Los etilfenoles predominantes son 4-etilguaiacol y 4-etilfenol que se forman a partir de
precursores naturales presentes en los mostos de uva como el acido p-cumadrico y el acido
feralico respectivamente, mediante descarboxilaciéon enzimética y posterior reduccion
enzimética. La etapa de descarboxilacion ha sido descrita en muchas especies de bacterias,
levaduras y hongos; sin embargo, la etapa de reduccion se considera mas especifica de los
géneros Brettanomyces/Dekkera. Los &cidos fenélicos e hidroxicindmicos no flavonoides se
descarboxilan por S. cerevisiaze para formar fenoles volatiles. S. cerevisiae, a diferencia de
otros organismos, no usa la descarboxilasa como su tinica defensa contra la toxicidad del
acido fendlico, explicando asi su baja actividad en la mayoria de las cepas.

1.4.2.7. Compuestos de azufre

Los compuestos que contienen azufre suelen aparecer a concentraciones muy bajas
en el vino, pero tienen umbrales de deteccion muy bajos y generalmente le confieren una
connotacion sensorial negativa. Se dividen en cinco categorias: sulfuros, polisulfuros,
compuestos heterociclicos, tioésteres y tioles que varian ampliamente en sus propiedades
sensoriales. Muchos compuestos de azufre estan asociados con descripciones negativas
(repollo, huevo podrido, sulfuroso, ajo, cebolla y caucho), mientras que algunos pueden
aportar aromas positivos al vino (fresa, maracuyd y pomelo). El desarrollo de compuestos
de azufre por levaduras incluye la degradaciéon de aminoacidos y plaguicidas que
contienen azufre, asi como la liberacién y/o metabolismo de los precursores que contienen
azufre derivados de la uva (Mestres et al., 2000).

Probablemente el compuesto de azufre mas conocido en el vino es el tiol volatil
sulfuro de hidréogeno (H:S), que genera aroma de huevo podrido con un umbral de
percepcion muy bajo (50-80 pg/L). Su presencia disminuye mediante la adicién o presencia
de Cu en el mosto (por formacién de sulfuro de cobre) o aireaciéon (por oxidacién del
sulfuro). No obstante, las sales de Cu en la bodega y la presencia de compuestos de azufre
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oxidado relacionados con el caracter reductivo del vino embotellado no son deseables. El
H»S se forma metabdlicamente por la levadura a partir de compuestos de S inorganico
(sulfato y sulfito) u orgénico (cisteina y glutation) cuya concentracién varia con la
disponibilidad de compuestos de azufre y nitrégeno, la cepa de levadura y las condiciones
de fermentacion (Henschke y Jiranek, 1993; Mendes-Ferreira et al., 2001). Las levaduras
también metabolizan los aminoacidos metionina, homocisteina y cisteina pudiendo formar
mercaptanos como metionol (olor a coliflor/repollo) (Mestres et al., 2000).

Por otro lado, los tioles volétiles son potentes compuestos de aroma; algunos
imparten aromas negativos, otros contribuyen positivamente. El furfuriltiol aporta aroma
tostado y su presencia en el vino se debe principalmente a la transformacién por la
levadura del furfural liberado de las duelas de roble tostado durante la fermentacién. Los
tioles también pueden producir en los vinos etanotiol en una reaccién no deseada entre el
H>S y el etanol (olor a cebolla o puerro cocido). Otros tioles volatiles (4MMP, 3MH y
3MHA) tienen importancia en el aroma del vino con umbrales de percepcion
extremadamente bajos (3-60 ng/L) por su caracter varietal (aromas de arbol y frutas
exoticas). Los tioles volatiles son casi inexistentes en el mosto de uva y solo se desarrollan
durante la fermentacién por las levaduras, incluidas las no-Saccharomyces (Anfang et al.,
2009; Zott et al., 2011).

1.4.2.8. Terpenos

Los terpenos, asi como otros compuestos volatiles como norisoprenoides,
contribuyen a mejorar el aroma del vino y pueden aparecer como formas libres en las uvas
o formando complejos glucosidicos inertes no volatiles. Los monoterpenoides son
compuestos muy aroméaticos que son producidos por plantas superiores como V. vinifera,
algas, hongos, incluidas algunas levaduras, a partir del precursor geranil pirofosfato (GPP).
Algunas cepas de Saccharomyces podrian contribuir al aroma floral del vino mediante la
sintesis de monoterpenos, y esta contribucion podria aumentar bajo ciertas condiciones de
fermentaciéon (mostos con mayor concentraciéon de nitrégeno asimilable y fermentacién
microaerdbica) (Swiegers et al., 2005). Existen precursores volatiles que representan una
fuente importante de compuestos fragantes. Algunos terpenoles (linalool, nerol, geraniol,
a-terpineol y citronelol), alcoholes (hexanol, el 2-feniletanol, los C13-norisoprenoides) y
fenoles volétiles (vainillina) pueden actuar como precursores de agliconas que contribuyen
al aroma varietal (Fernandez-Gonzalez et al.,, 2003; Park y Noble, 1993). Durante la
vinificacién, los terpenoides unidos pueden liberarse por la acciéon de las enzimas
glucosidasas que son producidas por la planta, las levaduras y las bacterias. La actividad p-
glucosidasa de las levaduras permite intensificar los aromas primarios de los vinos
mediante la hidrolisis de precursores aroméaticos de origen terpénico y, con ello, la
liberacién de terpenos durante la fermentacién. Esto es posible porque, a diferencia de la
glucosidasa procedente de las uvas, la enzima producida por las levaduras no es inhibida
por la glucosa del mosto.
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1.4.3. Contribucion de la microbiota oral a la percepcion del aroma del vino

La percepcion sensorial durante la ingesta de vino es diferente para cada persona; no
solo depende de la composicion volatil del vino, sino que se producen diferentes procesos
en la cavidad oral influenciados por diversos factores fisiolégicos humanos a nivel
interindividual. De entre ellos, la influencia de la compleja microbiota oral formada por
mas de 1000 taxones no es bien conocida. La formacién de biofilms bacterianos
influenciados por la saliva y alimentos como fuente de nutrientes, sugiere su interaccién
con los precursores aromaticos glucosidicos, que da como resultado la liberacion de
compuestos de aroma volatiles libres. Sin embargo, la produccién de moléculas odorantes
por enzimas relacionadas con la microbiota oral a partir de precursores no odorizantes
requiere mas investigaciéon, aunque sugiere un impacto significativo en la generacion de
aroma y la percepcion personal durante el consumo de vino (Belda et al., 2017a).

1.5. La diferenciacion, tipicidad y calidad de los vinos

La diferenciaciéon de los vinos es un factor importante a considerar como estrategia
comercial que puede incrementar su valor en el mercado actual. Los consumidores, ante la
gran cantidad de vinos, ya no solo buscan alta calidad, sino también que el producto sea
diferente, tipico, iinico y que ademads sea saludable y respetuoso con el medio ambiente. La
viticultura ecolégica tiene una gran importancia en este sentido como generadora de
productos con valor afiadido.

1.5.1. Las levaduras como recurso microbiano en la diferenciacion de los vinos

El aprovechamiento de los recursos microbiolégicos autdéctonos mejor adaptados a la
fermentacion de un mosto de uva particular, puede ser beneficioso para la produccién de
vinos de calidad diferenciada (Drumonde-Neves et al., 2017; Masneuf-Pomarede et al.,
2016; Rossouw y Bauer, 2016). En este contexto, el vifiedo ecolégico puede contribuir a
preservar la biodiversidad como un ecosistema equilibrado con un impacto positivo en la
calidad del vino (Provost y Pedneault, 2016). La contribuciéon de las levaduras no-
Saccharomyces nativas a las propiedades quimicas y sensoriales tipicas de los vinos de una
region en particular, es de gran interés en el actual mercado mundial del vino (Ciani y
Comitini, 2015; Drumonde-Neves et al., 2017; Liu et al., 2017; Nemcova et al., 2015; Varela
et al., 2016). Como resultado, el andlisis y la preservaciéon de la biodiversidad autéctona es
esencial, no s6lo por su importancia como reservorio natural (Sun et al., 2009; Tello et al.,
2011), sino también como un recurso econémico para elaborar nuevos estilos de vinos mas
competitivos (Azabagaoglu et al., 2007).

La idea de que la diversidad y frecuencia de las comunidades de levaduras en las
uvas y mostos estan influenciadas por diferentes factores vitivinicolas esta muy extendida.
Asi, influyen las practicas agronémicas y antropogénicas (sistema de cultivo, manejo del
suelo, edad y ubicacion del vifiedo, cultivar de vid, orientacién y sistema de formacién,
momento de maduracién, aplicaciéon de agroquimicos...), las condiciones climaticas, los
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factores bidticos, el suelo, la composiciéon quimica del mosto (Belda et al., 2017b; Comitini y
Ciani, 2008; Drumonde-Neves et al., 2016; Garofalo et al., 2016; Grangeteau et al., 2017a;
Nemcovéa et al., 2015) y factores geograficos que engloban distintos de estos aspectos
conjuntamente (Bokulich et al., 2014). Ademas, la aplicacién de plaguicidas o el manejo de
la vegetacion y sus interacciones también pueden afectar a la diversidad de
microorganismos presentes en las bayas de uva y, por tanto, en el mosto y el vino (Bagheri
et al., 2015; Grangeteau et al., 2017b; Nemcova et al., 2015; Setati et al., 2012; Tello et al.,
2011; Tofalo et al., 2011).

1.5.2. Contribucion de las levaduras no-Saccharomyces a la calidad y tipicidad de los vinos

La practica del uso de cepas seleccionadas de Saccharomyces, extendida en todas las
zonas vitivinicolas del mundo, ha contribuido a un mejor control de la vinificacién, pero
también simplifica las comunidades microbianas presentes en las fermentaciones. Este
hecho puede propiciar la pérdida de complejidad y la estandarizaciéon de los vinos asi
elaborados, junto con la disminucién de la diversidad de especies de levaduras en los
ambientes de elaboracién del vino (Capozzi et al., 2011 y 2015; Garofalo et al., 2016).

Sin embargo, algunas especies de levaduras no-Saccharomyces son de interés
enolégico porque pueden contribuir de forma relevante a la calidad y complejidad
aromatica del vino debido a su actividad metabolica que modifica la composicién quimica
y sensorial (Ciani et al., 2010; Pérez-Nevado et al., 2006). Algunas de estas especies han sido
estudiadas en profundidad con el enfoque de complementar asi la actividad de S. cerevisiae.
La inoculaciéon mixta de cepas de levaduras no-Saccharomyces/Saccharomyces se ha
propuesto para simular la fermentacién natural, en condiciones més controladas, y conferir
mayor complejidad al vino sin producir compuestos negativos (Ciani et al., 2010; Esteve-
Zarzoso et al., 1998; Milanovi¢ et al., 2012; Romancino et al., 2008). El empleo de un
iniciador mixto de este tipo como alternativa a las fermentaciones espontaneas, permite
aprovechar su capacidad para mejorar las caracteristicas quimicas y organolépticas del
vino, evitando el riesgo de fermentaciones estancadas y minimizando el deterioro por
contaminacién microbiana (Capozzi et al., 2015; Ciani et al., 2006; Combina, 2005; Fleet,
2008; Jolly et al., 2006; Rojas et al., 2003; Romano et al., 2003; Tristezza et al., 2013).

La acidez es uno de los parametros mas importantes del vino. El ajuste quimico de la
acidez del vino generalmente implica aumentar la acidez total, o mds criticamente,
disminuir el pH mediante la adiciéon de acido tartarico, malico o citrico, segin la
legislacién. Sin embargo, la mayoria de las levaduras pueden utilizar concentraciones
significativas de dcido maélico con porcentajes que oscilan entre un 3-45% (S. cerevisiae)
hasta la mayoria de las cepas de Schizosaccharomyces pombe, Schizosaccharomyces malidevorans
e Issatchenkia orientalis que pueden degradarlo casi por completo a etanol y CO,. Asi, Sch.
pombe e 1. orientalis se han utilizado en inoculacién secuencial con S. cerevisiae para impulsar
la catélisis del acido malico de las uvas en el vino mediante fermentacién maloalcohdlica,
aumentando el pH final del vino (Benito et al., 2013; Comitini et al., 2011; Kim et al., 2008).
Por otro lado, Saccharomyces uvarum pueden producir acido malico y succinico, y otras
especies como Starm. bacillaris y L. thermotolerans también tienen efecto sobre la acidez
(Englezos et al., 2015 y 2017; Gobbi et al., 2013; Jolly et al., 2014).
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Otro parametro importante para el vino es la acidez volatil. Las cepas de S. cerevisiae
producen &4cido acético en un amplio rango influenciado por el pH, el azacar y la
concentraciéon de nitrégeno (Fleet y Heard, 1993); tienden a producir concentraciones bajas
de 4cido acético para los vinos secos y valores mds altos para los vinos dulces (Masneuf-
Pomarede et al., 2016). Las levaduras no-Saccharomyces producen acido acético en
concentraciones variables, pero algunos géneros pueden producir bajas cantidades de
acido acético (Fleet y Heard, 1993; Renault et al., 2009). En la microvinificacién de mosto
ecolégico, algunas cepas de no-Saccharomyces mostraron buenos rendimientos de
fermentacion, baja produccion de dcido acético y una capacidad parcial para degradar el
acido malico (Tofalo et al., 2011). Las cepas de especies criotolerantes como Saccharomyces
bayanus y S. uvarum, producen menos acido acético que S. cerevisize (Gobbi et al., 2014;
Magyar y Toth et al, 2011). Otros autores también encontraron una disminucién
significativa de la acidez volatil con respecto a S. cerevisiae en estudios realizados con M.
pulcherrima (Comitini et al., 2011), T. delbrueckii (Azzolini et al., 2015) o Starm. bacillaris
(Magyar y Téth, 2011; Rantsiou et al., 2012).

T. delbrueckii y Starm. bacillaris han sido levaduras no-Saccharomyces muy estudiadas
en los dltimos afios por su posible uso en la fermentacién de mostos con elevada
concentracion de azucar. T. delbrueckii fermenta lentamente y produce niveles medios de
etanol, aunque sobrevive a concentraciones elevadas (14%) (Bely et al., 2008; Gobbi et al.,
2014). Algunas cepas de Starm. bacillaris tienen cardcter fructofilico (capacidad para
producir menos etanol del azticar consumido) que podrian ser ttiles para equilibrar el
caracter glucolitico de Saccharomyces y evitar fermentaciones lentas o paradas fermentativas
(Englezos et al., 2016a; Magyar y Té6th, 2011; Mills et al. 2002); se puede encontrar en el
mosto de uva antes y también durante la fermentacién (Sipiczki, 2003; Tofalo et al., 2012;
Zott et al., 2008). Starm. bacillaris parece presentar diferencias fisiologicas pequefias entre
cepas de diferentes paises y una alta uniformidad en su vigor de fermentacién y
produccion de etanol (Englezos et al., 2017).

En cuanto a los alcoholes, las distintas cepas de levaduras S. cerevisiae y no-
Saccharomyces utilizadas durante la fermentaciéon generan perfiles con diferencias
considerables en las concentraciones de alcoholes superiores (Guymon, 1964). S. cerevisiae,
produce una mayor cantidad de alcohol isoamilico que las especies no-Saccharomyces, que
representa la mayor parte del contenido total de alcoholes superiores (Moreira et al., 2008;
Rojas et al., 2003; Viana et al., 2008). Sin embargo, esta caracteristica especifica de la cepa
(Romano et al., 2003) es generalmente indetectable en cultivos mixtos no-Saccharomyces/S.
cerevisine, aunque existan diferentes especies (Moreira et al., 2008). Por ejemplo, la
fermentacion mixta con Pichia fermentans/S. cerevisine aumenta la concentraciéon de 1-
propanol, n-butanol y 1-hexanol comparado con la fermentacién solo con S. cerevisiae
(Clemente-Jiménez et al., 2004). Las fermentaciones con Pichia spp. pueden aportar al vino
acetaldehido, acetato de etilo, 1-propanol, n-butanol, 1-hexanol, octanoato de etilo, 2.3-
butanodiol y glicerol (Anfang et al., 2009; Clemente-Jiménez et al., 2004) o una
concentracion elevada de polisacaridos, con una consecuente mejoria del sabor del vino
(Domizio et al., 2011).
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S. cerevisine generalmente produce una gran cantidad de ésteres y compuestos
aromaticos que surgen de su actividad metabdlica e imparten un olor en su mayoria
agradable. Sin embargo, es conocido que otras especies no-Saccharomyces mejoran las
caracteristicas sensoriales o bouquet final del vino ya que pueden producir compuestos
aromaticos en cantidades significativas (Albertin et al., 2017; Ciani et al., 2010; Jolly et al.,
2006; Viana et al., 2008). Por ejemplo, las fermentaciones de cultivos mixtos por levaduras
silvestres, como H. guilliermondii y Pichia anomala, junto con S. cerevisiae mostraron
concentraciones de ésteres de acetato elevadas en comparacion con las fermentaciones solo
con S. cerevisiae, sin afectar significativamente al acetaldehido, acido acético, glicerol y
alcoholes superiores totales (Rojas et al. 2003). M. pulcherrima también se caracteriza por
producir elevadas concentraciones de ésteres (Rodriguez et al., 2010; Sadoudi et al., 2012);
en particular, de octanoato de etilo (Clemente-Jiménez et al., 2004; Lambrechts y Pretorius,
2000). Otros autores encontraron en los vinos producidos con fermentaciones de Starm.
bacillaris/ S. cerevisize un aumento significativo de terpenos y lactonas y una disminucion de
las concentraciones de ésteres de acetato y aldehidos (Jolly et al., 2014; Sadoudi et al., 2012).
T. delbrueckii es capaz de potenciar el aroma del vino mediante la hidrodlisis de precursores
presentes en el mosto y en algunos trabajos produjo menos compuestos volatiles
indeseables que algunas cepas de S. cerevisiae (Bely et al., 2008; Moreno et al., 1991; Renault
et al., 2009).

Algunas especies no-Saccharomyces, en comparacion con S. cerevisiae, producen mayor
cantidad de enzimas (carbohidrolasas, glucosidasas, proteasas, lipasas, descarboxilasas,
sulfito reductasas, p-glucanasas o esterasas) (Esteve-Zarzoso et al., 1998). Las enzimas
liberadas al medio fermentativo pueden interaccionar con compuestos de la uva y
degradar los polisacaridos mejorando los procesos de extraccion, clarificacion, filtracion,
estabilidad y color de los vinos, asi como producir compuestos aromaticos activos que
contribuyen al aroma del vino resultante (Herndndez-Orte et al.,, 2008; Lambrechts y
Pretorius, 2000). Por ejemplo, algunas levaduras no-Saccharomyces se describen como
fuentes potenciales de glucosidasas ttiles en la formacion de compuestos volatiles
deseables (Ferndndez-Gonzélez et al., 2003; Mendes-Ferreira et al., 2001). Otras especies no-
Saccharomyces producen poligalacturonasa y p-D-xilosidasa (Manzanares et al., 1999). Las
cepas nativas de S. cerevisiae originan una pequefa concentracion de los terpenos existentes
en los vinos (aunque algunas cepas son capaces de una produccién significativa). Pero, la
actividad [-glucosidasa, ha sido encontrada de forma maés significativa en otras especies.
Entre ellas estan P. anomala (Mendes-Ferreira et al., 2001; Spagna et al., 2002), KI. apiculata (y
su forma asexual H. uvarum), M. pulcherrima, Debaryomyces hansenii y Candida molischiana
(Fernandez-Gonzélez et al.,, 2003), Kluyveromyces lactis, T. delbrueckii y Ambrosiozyma
monospora que contribuyen a la formacién de terpenos siendo algunas capaces de hidrolizar
los terpenoides y norisoprenoides (Fernandez-Gonzalez et al., 2003; Swiegers et al., 2005).

Ademds de su influencia en la concentraciéon de terpenos, la presencia de M.
pulcherrima, debido a la arabino furanosidasa secretada, también puede influir en la
cantidad de tioles volatiles (Capozzi et al., 2015; Patrignani et al., 2017). Otras cepas de
especies no-Saccharomyces como K. thermotolerans, Pichia spp. y T. delbrueckii pueden
incrementar la concentracion de tioles volatiles varietales durante la fermentacién (Belda et
al., 2017a; Clemente-Jiménez et al., 2004; Zott et al., 2011).
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Por otro lado, algunas cepas de Kl. apiculata y especies de los géneros Candida,
Cryptococcus y Kluyveromyces tienen actividad proteolitica y pectinolitica que favorece la
clarificaciéon (Esteve-Zarzoso et al., 1998). Ademas, algunos géneros han demostrado que
poseen varias de estas propiedades deseables. Por ejemplo, Hanseniaspora y Torulaspora
pueden producir concentraciones aceptables de enzimas como [B-glucosidasa, pectinasas,
proteasas y xilanasas (Maturano et al., 2012). De hecho, algunas cepas de I. terricola estan
especialmente dotadas de una glucosidasa extracelular que aumenta la cantidad de
monoterpenos libres durante la vinificacion (Gonzalez-Pombo et al., 2011).

Las recientes lineas de investigacion que profundizan en el conocimiento del
comportamiento enolégico de estas cepas y sus interacciones permitiran la aplicacién de las
levaduras no-Saccharomyces no solo para mejorar la calidad de los vinos sino en el contexto
de nuevos retos como el de mitigar los efectos del cambio climético que afecta a numerosas
regiones vitivinicolas, incluida Galicia.

1.5.3. Particularidades de la inoculacion de cepas no-Saccharomyces

A pesar de las caracteristicas beneficiosas que aportan, la FA no suele ser conducida
tnicamente por levaduras no-Saccharomyces en la elaboracién del vino de calidad. Pueden
producirse problemas como fermentaciones lentas o paradas de la fermentacién (Bagheri et
al., 2015; Rojas et al., 2003) con produccién concomitante de metabolitos indeseados en el
vino (&cido sulfhidrico, acido acético, acetaldehido, acetoina, acetato de etilo, etc.). Esto es
debido a su baja capacidad fermentativa, baja producciéon de alcohol etilico y baja
resistencia al SO, (Capozzi et al., 2011 y 2015). Por tanto, para evitar estos riesgos, no se
utilizan estas levaduras como tnico cultivo iniciador (Ciani et al., 2006; Fleet, 2008; Jolly et
al., 2006; Romano et al., 2003); se han observado resultados satisfactorios en fermentaciones
mixtas (coinoculacién), multistarter o inoculaciéon secuencial con S. cerevisiae (Benito et al.,
2013; Ciani et al., 2006 y 2010; Lleixa, 2016; Moreira et al., 2008; Suzzi et al., 2012).

El estudio de fermentaciones con estas levaduras bajo diferentes condiciones de
vinificacion ha favorecido la selecciéon de nuevos cultivos no-Saccharomyces capaces de
conducir la FA junto con S. cerevisiae (Andorra et al., 2010; Anfang et al., 2009; Azzolini et
al., 2015). Ciertas cepas de H. uvarum, H. vineae y H. guilliermondii tienen bajo poder
fermentativo, pero en coinoculacién o inoculacién mixta con S. cerevisiaze producen un alto
nivel de compuestos volatiles deseables y mas enzimas extracelulares que las cepas de
Saccharomyces (Capece et al., 2005; Mendoza et al., 2007; Moreira et al., 2008; Wang et al.,
2015).

Por otra parte, se ha comprobado la influencia en el desarrollo de la fermentacién y
en la composicion del vino mediante la inoculacién de varias especies no-Saccharomyces que
simulen condiciones de vinificacién distintas como la fermentacion natural o la maceracion
prefermentativa (Boto et al., 2014; Zott et al., 2011). Asi, Ciani et al. (2006) optimizaron el
cultivo formado por T. delbrueckii, K. thermotolerans y S. cerevisiae. Otros estudios han
intentado recuperar métodos de cultivo de tradicién centenaria. Es el caso de las
investigaciones sobre el madreo realizadas por Boto et al. (2014) en la DO Tierra de Ledn.
La madre formada por racimos de uva enteros, seleccionados en campo durante la
vendimia, se afiaden al mosto y se mantienen con éste durante toda la FA (junto con la
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diversidad microbiana natural que estos contienen), y més alla, sobre el vino, hasta que se
realiza el trasiego. La evaluacion sensorial de estos vinos fue positiva (> 75 puntos sobre
100) con opiniones dispares, pero atribuyendo una alta diferenciacién con respecto a los
normalmente catados. Ademas, los vinos obtenidos fueron muy diferentes entre si,
concluyendo que los vinos de madreo presentaron diferencias notables respecto a los vinos
rosados de elaboracién convencional. Este tipo de vinos encaja perfectamente con el perfil
actual de vinos ecolégicos demandados.

Sin embargo, es critico conseguir el equilibrio correcto entre las cepas de S. cerevisiae
y las cepas de no-Saccharomyces. Si el namero de células viables de estas tltimas es mucho
mayor que las de S. cerevisiae existe el riesgo de producirse paradas o estancamientos de la
fermentacion, mientras que en el caso inverso donde S. cerevisize sea superior se puede
minimizar el impacto positivo de las no-Saccharomyces. Conseguir una fase larga de latencia
de S. cerevisine permitiria el desarrollo suficiente de las cepas no-Saccharomyces durante esa
etapa a la vez que S. cerevisine asegura que la fermentacion finaliza (Albertin et al., 2014).
Englezos et al. (2016a y 2016b) encontraron que las fermentaciones secuenciales de Starm.
bacillaris/S. cerevisiae con 48 h de retraso, permitieron el crecimiento suficiente de su
poblacién. Este protocolo dio lugar a vinos con las caracteristicas beneficiosas de etanol,
acidez y glicerol antes mencionadas para esta especie, en contraposicion con los vinos
producidos por cultivos puros de cepas de S. cerevisinze que presentaron una composicion
quimica mas deficiente. Ademds, en este contexto, debe encontrarse un emparejamiento
adecuado de las cepas no-Saccharomyces y S. cerevisiae en la fermentacion secuencial, ya que
las relaciones entre especies tienen impacto en el vino.

Las posibilidades de aplicaciéon de levaduras no-Saccharomyces son tales que existen
varias cepas comerciales de T. delbrueckii, K. thermotolerans, M. pulcherrima, Pichia kluyveri y
Sch. pombe disponibles en el mercado para su uso en fermentaciones secuenciales o cultivos
mixtos que permiten aportar diferentes caracteristicas al vino final (Jolly et al., 2014).

1.5.4. El concepto de terroir microbiano y la tipicidad de los vinos

La fermentacién espontanea, donde coexisten hongos filamentosos, levaduras y
bacterias nativas, puede representar un riesgo mayor de produccion de vinos con defectos
organolépticos y/o fermentaciones estancadas (Bagheri et al., 2015; Provost y Pedneault,
2016). Sin embargo, a pesar de los riesgos asociados con la fermentacién espontédnea, la
complejidad aportada por la diversidad de levaduras podria ser una ventaja competitiva en
los mostos ecolodgicos. Asi, la explotacién de la biodiversidad mediante caracterizacion y
seleccion de cepas autéctonas con fenotipos propios podria contribuir a la produccién de
vinos con caracteristicas tinicas asociadas a la regiéon de donde proceden (Belda et al.,
2017b; Capece et al., 2010; Grieco et al., 2010; Provost y Pedneault, 2016; Tristezza et al.,
2014). Estos vinos presentan un sabor mas complejo y aromatico, presumiblemente debido
a que las especies no-Saccharomyces involucradas tienen una fuerte influencia en su calidad
y perfil organoléptico (Capozzi et al., 2015, Ciani y Comitini, 2015; Drumonde-Neves et al.,
2017; Grangeteau et al., 2017a; Tello et al., 2011; Tofalo et al., 2013 y 2016).
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La Organizacion Internacional de la Vifia y el Vino (OIV) define el terroir como el
concepto referido a "un &drea en la que se desarrolla el conocimiento colectivo de las
interacciones entre los entornos fisicos y biolégicos identificables y las practicas viticolas y
enoldgicas aplicadas, dando caracteristicas distintivas para los productos procedentes de
esta area”. Esta definicion representa la base de la Denominacién de Origen (DO), con
impacto en las elecciones del consumidor y el mercado del vino (Garofalo et al., 2016).
Diferentes estudios han resaltado el papel de la microbiota asociada con el terroir donde se
cultivan las uvas, capaz de impartir una calidad tnica al vino (Csoma et al., 2010; DiMaio
etal., 2012).

Se han encontrado diferencias geograficas en la diversidad de levaduras en vifiedos
como un ferroir microbiano, que probablemente influyen en las diferencias regionales
distintivas en el estilo y caracter de los vinos (Belda et al., 2017b; Drumonde-Neves et al.,
2017; Setati et al., 2015). Bokulich et al. (2014 y 2016) estudiaron el terroir microbiano
relacionando estrechamente los patrones microbianos con la regién de produccion y los
perfiles metabdlicos de los vinos obtenidos, condicionados por el cultivar, la vendimia y el
clima. La diversidad natural de levaduras muestra una composiciéon tnica, correlacionada
con cada terroir especifico, lo que representa un gran recurso para la elaboracién de vino
diferenciado (Capozzi et al., 2015; Tofalo et al., 2013). Durante las tltimas décadas ha
habido una creciente demanda de microorganismos y levaduras iniciadoras autéctonas. De
hecho, determinadas cepas estdn mejor adaptadas a las caracteristicas quimicas del mosto
de una variedad de uva y area de producciéon concretas (Drumonde-Neves et al., 2016 y
2017; Gilbert et al., 2014; Lopes et al., 2002; Tofalo et al., 2013 y 2016; Torija et al., 2001).

Sobre la base anterior, un creciente nimero de investigaciones cientificas han
centrado la atencién en la diversidad microbiolégica de la fermentacion espontanea, para
seleccionar cepas autéctonas con propiedades tecnoldgicas positivas que permitan su
aplicacion en fermentaciones industriales para la obtencién de vinos de calidad (Capozzi et
al., 2010; Cappello et al., 2008; Garofalo et al., 2016; Grieco et al. 2010; Tristezza et al., 2012,
2013 y 2014). La diversidad de cepas autéctonas (de levaduras y otros microorganismos)
contribuyen de manera importante en el cardcter regional de este terroir microbiano tinico en
el vino y a crear una identidad de firma para los vinos ecolégicos de areas especificas
(Drumonde-Neves et al., 2017; Schuller et al., 2012; Setati et al. 2015; Tofalo et al., 2013 y
2016; Valero et al., 2007). Tofalo et al. (2013) atribuyeron una caracterizacién biogeografica
de la levadura S. cerevisiae indicando que las practicas agricolas tales como los sistemas de
cultivo (ecoldgico frente a convencional) y de manejo del suelo, han seleccionado diferentes
poblaciones dentro de esta especie que son filogenéticamente distintas. Tofalo et al. (2014)
también identificaron que mas de un 3% de levaduras aisladas al final de la fermentaciéon
espontdnea exhibian patrones de restriccién caracteristicos, inusuales y diferentes de los
tipicos de la especie S. cerevisiae.

Por todo ello, seleccionar cultivos iniciadores autdctonos con diferente
comportamiento enoldgico, permitird innovaciones sostenibles, coherentes y seguras de
aplicacion ante los diferentes retos del sector favoreciendo la diferenciacion regional de los
vinos (Capozzi et al., 2015).
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1.5.5. Levaduras alterantes de la calidad de los vinos

Tradicionalmente, las especies de levaduras no-Saccharomyces se han asociado a la
producciéon de acidez volatil, sabores desagradables y defectos que pueden afectar
negativamente a la calidad del vino. Entre estas levaduras se incluyen especies de los
géneros Brettanomyces, Candida, Hanseniaspora, Pichia y Zygosaccharomyces (Du Toit y
Pretorius, 2000), y también Kluyveromyces, Saccharomycodes, Schizosaccharomyces 'y
Torulaspora (Romano et al., 2003). Estas levaduras pueden encontrarse en la fermentacion y
también durante el envejecimiento y conservacién del vino.

No es sencillo elaborar una definicién cientifica precisa para una levadura alterante.
Cualquier levadura capaz de cambiar las caracteristicas sensoriales del vino puede ser
considerada como levadura alterante (Loureiro y Malfeito-Ferreira, 2003). La coexistencia
de especies durante la FA productoras de un elevado nimero de compuestos dificulta la
separacion entre actividad beneficiosa y alterante. Por este motivo, las levaduras alterantes
se buscan durante el almacenamiento, envejecimiento y embotellado, y raramente durante
la fermentacion (Bisson et al., 2017).

En la actualidad, estas levaduras tienen relevancia debido a la tendencia a reducir el
uso de conservantes como el SO: y a las nuevas tecnologias de procesado. Las uvas con
cierto grado de podredumbre pueden llevar consigo cantidades elevadas de levaduras de
los géneros Brettanomyces y Zygosaccharomyces (Loureiro y Malfeito-Ferreira, 2003). Dentro
de la bodega, las levaduras alterantes proliferan en los mostos, vinos, superficies y
materiales en funcioén de la higiene y de las caracteristicas de cada vino. Los efectos mas
comunes de alteracion son la produccién de gases, la formacion de velos, enturbiamientos,
precipitados o compuestos que generan sabores y olores desagradables. Loureiro y
Malfeito-Ferreira (2003) clasificaron las levaduras potencialmente contaminantes del vino
en tres tipos: levaduras aerobias que no tienen capacidad para desarrollarse y alterar el
vino (Rhodotorula spp., Cryptococcus spp., D. hansenii y A. pullulans); levaduras de
metabolismo aerobio o débilmente fermentativo formadoras de velo (Pichia
membranifaciens, P. anomala y Candida spp.) que colonizan rapidamente superficies con
residuos de vino debido a su metabolismo oxidativo (indicadoras del nivel de higiene de la
bodega); y levaduras peligrosas para los vinos como Dekkera/ Brettanomyces spp., Zy. bailii y
Saccharomycodes ludwigii. Algunos estudios han demostrado que estas tultimas son
contaminantes de equipos y vinos embotellados, tanto jovenes como envejecidos en barrica
(Renouf et al., 2007a y 2007b).

Las levaduras del género Zygosaccharomyces se relacionan con la alteracion de vinos
acidos con aztcares fermentables por lo que no contaminan habitualmente las bodegas
productoras de vinos secos. Zy. bailii esta asociada a uvas con podredumbre acida y que
sobreviven a la fermentacion con S. cerevisiae (Barata et al., 2008), debido a su tolerancia al
etanol, cardcter osmdfilo, resistencia al SO» y a su capacidad refermentadora (Kurtzman et
al., 2011). La especie Dekkera bruxellensis (forma anamorfa de Brettanomyces bruxellensis),
identificada en uva, bodega y vinos, genera importantes pérdidas econémicas en el sector
enolégico debido a su capacidad para producir fenoles volatiles desagradables (Loureiro y
Malfeito-Ferreira, 2006) que conllevan la aparicién de olores fendlicos y animales que
recuerdan al cuero, sudor, caucho o establo, defecto conocido como “caracter Brett”
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(Chatonnet et al., 1992; du Toit y Pretorius, 2000). Durante la altima década estas levaduras
han sido objeto de numerosos estudios para tratar de entender su metabolismo alterante y
establecer medidas de control (Sudrez et al., 2007). Se desarrolla principalmente durante la
crianza en barrica de los vinos.

1.6. La viticultura ecoldgica y el sector del vino en Galicia

Galicia es una de las regiones viticolas mds importantes de Espafia. La viticultura en
los territorios del sur de la Comunidad Auténoma de Galicia es una actividad agricola de
gran importancia, no solo por el valor socioeconémico que genera, sino también por la
potenciacién del medio rural que supone y el papel que desempefia en la conservacion
forestal y medioambiental. La superficie destinada al cultivo del vifiedo en Galicia ocupa
25.950 ha (MAPAMA, 2017), de las cuales, 9.273 ha (35.7%) estan ocupadas por vifiedos
amparados bajo Denominaciones de Origen (DOs), con una produccién total de vino
calificado de 41.6 millones de litros y un valor econémico estimado de 209 millones de €. A
pesar de ello se trata de un sector muy fragmentado y minifundista que cuenta, solo con
respecto al vino calificado por DO, con 15.532 viticultores y 459 bodegas o industrias
viticolas inscritas (Conselleria do Medio Rural de la Xunta de Galicia, 2017). En Galicia
existen cinco DOs: Rias Baixas, Ribeiro, Ribeira Sacra, Valdeorras y Monterrei. Ademas,
hay cuatro indicaciones geograficas protegidas (IGP) con una superficie total de
aproximadamente 40 ha: Betanzos, Barbanza e Iria, Valle del Mifio-Ourense y Ribeiras do
Morrazo.

Sin embargo, a pesar del reconocido auge de los productos ecoldgicos, solo en 78.2 ha
se aplican métodos de produccion ecoldgica certificados (CRAEGA, 2017); es decir, en
menos del 0.3% de la superficie total de vifiedo de Galicia. Ademés, la elaboracién de vinos
ecologicos certificados no estd extendida. Estos datos contrastan sobremanera si se
comparan con comunidades como Castilla-La Mancha donde el cultivo de vifiedo
ecolégico supera el 12% del total (54.512 ha), o con Murcia, Catalufia o la Comunidad
Valenciana, que mantienen respectivamente el 34%, 21% y 16% de su superficie de vifiedo
en cultivo ecolégico (OEMYV, 2017, MAPAMA, 2017).

El clima fundamentalmente ocednico-atlantico de Galicia, caracterizado por la
regularidad de las precipitaciones de 900 a 1.600 mm anuales (MeteoGalicia, 2018) y las
temperaturas suaves con baja oscilaciéon durante el afio, favorecen el desarrollo de
enfermedades fangicas (Blanco-Ward et al., 2007) y no siempre facilitan el cultivo y la
produccién ecoldgica de uva. Estas condiciones climaticas generales varian ademas en las
cinco DOs de la comunidad gallega donde es posible identificar diferencias de microclima
no solo a nivel de regién o zona (Figura 3.1), sino a nivel de parcela, donde intervienen
factores como la orientacién de ladera, la altitud, la umbria, la niebla, etc. Inclusive, las DOs
gallegas estan a su vez subdivididas en numerosas subzonas: Val do Salnés, Condado do
Tea, O Rosal, Soutomaior y Ribeira do Ulla, en la DO Rias Baixas; o Amandi, Chantada,
Quiroga-Bibei, Ribeiras do Mifio o Ribeiras do Sil en la DO Ribeira Sacra, por citar algunas.
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Ligado a esta heterogeneidad, Galicia posee ademds una gran diversidad de
variedades de vid (Diaz-Losada et al., 2013); algunas son de cultivo mayoritario en las
distintas zonas, pero otras son de cultivo minoritario y estdn adaptadas a condiciones
especificas. Por otro lado, también la edafologia varia enormemente en Galicia debido a su
especial distribucién geoldgica y relieve, pudiéndose encontrar varios cambios en la
tipologia del suelo en una misma parcela. Hay que afadir, ademas del clima y la
edafologia, la dificultad que conlleva la produccién debida a la orografia de ciertas zonas
montafosas. En la préctica, en estas zonas la mecanizacion esta casi ausente, especialmente
en la DO Ribeira Sacra (conocida por ello como viticultura heroica) y en la DO Ribeiro. Este
contexto favorece la proliferacion de patdgenos de la vid, rendimientos poco fiables,
problemas con el manejo de plagas y dificultad en las operaciones de cultivo (Cancela et al.,
2016; Fernandez-Gonzalez et al., 2012; Fraga et al., 2014; Provost y Pedneault, 2016).

Todo ello implica que la implementacién de la viticultura biolégica en la mayoria de
las regiones gallegas sea dificil y costosa. En este &mbito, el sector viticola esta interesado
en la reduccién de fitosanitarios sintéticos en la vifia (Provost y Pedneault, 2016), hecho que
también conlleva una compensacién de costes, entre otros beneficios, ya que en afios
climaticamente desfavorables pueden llegar a realizarse hasta 10-15 tratamientos
fitosanitarios en Galicia. Sin embargo, inicamente un pequefio nimero de productores y
bodegas gallegos siguen estas practicas. Asi, en 2018 solo constan 36 operadores inscritos
en el Consello Regulador de Agricultura Ecoléxica de Galicia (CRAEGA): 29 productores
de uva y 16 bodegas elaboradoras de vino. Las provincias gallegas con mayor superficie de
vifiedo y mayor producciéon de vino ecolégico son Ourense y Pontevedra con un 54% y
27% del total respectivamente (CRAEGA, 2017).

1.6.1. Principales variedades de vid de cultivo tradicional en Galicia

En Galicia se cultiva un gran ntimero de variedades de vid. De ellas, la mayoria son
de cultivo minoritario, pero representan un gran potencial enolégico. A continuacién, se
indican las principales variedades de Vitis vinifera L. cultivadas tradicionalmente en Galicia
(Diaz Losada et al., 2011) y se describen con detalle las utilizadas en este estudio.

Las variedades blancas de cultivo mas extendido en Galicia son Albarifio, Treixadura
y Godello.

El Albarifio ocupa una superficie de cultivo en Galicia de 5.650 ha, la mayoria de
ellas en la DO Rias Baixas (4.027 ha). Es una variedad vigorosa de brotacién precoz, baja
producciéon y maduracién media que tiene sensibilidad alta al oidio, moderada al mildiu y
baja a Botrytis cinerea. La cepa presenta pAmpanos de densidad y pigmentacion media. Las
hojas son pentagonales con tres 16bulos de color verde y tamafio medio. El racimo es cénico
de longitud corta, anchura y compacidad media y con presencia de 1 o 2 alas (Figura 1.3).
La baya es pequefia. Los vinos elaborados con la variedad Albarifio son apreciados, con
graduacion elevada (entre 8.6-14.2%) y alta acidez (entre 7.2-14.3 g/L), caracterizado por
sus aromas afrutados.
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La Treixadura se cultiva en 995 ha en Galicia. Es la variedad predominante en la DO
Ribeiro, pero también esta presente en el resto de denominaciones gallegas. Se cultiva en
suelos frescos y drenados, de composicién granitica. Es una variedad de vigor medio,
brotacién y maduracién tardia, de produccién media, moderadamente sensible al oidio,
mildiu y Botrytis. De fertilidad media es productiva y de alto potencial cualitativo. El
pampano nuevo tiene densidad media sin pigmentacion. La hoja es pentagonal con cinco
l6bulos, de color verde y tamafio medio. El racimo es cénico, de longitud, ancho y
compacidad media y con presencia de 1 o 2 alas (Figura 1.3). El peddnculo es de longitud
corta y las bayas son medianas de hollejo grueso. Los vinos elaborados con Treixadura son
equilibrados con una graduacion entre 12.1-15.5% vy acidez entre 54-6.5 g/L.
Tradicionalmente con esta variedad se elaboran vinos dulces con uvas pasificadas bajo
cubierta durante varios meses denominados “tostados”.

La variedad Godello, con una superficie de cultivo de 832 ha estd extendida por

todas las DOs gallegas.

Figura 1.3. Cepas de la variedad Treixadura en cultivo convencional (DO Ribeiro; imagen izquierda)
y Albarifio en ecolégico (DO Rias Baixas; imagen derecha).

Las variedades tintas mas extendidas en Galicia son Mencia y Garnacha tintorera.
Otras variedades tintas de cultivo tradicional en las DOs gallegas son Brancellao,
Tempranillo, Sousén, Merenzao y Caifios (tinto, bravo y longo).

Mencia es la principal variedad tinta en Galicia y ocupa una superficie de 3.270 ha
mayoritariamente cultivadas en las DOs Valdeorras, Monterrei y Ribeira Sacra. Es una
variedad adaptada a terrenos célidos y ligeramente secos, de produccion medio-alta. Es de
brotacién y maduracién media, es sensible al oidio y presenta una sensibilidad moderada
al mildiu y Botrytis. En regiones altas y lluviosas, se aconseja aumentar la densidad de
plantacién para incrementar la competencia y mejorar asi la calidad de la uva. Produce
vinos con alto potencial enolégico, con graduaciones de 12.2-13.3% y baja acidez de 4.07-
491 g/L, con tonos violdceos, aromas afrutados y notas especiadas. La cepa es de vigor
medio con la hoja verde medio, pentagonal con cinco I6bulos de tamafio medio y glabra. El
racimo es conico de tamafio medio-pequefio, largo, de compactacién media y con presencia
de 1 o 2 alas (Figura 1.4). El pedinculo es corto y las bayas de color azul-negro presenta
forma eliptica, son de tamafio medio y hollejo mas grueso que Brancellao. Se le atribuye
caracter mineral aportado por el suelo.
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La variedad Brancellao se cultiva mayoritariamente en las DOs Ribeira Sacra,
Ribeiro, Valdeorras y Rias Baixas. Ampliamente cultivada en Galicia se vio afectada en el
siglo XIX debido al oidio. Actualmente se extiende entre viejos y nuevos vifiedos por las
laderas de las cuencas de los rios Sil, Avia y Mifio. Es una variedad fértil, de brotaciéon y
maduracion tardia, de vigor alto y rendimiento medio, elevada sensibilidad al oidio y de
intensidad media al mildiu. Produce vinos equilibrados de graduaciones entre 13.14-
13.82% y acidez total de 4.01-5.43 g/L, con reflejos violdceos intensos y notas frutales y
vegetales. Se adapta a suelos graniticos, francos y bien drenados. La cepa presenta hojas de
color verde oscuro pentagonales con cinco I6bulos, tamafio mediano y con pelos entre los
nervios medios. El racimo es conico, de longitud y anchura media con 1 o 2 alas y
compacidad suelta (Figura 1.4). El peddanculo es de longitud media. Las bayas son de
tamafio medio de color rojo-violeta oscuro. Utilizada para complementar otras variedades
aporta una mayor carga aromatica. El color de sus vinos es de capa baja.
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Figura 1.4. Cepas de las variedades Brancellao en cultivo convencional (DO Ribeiro; imagen
izquierda) y Mencia en ecolégico (DO Ribeira Sacra; imagen derecha).
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2. Justificacién y objetivos

En la actualidad la produccién ecolégica esta en auge por ser mds respetuosa con el
medio y dar lugar a productos mas saludables. El sector vitivinicola no es ajeno a esta
tendencia y, en concreto, Espafia es el primer productor mundial de vinos ecolégicos.

En Galicia el vino constituye un sector muy importante, no solo por el valor
socioeconémico que genera, sino también por la potenciacién del medio rural que supone y
el papel que desempenia en la conservacién medioambiental. Sin embargo, la existencia de
una gran heterogeneidad en las condiciones climaticas y orogréficas, que no siempre
facilitan el cultivo ecolégico del vifiedo, hace que un porcentaje muy pequefio de
viticultores apuesten por este tipo de producciéon. Los datos disponibles sobre el impacto
de la produccién ecolégica sobre la producciéon de uva, las caracteristicas del mosto, la
diversidad microbiana y las caracteristicas quimicas y sensoriales de los vinos ecolégicos
en Galicia son muy escasos.

Con esta tesis, llevada a cabo en la Estacion de Viticultura y Enologia de Galicia
(EVEGA), se aborda por primera vez un estudio comparativo sobre la diversidad de
levaduras en uvas y mostos de produccién ecolégica frente a produccion convencional en
un contexto biogeografico de cuatro Denominaciones de Origen de Galicia. Ademas,
aunque hay constancia de algunos estudios previos sobre microbiologia del vifiedo gallego,
hasta nuestro conocimiento también es el primer trabajo en el que se constata la existencia
de un patrén biogeografico de la poblacion de levaduras presentes en vifiedo en el
Noroeste de Espafa. Los resultados, por tanto, aportaran conocimiento sobre la diversidad
regional de levaduras en produccién biolégica y convencional del vifiedo, y su influencia
en la fermentacion y calidad del vino. Asimismo, se investig6 si la produccién ecolégica en
el vifedo favorece la conservacion de la biodiversidad microbiana autéctona para
preservar el terroir microbiano que caracteriza la tipicidad de los vinos.

En cuanto a los vinos gallegos, existen diversos estudios sobre la caracterizacién y
composicion aromaética de las distintas variedades (Diaz-Losada et al., 2013; Vilanova et al.,
2010a y 2013), sobre la diversidad de levaduras (Longo et al., 1991), sobre la influencia de
distintas cepas de S. cerevisiae sobre el perfil quimico y sensorial de los vinos (Blanco et al.,
2013; Cortés y Blanco, 2011; Vilanova et al., 2005b). Por otro lado, recientemente se esta
trabajando en la aplicaciéon de levaduras no-Saccharomyces por su papel sobre la calidad de
los vinos y de cara a mitigar algunos efectos ligados al cambio climético. Esta tesis también
nos ha permitido, utilizando el importante reservorio regional de levaduras, la seleccién y
evaluacion del potencial enolégico de levaduras no-Saccharomyces autéctonas_en bodega
experimental, un estudio sin precedentes en Galicia.

En base a estos antecedentes el objetivo general de esta tesis doctoral fue evaluar la
influencia del cultivo ecolégico y convencional del vifiedo sobre la diversidad de levaduras
en distintas zonas de Galicia y determinar su influencia en las caracteristicas quimicas y
sensoriales del vino.
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Para ello se han propuesto los siguientes objetivos especificos:

1. Aislar e identificar levaduras a partir de uva y mosto procedentes de vifiedo
ecologico y convencional de distintas Denominaciones de Origen de Galicia.

2. Determinar el papel de la produccién ecolégica sobre la diversidad de la poblaciéon
de levaduras en uva y mosto.

3. Establecer la importancia cuantitativa de las distintas especies de levaduras y valorar
la existencia de patrones biogeograficos en la poblacion de levaduras (terroir
microbiano) como concepto de diferenciacion regional capaz de impartir una calidad y
tipicidad tinicas a los vinos.

4. Estudiar la dindmica de la poblacién de levaduras en fermentaciones espontaneas
realizadas en laboratorio a partir de mosto de uva de producciéon ecolégica y
convencional y su influencia en los vinos.

5. Caracterizar las cepas de Saccharomyces cerevisiae presentes en bodegas de produccion
ecolégica de Galicia y establecer su patrén de distribucion.

6. Comparar a nivel sensorial vinos comerciales de Galicia para dar una vision general
de la calidad y preferencia de los vinos ecolégicos frente a los convencionales.

7. Evaluar el potencial enoldgico de levaduras no-Saccharomyces autéctonas en ensayos

de fermentacion secuencial: cinética fermentativa, capacidad de implantacién e
influencia en la composicion quimica y las caracteristicas sensoriales del vino.
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3. Material y Métodos
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3.1. Origen de las uvas y diserio del muestreo
3.1.1. Datos climatoldgicos de las zonas de muestreo

La comunidad gallega se caracteriza por unas condiciones climaticas muy
heterogéneas que no siempre facilitan el cultivo ecolégico. Asi, en la DO Rias Baixas el
clima es atlantico costero con temperaturas suaves y abundantes precipitaciones (1.300 mm
de media) durante todo el afio. Las demés DO se caracterizan por un clima de transicion.

® Lugo

11

DO Ribeira Sacra

Valdeorras

DO Monterrei

Figura 3.1. Ubicaciéon de los puntos de muestreo (*) de las distintas Denominaciones de Origen y
zonas climéticas de Galicia: I, clima ocednico costero; II, clima ocednico de interior; III, clima
oceanico mediterraneo; IV, clima ocednico de montafia.
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En la Figura 3.1 se muestran las dreas amparadas bajo las cinco Denominaciones de
Origen de Galicia y las diferentes zonas climaticas de Galicia en las que se realizaron los
muestreos. La DO Ribeiro presenta cierto cardcter mediterrdneo y de interior, pero
suavizado por la influencia atlantica. La precipitacion media anual es de 950 mm vy las
temperaturas son templadas con importantes oscilaciones térmicas entre el dia y la noche.
En la DO Ribeira Sacra la influencia atldntica es mas débil que la mediterranea al sur y de
interior al norte, pero propicia el mantenimiento de temperaturas y humedades relativas
moderadas durante el periodo de maduracion de las uvas. Esta DO se caracteriza ademas
por fuertes pendientes que pueden superar el 40%. La DO Monterrei presenta un clima
mediterrdneo templado con tendencia continental, con veranos calurosos y secos mientras
que sus inviernos son frios. Finalmente, la DO Valdeorras con influencia de clima de
montafia se caracteriza por inviernos frios, veranos calidos y otofios y primaveras suaves,
con temperaturas minimas de 8 °C y maximas de 33 °C. La temperatura media es de 11 °C
con precipitaciones entre 850 y 1.000 mm anuales (Cancela et al., 2016; Fernandez-Gonzalez
et al., 2012; Fraga et al., 2014; Trigo, 2016).

Para este trabajo se realiz6 un estudio climatolégico y geolégico de los tres afios 2013,
2014 y 2015 en los que se recogieron las muestras para la investigacion. En el estudio
fueron considerados los afios agronémicos correspondientes al ciclo vegetativo de la vid
tomando como inicio y fin la vendimia, es decir, al periodo comprendido entre los meses
de septiembre a septiembre del siguiente afio. Se analizaron los factores climatolégicos
medios mds importantes que influyen en el vifiedo: pluviometria, temperatura, humedad
relativa (HR) y velocidad del viento. Estos factores, asi como el sistema de cultivo
repercuten en el desarrollo de plagas y enfermedades y pueden afectar a la diversidad de
levaduras. Un resumen de los datos climatolégicos recogidos se muestra en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1. Datos climaticos medios calculados a partir de las dos estaciones meteorolégicas mas
cercanas a cada parcela para cada afio agronémico (MeteoGalicia, 2018).

Denominacién de Origen Veloc.ldad Temperatura  Humedad relativa  Pluviometria
. . P del viento
(Estaciones climatolégicas) (km/h) mensual (°C) mensual (%) (L/m?2)
2013 2243 7.5-14.3-23.4 62-76-92 0-244-1211
Ribeiro
(Prado-EVEGA) 2014 2244 6.0-14.4-21.2 67-79-91 17-291-1351
2015 1.8-3.6 5.8-14.5-22.9 62-76-90 2-193-752
2013 2.5-10.8 8.2-14.8-23.2 63-78-97 0-350-1489
RiasBabas — pg14 22130 72149208 64-79-96 23-361-1649
(Meder-Cequelifios)
2015 2.2-10.0 7.0-15.1-21.5 62-75-93 6-284-1071
o 2013 2.9-10.1 6.8-13.5-23.9 63-78-93 2-215-1075
Ribeira Sacra_ 2014 14108  62-137-205 69-80-91 13-263-1197
(Millara-San Fiz)
2015 1.8-7.9 5.7-13.8-21.8 65-79-92 7-197-719
2013 3.96-6.9 5.6-12.7-22.3 65-77-91 0-166-787
Monterrei 2014 2562~ 3.6-12.8-202 68-79-90 7-171-928
(Verin-Vilela)
2015 3.2-6.5 3.4-13.0-21.9 64-77-92 0-150-595

min-médx min-media-mdx  min-media-max min-media-max
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3.1.2. Seleccion y caracteristicas de las parcelas

Las muestras de uva utilizadas en esta tesis doctoral fueron recogidas de vifiedos
dentro de cuatro Denominaciones de Origen de Galicia (Tabla 3.2) durante tres afios
consecutivos (2013, 2014 y 2015). Se eligieron variedades de vid tradicionalmente
cultivadas en dichas zonas: Albarifio y Treixadura como variedades blancas y Brancellao y
Mencia como tintas. Las principales caracteristicas de los vifiedos muestreados en cada DO
se muestran en la Tabla 3.2, Tabla 3.3 y Tabla 3.4.

Tabla 3.2. Variedades de vid y caracteristicas de las parcelas (ubicacién, elevacién y precipitacién
anual) muestreadas en las diferentes DOs.

Denominacion de . . Elevacion Pluv-iometria
Origen Variedad de vid Coordenadas (m) media anual*
(L/m?)
Treixadura Eco 41°52'11.9" N, 7°25'49.7" O 406
Con 41°52'12.8" N, 7°25'54.5" O 402 770
DO Monterrei Mencia Eco 41°52’11.0" N, 7°25’51.9" O 404
Con 41°52'12.5" N, 7°25'56.9" O 399
Brancellao Eco 42°19'24.8" N, 8°6'07.8" O 270
DO Ribeiro Con  42°19'22.3"N, 8°5'51.7" O 290 1105
Treixadura Eco 42°19'27.6" N, 8°6'02.0" O 278
Con  42°19'22.0"N, 8°5'52.4" O 289
o . Eco 42°34'11.5" N, 7°43'3.4" O 243
DO Ribeira Sacra Mencia Con 42°34111.4" N, 7°43'3.5" O 44 997
Albarifio Eco 42°5'47 9" N, 8°21'18.1" O 74
DO Rias Baixas Con  42°5'46.8" N, 8°21'16.9" O 72 1403
Treixadura Eco 42°5'48.2" N, 8°21'15.1" O 75
Con  42°5'46.2" N, 8°21'17.7" O 71

* Precipitacion media anual durante los tres afios de estudio (2013, 2014 y 2015), calculada a partir de
las dos estaciones meteorolégicas mas cercanas a cada parcela (MeteoGalicia, 2018) para cada afio
agronémico: de septiembre a septiembre.

Se eligieron parcelas limitrofes o cercanas entre si (Figura 3.2), con las mismas
condiciones climaticas, edafoldgicas y caracteristicas agronémicas similares en la medida
de lo posible (afio de plantacion, sistema de conduccién, orientacion, etc.), pero empleando
diferentes sistemas de cultivo: ecolégico y convencional. Los diferentes puntos de muestreo
en cada parcela se justifican debido a la heterogeneidad de los factores climaticos en las
diferentes zonas, unido a las diferentes tipologias de suelo y orografia.

Tabla 3.3. Caracteristicas orogréficas y geoldgicas de las fincas seleccionadas.

DO Orografia y pendiente Caracteristicas geologicas
Rias Baixas Orograffa acentuada. ~ Granitos preasincinematicos. Granito de feldespato alcalino de
Sin pendiente. grano medio a fino. Estructuras flebiticas. Metatexitas.
Ribeiro Orografia montafiosa Precambrico-Tremadoc. Esquistos grafitosos, micaesquistos, roca
Pendiente <10%. de grano fino, poco foliada, con pirita. Pizarras muy grafitosas.
Monterrei Plana. Sin pendiente. Ordovicico inferior. Esquistos con intercalaciones cuarciticas y

pizarras negras con metamorfismo de contacto.

Ribeira Sacra Orografia montafiosa  Precdmbrico. Cuarcitas y esquistos. Cuarzo, feldespato potasico,
Pendiente > 30%. plagioclasa y biotita. Granodiorita cataclastica/adamellita.

Fuente: Mapa Geol6gico Nacional (MAGNA); IGME, Hojas 1: 50.000.
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Tabla 3.4. Caracteristicas agronémicas de las fincas seleccionadas.

Denominacién Variedad P
. Caracteristicas
de Origen de uva
Localizacién: Sela (Arbo, Pontevedra)
. Marco de plantacién: 3 x 2 m
Albarifio

DO Rias Baixas Sistema de conduccién: pérgola con un ntimero medio de 4

Treixadura
brazos por planta
Sistema de poda: pulgar y vara.
Localizacién: Eira do Mouros, San Andrés
(Ribadavia, Ourense)
Brancellao

DO Ribeiro . Marco de plantacién: 2.10 x 1 m
Treixadura . .,
Sistema de conduccién: espaldera
Sistema de poda: guyot y cordén
Localizacién: Quinta da Muradella (cultivo ecolégico) y
Treixadura O Chamborro (convencional) Tamaguelos, Verin (Ourense)
DO Monterrei . Marco de plantacién: 2.20 x 0.80 m (Con); 50 x 0.80 m (Eco)
Mencia . -
Sistema de conduccién: espaldera
Sistema de poda: guyot (Eco) y cordones modificados (Con)
Localizaciéon: Horta da Cal y Portutide, Mourelos
(O Savinao, Lugo)
DO Ribeira Mencia Edad: 35 afios
Sacra Marco de plantacion: 1.20 x 1.30 m
Sistema de conduccién: vaso modificado a espaldera
Sistema de poda: pulgar y vara de 5 0 6 yemas

Treixadura

|
Albarino '

|
I'reixadura
g

Brancellao

DO Ribeiro DO Rias Baixa

Figura 3.2. Distribucién de las parcelas de muestreo en las distintas DOs: en verde se muestran los
vifiedos de cultivo ecolégico y en purpura los de produccién convencional.

David Castrillo Cachon, 2018 85



Material v métodos

Se seleccionaron parcelas reales (no vifiedos de ensayo) donde las condiciones de
vifiedo ya estaban establecidas por los viticultores locales. En cada parcela, se establecieron
tres bloques experimentales aleatorios representativos de la finca. En cada bloque se
marcaron entre 5 y 10 plantas dependiendo de la parcela de estudio. Se recogieron
aproximadamente 4 kg de racimos de uva por variedad de las 5-10 cepas de cada bloque.
Las uvas se recogieron, casi siempre, momentos antes de la vendimia local.

3.2. Procesamiento de las muestras y andlisis realizados

Cada ano se recolectaron un total de 42 muestras de uva: tres muestras por cada una
de las variedades, sistema de produccién (ecolégico y convencional) y DO que se muestran
en la Tabla 3.2. En 2014 solo se recolectaron 36 muestras debido a que no fue posible
recoger la variedad Mencia de la DO Monterrei en cultivo convencional. Las muestras se
transportaron al laboratorio de la EVEGA en bolsas de pléstico individuales y se
procesaron en un tiempo maximo de 2 h. Cada muestra se procesé6 como se indica a
continuacion:

e Procesado de uvas enteras para evaluar la diversidad de levaduras en las bayas (2015).

Se separaron asépticamente 20 bayas enteras sanas de las partes inferior, central y
superior de racimos aleatorios en la muestra. Los pedicelos de las bayas se cortaron
uno por uno con tijeras previamente esterilizadas con etanol 70% para obtener uvas
enteras evitando la liberacion de mosto. Las uvas se introdujeron en matraces
Erlenmeyer con 100 mL de agua de peptona esterilizada (VWR BDH Chemicals) y se
incubaron en un agitador orbital a 120 rpm durante 2 h para separar las levaduras de
la superficie de las bayas de uva.

e Procesado de las uvas para obtencion del mosto (muestras de 2013, 2014 y 2015).

En el laboratorio, los racimos se despalillaron y las uvas se estrujaron y prensaron
manualmente de forma aséptica en las mismas bolsas de transporte para obtener el
mosto yema. En los ensayos con uva blanca se utiliz6 mosto solo, sin hollejos,
semillas, etc., mientras que en los de uva tinta se utiliz6 la masa completa. Del mosto
obtenido se separaron muestras para los distintos anélisis:

>

) Muestra para andlisis microbiolégico (apartado 3.3).

=

) Muestra para andlisis quimico (apartado 3.4).

~

Muestra para fermentacién natural (apartado 3.5).

g0

En las variedades tintas se determiné ademads la riqueza fendlica de las uvas
(Brancellao de la DO Ribeiro y Mencia de las DOs Ribeira Sacra y Monterrei).
En este caso se recogieron aproximadamente 1kg de racimos aleatorios de uvas
enteras por cada bloque (apartado 3.4.1).
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3.3. Andlisis microbioldgico
3.3.1. Medios de cultivo

Para el recuento de células viables, el aislamiento y la multiplicacién de levaduras se
utilizaron diferentes medios de cultivo. A continuacion, se indica su composicién y el
modo de preparacién. Si no se especifica otro método, los medios se esterilizaron en
autoclave (121 °C, 20 minutos).

3.3.1.1. Medio Wallerstein agar (WL)

El WL Wallerstein agar (Scharlau Microbiology) es un medio diferencial que se
utilizé6 para la enumeraciéon total de levaduras presentes en las muestras y para su
diferenciaciéon en base a la morfologia y coloraciéon que las colonias presentan al crecer
sobre él. El medio fue suplementado con 200 pg/mL de bifenilo para suprimir el

crecimiento de mohos.
3.3.1.2. Medio YEPD o YPD (Yeast Extract-Peptone-Dextrose)

El medio complejo YEPD se usé para el aislamiento en cultivo puro, mantenimiento y
conservacion de las cepas en fresco o congeladas. Su composicién es (p/v): extracto de
levadura, 1%; peptona, 2% y glucosa, 2%. Para la obtencién de medio sélido se afiadi6 agar
al 2%. Como medio sélido en placa se utiliz6 para el aislamiento de colonias de levaduras
en cultivo puro y su mantenimiento en fresco. Como medio liquido (sin agar) el YEPD se
emple6 de modo rutinario para el crecimiento de preinéculos de las levaduras. Para la
conservacion de las levaduras a -70 °C se afiadi6 15% de glicerol al YEPD liquido.

3.3.1.3. Lysine Medium

El medio Lysine Medium (Oxoid) es un medio selectivo que permite el crecimiento
de las levaduras, excepto Saccharomyces. Este medio contiene el aminoacido lisina como
Unica fuente de nitrégeno y S. cerevisiae no es capaz de utilizarlo. Se prepara siguiendo las
instrucciones del fabricante. No se autoclava.

3.3.1.4. Medio para la deteccion de actividad killer (YPD-MB)

Para la deteccién de actividad killer de las diferentes cepas de S. cerevisiae se utilizo
YEPD preparado en tampoén citrato-fosfato a pH 4.2 a partir de acido citrico (0.1 M) y
Na>HPO; (0.2 M) suplementado con azul de metileno (0.02%).

3.3.1.5. Nickerson Agar (BiGGY Agar)

El medio BiGGY Agar (Bismuth Glucose Glycine Yeast Agar) se emple6 para estimar
la capacidad de las levaduras de producir H>S. Algunas cepas pueden reducir la sal de
bismuto a bismuto metal y el sulfito a sulfuro, mediante un proceso de reduccién de
sustrato. El bismuto y el sulfuro se combinan dando lugar a un precipitado de color
amarronado a negro que tifie las colonias y puede difundirse en el medio. El medio se
prepara siguiendo las instrucciones de la casa comercial y no se autoclava.
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3.3.2. Recuento y aislamiento de levaduras en uva, mosto y fermentacion procedentes del viriedo

Tabla 3.5. Listado de muestras de uva y mosto.

]C'i)enor-ninaci()n Vendimia* Variedad de vid Sistema'cfle Codigo
e Origen produccién
018,204,2015  Treiadua o 08D 15 T Con
Monterret 2013,2015 Mencia o mal Morday15-MenCon
. 2013,2014,2015  Brancellao cfﬁii§§§2ia1 E{iifiiﬁ?ﬁfi‘ﬁii
013,20142015  Trebadua  ( SES o e con
Ribeira Sacra 2013, 2014, 2015 Mencia Cf;é’éi%ﬁal 155811; //11;1 //115511\\25:52?1
003,201,205 Albarito o O BE S 1a)15-Alh.Con
Rias Baixas Ecologico RB-13/14/15-Trx-Eco

2013, 2014, 2015 Treixadura Convencional ~ RB-13/14/15-Trx-Con

Todas las muestras se analizaron por triplicado. *El muestreo de uvas solo se realiz6 en 2015.

Las muestras resultantes del procesado de las uvas (Tabla 3.5) (42 suspensiones de
uvas agitadas en agua de peptona en 2015, 42 mostos de uva estrujada en 2013 y 2015 y 36
mostos de uva estrujada en 2014) se utilizaron para el recuento, aislamiento e identificacién
de levaduras. Para el andlisis microbiolégico se homogeneizaron las muestras y se utiliz6 1
mL de la suspensién de agua de peptona en el caso de las uvas tras la agitacion y 1 mL
directamente recogido de las bolsas zip en el caso del mosto yema estrujado. Para el
recuento y aislamiento de levaduras las muestras se agitaron y 1 mL se diluy6 en serie
decimal en tubos de ensayo con 9 mL de agua de peptona. De cada dilucién adecuada se
sembraron por extensiéon 100 pL en medio WL Nutrient Agar suplementado con 200
pg/mL de bifenilo por duplicado. Las placas se incubaron a 28 °C hasta que aparecieron
colonias visibles y aquellas que contenian entre 20 y 200 colonias se usaron para el recuento
y la cuantificacion de células viables totales. Los resultados se expresaron como el
logaritmo decimal de unidades formadoras de colonias por mililitro (log UFC/mL) o
namero de levaduras viables por mililitro (log NLV/mL). Después de la incubacién, las
placas se almacenaron en refrigeracion a 5-7 °C para limitar el crecimiento de
microorganismos meséfilos. Se comprobaron las placas en que pudiera observarse un
desarrollo favorable de posibles levaduras psicrotolerantes tal y como citan otros autores
(Grangeteau et al., 2017a; Sipiczki, 2003; Vaz et al.,, 2011; Zott et al., 2010), para evitar
perder esta fraccién de biodiversidad. Los aislados puros se sembraron en Lysine Medium
para su diferenciacion en levaduras de tipo Saccharomyces y no-Saccharomyces.
Posteriormente las colonias diferenciadas en placa se observaron al microscopio 6ptico
para identificar la morfologia de las células.
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100 ml siembra en  recuento y aislamiento
agua de peptona WL (incubacién en YPD (20-30 colonias)
a 28 °C) =, R

aislados

l l'. g

=

N GV

™ Identificacién genética de especies: PCR y andlisis de los
) = patrones de restriccién (regién 5.8S-ITS del rRNA)
Dilucion ms1
— At b
Digestién de los produtos de PCR con las endonucleasas: :7 s }—{5,8; H 265
Hinf I, Hae III y Cfo I 1751 ms2 I
Confirmacion mediante secuenciacién de la region D1/D2 del S— i Y 5
rDNA 26S y comparacién con las bases de datos. s ilis (REaamilis

Figura 3.3. Proceso de aislamiento e identificacién de levaduras.

La Figura 3.3 muestra un esquema del proceso de aislamiento e identificaciéon de
levaduras. En funcion del aspecto de la colonia (color, textura, tamafio, forma, margen y
borde), se estimaron las frecuencias de cada tipo de levadura. Después se aisl6 un ntiimero
representativo de colonias, proporcional a su frecuencia (10-20 para cada muestra) en
medio YEPD. Los aislados se sembraron de nuevo para garantizar la obtencién de un
cultivo puro y para su mantenimiento; después se procedié a su congelacién a -70 °C para
su conservacion hasta posteriores andlisis o identificacion.

3.3.3. Recuento y aislamiento de cepas de S. cerevisiae en bodegas de produccion ecologica

Ademas de la diversidad de levaduras en las muestras del vifiedo se estudi6 la
diversidad de cepas de la especie S. cerevisiae presentes en distintas bodegas de producciéon
ecologica (Tabla 3.6). Las muestras se recogieron directamente de los depoésitos en
fermentacion de las bodegas en distintas fases de la fermentacién: mosto y fases inicial (Fi),
tumultuosa (Ft) y final (Ff). El recuento se realiz6 por duplicado y de cada muestra se
aislaron 20 colonias representativas como se describe en el apartado 3.3.2. La identificacion
de las cepas de S. cerevisiae se efectué como se describe mas adelante en el apartado 3.3.6.3.

Tabla 3.6. Bodegas de produccion ecolégica y fermentaciones muestreadas (2013 a 2015).

Bodega Denominacién de Origen . Numero. de
Vendimias fermentaciones
(DO) .
Blanco Tinto

Corisca® Rias Baixas 2 4 (3+1)

Adega Beatriz (AB)* Ribeiro 2 2 (1+1) 2 (1+1)

Pazo de Vieite (PV)$ Ribeiro 3 8 (1+1+6) | 6 (1+1+4)

Diego de Lemos (DL) Ribeira Sacra 3 3 (1+1+1) | 6 (2+2+2)

Quinta da Muradella (QM) Monterrei 3 5 (2+2+1) | 14 (1+5+8)

* Las muestras fueron recogidas solo en 2013 y 2014. § En esta bodega se elabora el vino ecolégico de
la Cooperativa Cume do Avia.

La diversidad de cepas se presenta como el ntimero de cepas diferentes identificadas
en cada bodega, y como el % respecto al nimero total de cepas encontradas.
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3.3.4. Caracterizacion tecnoldgica de las cepas de S. cerevisiae aisladas en bodegas de produccion
ecoldgica

Se determiné el caracter killer y la capacidad de produccién de &cido sulfhidrico en
cepas S. cerevisiae en bodegas de produccién ecolégica.

Para la deteccion de actividad killer de las diferentes cepas de S. cerevisiae se utilizo el
medio killer (apartado 3.3.1.4). Como controles se utiliz6 la cepa sensible S. cerevisiae CECT
1890, la cepa killer positiva S. cerevisine EX73 y la cepa killer negativa S. cerevisine EX33
(cedidas amablemente por Ramirez, M. de la Universidad de Extremadura). La cepa
sensible se sembro6 en césped y sobre ella se afiadié una gota de un cultivo de las cepas a
evaluar. Las placas se incubaron a 24 °C durante 2-4 dias. Las levaduras killer presentaron

alrededor un halo de inhibicién del crecimiento de la cepa sensible (Figura 3.4).

Figura 3.4. Utilizacién de algunos medios selectivos; de izquierda a derecha: agar lysine, medio killer
y agar Biggy.

La produccién de HsS ocurre principalmente durante la fermentacién alcohdlica,
constituye un defecto grave (aporta olor a huevo podrido) y acarreard una pérdida de
calidad del vino. Dependiendo de la cepa y factores ambientales, sobre todo de la
concentracion de nitrégeno asimilable, la produccién de HoS ocasionada por la levadura
variard. Para la determinacién de la capacidad de producciéon de &cido sulfthidrico de las
diferentes cepas de S. cerevisiae, éstas se sembraron sobre el medio Agar Biggy tal y como se
describe en Caridi et al. (2002). Se cuantificé la produccién de H,S sobre el medio agar
BiGGY incubado a 25 °C durante 48 h en tres niveles; la oscuridad del color en el agar
BiGGY esta en proporcion directa con la produccion de HoS (Figura 3.4):

e Tono 1 (-): H2S negativo; color crema-blanco.
e Tono 2 (+/-): baja produccion de H,S; color marrén claro-avellana.
e Tono 3 (+): HsS positivo; color marrén oscuro-negro con brillo.

3.3.5. Analisis microbioldgico de vinos ecoldgicos y convencionales de las cinco DOs de Galicia

Se realiz6 un control microbiolégico de algunos vinos comerciales de las 5 DOs de
Galicia para establecer si habia relacion entre la evaluacién sensorial y la presencia de
levaduras alterantes entre los vinos de cultivo ecolégico y convencional. Para ello se
filtraron 100 mL de cada vino a través de una membrana de 0.22 pm utilizando un equipo
de filtraciéon MilliflexTM de Millipore. La membrana se deposité sobre una placa con WL
nutrient agar y se incub6 a 28 °C hasta la aparicién de colonias visibles que fueron contadas
y aisladas. El tipo de microorganismo presente (bacteria o levadura) se identific6 mediante
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observacion al microscopio 6ptico Nikon E-400 de las colonias crecidas en placa. En
aquellos vinos calificados por los catadores como defectuosos por la presencia de fenoles
volatiles no deseables (como el 4-etilfenol y 4-etilguayacol responsables de aroma a establo,
cuero, etc.), atribuidos a levaduras del género Brettanomyces/Dekkera, las membranas de
filtracion se incubaron sobre el medio selectivo DBDM (Agrovin). Los aislados se
identificaron genéticamente como se indica en 3.3.6.1.

3.3.6. Identificacion genética de las levaduras

3.3.6.1. Identificacion de las levaduras a nivel de especie: anilisis del polimorfismo de restriccion de
la region 5.8S-1TS (RFLP-5.85-ITS)

La identificacién de las levaduras a nivel de especie se realiz6 mediante la
amplificacion por PCR del gen 5.85 rRNA y los dos espaciadores ITS1 e ITS2 internos (sin
codificacién) utilizando los primers ITS1 (5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') e ITS4 (5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") (Figura 3.5) de acuerdo con la metodologia descrita por
Esteve-Zarzoso et al. (1999). La mezcla de reaccion empleada para amplificacién contenia
(volumen final de 100 pL):

e Cebador ITS1 (20 pM) 25puL
e Cebador ITS4 (20 pM) 25pL
e dNTPs 10 mM 2.0pL
e PCR buffer 10x + MgCl, (15 mM) 10.0 pL
e Taq polimerasa (2.5 U/pL) 0.5 pL
e Agua (Milli-Q) 82.5uL

e ADN total (se afiadieron células directamente a la mezcla de reaccién).

Las condiciones de amplificacion empleadas en el termociclador (Biorad iCycler
Thermal Cycler 582BR) se indican en la Figura 3.5.

Desnaturalizacion - . Extension
inicial| Amplificacién | final | Coservacion
o ot ala AR 2

¢ ? ®

€——— 35 ciclos ——>

Desnaturalizacion
95 °Ci94 °C Extension
72 °Ci72°C

15 min‘

Anillamiento f 5 hint 10
min
Adiciénide Taq

polimierasa

1 min 4°C

[ee]

Figura 3.5. Condiciones de amplificacién mediante PCR de la regién 5.85-ITS.

Para obtener los RFLP (polimorfismos en la longitud de los fragmentos de
restriccién) del gen de rRNA ITS-5.8S, los productos de PCR se digirieron con las enzimas
de restriccion Hinfl, Haelll y Cfol (o su homologa Hhal) en reacciones separadas a 37 °C
durante 2 h. La mezcla de reacciéon empleada para la digestion contenia (volumen final de
20 pL):
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e Producto PCR 16.0 pL
e Enzimas de restriccion (Hinfl, Haelll o Cfol) (10 U/pL) 2.0pL
e Tampoén 10x para cada enzima 20pL

> A las muestras con las enzimas Huaelll o Cfol se afiadieron 4.0 pL de tampon de carga.
Visualizacion del ADN mediante electroforesis en geles de agarosa

Los productos de la PCR se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al
2% (p/v) en tampén TAE 1x (40 mM Tris-acetato, 1 mM EDTA, pH 8.5). Como controles
de peso molecular se utilizaron los marcadores de 50 y 100 pb (Takara). La separaciéon
electroforética se realizé a 90V (80-100 mA; 2-4 V/cm) durante 2 h. Para la separacién de
los productos de restriccién de la PCR se utilizé un gel de agarosa al 3% durante 3 horas.
La tincion del gel se realiz6 con el agente intercalante bromuro de etidio, EtBr (0.5 pg/mL).
La carga de cada muestra se facilit6 con la adiciéon de tampon de carga 6x. El patron de
bandas se visualiz6 mediante un equipo de documentacién de geles acoplado a un
transiluminador (luz UV) Molecular Imager® Gel DocTM XR+ (BIO-RAD) y se fotografi6
para su andlisis. Los tamarfios del amplificado y la calidad de éste (cantidad-intensidad,
ndmero de bandas, etc.) se estimaron por comparaciéon con los marcadores de peso

molecular.

3.3.6.2. Confirmacion de la identidad de las levaduras mediante secuenciacion de los dominios D1-
D2 del ADNr 26S

Para confirmar la identificacién de las levaduras se procedié a la secuenciacion de la
regiéon D1/D2 del gen 265 ADNr (Figura 3.6) (White et al., 1990). La secuencia de los
dominios D1-D2 es altamente especifica para cada una de las especies de levaduras. Los
dominios D1 y D2 se amplificaron usando los cebadores NL-1 y NL-4 como describen
Kurtzman y Robnett (1998): NL1: 5'-GCA TAT CAA TAA GCG GAG GAA AAG-3’; NL4:
5°-GGT CCG TGT TTC AAG ACG G-3".

NTS NTS NTS
ETS ITS1 ITS2 ETS
l 5.85 l D1 D2 55
m 155550y e | | 265LSU ey o
1700 pb TS 158 pb 3300 pb 120 pb
' 850 pb
s Encimas de
restriccion
A A

Figura 3.6. Esquema de la organizacién de los genes ribosomales en una levadura.
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La mezcla de reacciéon de PCR empleada para la amplificacion mediante PCR de la
region D1/D2 contenia (volumen final de 30 pL):

e Cebador NL1 (1.2 pmol, 5pM) 24 pL
e Cebador NL4 (1.2 pmol, 5 pM) 2.4 pL

e dNTP’s (10 mM) 1.6 pL
e Taq polimerasa (2.5 U/pL) 0.2 pL
e Tampon 10x + MgClz (15mM) 3.0 pL
e Agua ultra pura (Milli-Q) 19.4 pL

e ADNrtotal (se afadieron células directamente a la mezcla de reaccién).

Las condiciones de amplificacién del termociclador se muestran en la Figura 3.7.

Desnaturalizacion o . Extension
inicial| Amplificacion | final | Coservacion
—b b 4 & 44 <

— 36 ciclos —m>

94 °Ci 94 °C

. 72°Ci72°C
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Figura 3.7. Condiciones de amplificacion de la regién D1/D2.

Los productos de PCR (10 pL) se visualizaron en un gel de agarosa al 1% (p/v) con
tampon TAE 1x utilizando los marcadores de 50 y 100 pb como se indica en el apartado
3.3.6.1. Los productos de PCR se enviaron a secuenciar a un servicio externo, donde se
purificaron utilizando el kit PCR Extract Mini (5PRIME) de acuerdo con las instrucciones
del proveedor. Para la secuenciacién se utilizé el Kit BigDye Terminator v3.1 (Applied
Biosystems) y un Analizador genético 3130xl (Applied Biosystems). Las secuencias
obtenidas se compararon con las presentes en las bases de datos empleando las facilidades
online de BLASTN de GenBank (Altschul et al., 1990). La identificacién se consider6
correcta cuando la identidad de las secuencias de genes fue del 98% o superior.

3.3.6.3. Identificacion de cepas de S. cerevisiae en bodegas de produccion ecologica

Los aislados puros identificados en Lysine Medium como Saccharomyces se
caracterizaron a nivel de cepa mediante la técnica de anélisis de los patrones de restriccion
del ADNmt (mtDNA-RFLPs) segtin el protocolo descrito por Querol et al. (1992) con
algunas modificaciones. Las cepas se multiplicaron en 5 mL de medio YEPD liquido
durante 24 h y se centrifugaron durante 3 min a 3.000 rpm. El sobrenadante fue retirado y
las células se lavaron con 1 mL de agua Milli-Q y se centrifugaron durante 2.5 min a 5.000
rpm en viales de 1.5 mL. Se retir6 de nuevo el sobrenadante y las células se resuspendieron
en 0.5 mL de sorbitol 1 M-EDTA 0.1 M, pH 7.5. Seguidamente se afiadieron 20 pL de una
soluciéon de Zymolyase (7.5 mg/mL en tampén Tris 50 mM pH 7.5). La mezcla se
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resuspendi6 y los viales se incubaron con agitacién cada 7 min en bafio de agua a 37 °C
durante 45 min para obtener los esferoplastos. Los esferoplastos se sedimentaron durante 3
min a 5.000 rpm y se suspendieron en 0.5 mL de Tris-HCl 50 mM-EDTA 20 mM, pH 7.4.
Después de la suspension, se afiadieron 50 pL de dodecilsulfato de sodio (SDS) al 10% y la
mezcla se incubé a 65 °C durante 10 minutos. Inmediatamente después, se afiadieron 0.2
mL de acetato potasico 5 M y los tubos se sometieron a shock térmico colocdndolos en hielo
picado durante 10 min. Luego se centrifugaron a velocidad maxima (13.200 rpm) a 4 °C
durante 10 min. El sobrenadante (aproximadamente 0.7 mL) se transfiri6 a un nuevo
microtubo y se introdujo durante 5 min a -20 °C. Posteriormente se centrifugé a 4 °C
durante 10 min a maxima velocidad. EI ADN se precipité mediante la adicién de 1
volumen de isopropanol (0.7 mL aprox.). Las muestras se dejaron reposar durante 5 min a
temperatura ambiente y se centrifugaron de nuevo a 4 °C durante 10 min a mdaxima
velocidad. Se retir6 el sobrenadante y el ADN se lav6 con 1 mL de etanol al 70%. Los viales
con el ADN se dejaron secar en un incubador de aire caliente a 37 °C durante 1 h.
Posteriormente cada muestra de ADN se resuspendié en 40 pL de TE (Tris-HCl 10 mM,
EDTA 1 mM, pH 7.5) junto con 0.6 pL de RNAsa. Las muestras se mantuvieron en
refrigeraciéon a 5 °C hasta su digestion. La mezcla de digestion contenia: 15 pL de la
muestra de ADN + 2 pL de la endonucleasa Hinfl + 3 pL del tampoén del enzima (10x) + 10
pL de HO Milli-Q. Se incub6 durante 2 h de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Para la separacion y andlisis de los fragmentos de ADN se emple6 la técnica de
electroforesis como se indica en el apartado 3.3.6.1. utilizando en este caso un gel de
agarosa al 0.8% (p/v) en tampén TAE 1x. La separacion electroforética se realizé a 90V
durante 3 h. Los tamafios del amplificado y la calidad de éste se estimaron por
comparacién con los marcadores de peso molecular 1 kb utilizados como controles.

3.4. Analisis quimico

Todos los anélisis quimicos se realizaron en los laboratorios de quimica y
cromatografia de la EVEGA.

3.4.1. Analisis quimico de la riqueza fendlica de la uva (Cromoenos)

Para el analisis de la riqueza fenélica de las uvas tintas Brancellao y Mencia se utilizé
el método Cromoenos (Gracia-Romero, 2002). El método Cromoenos reduce el tiempo de
maceracion de 4 h a 2 minutos y permite obtener directamente el contenido en antocianos
(totales y extraibles) y taninos totales de las uvas. Ademas, proporciona el grado de
madurez de los taninos, mediante el indice de madurez fenélica (IMF), y predice el color
estable probable después de la fermentacién alcohdlica y maloléctica (CPE), asi como el
indice de polifenoles totales (IPT) probable. Los pardmetros determinados fueron:
antocianos totales y extraibles, taninos totales, IMF, CPE e IPT. A partir de 100 bayas
trituradas, una fraccion del triturado se someti6 a maceracion en el termo extractor
Cromoenos. Se centrifugé y el sobrenadante fue tratado con los reactivos Cromoenos.
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Finalmente, se efectu¢ la lectura de absorbancia a las longitudes de onda de 280, 420,
520 y 620 nm. Los resultados obtenidos fueron tratados con un software especifico para la
obtencion de los valores. El método Cromoenos presenta un coeficiente de correlaciéon
razonable entre el color predicho y el que se obtiene en los vinos (Kountoudakis et al.,
2009).

3.4.2. Analisis quimico de los mostos

En los mostos se analizaron los siguientes parametros quimicos: °Brix, aztcares
reductores, pH, acidez total, &cido L-malico, acido tartarico, nitrégeno facilmente
asimilable (NFA), glucénico, dcido acético y glicerol. °Brix, aztcares reductores, pH, acidez
total y &cido L-malico fueron determinados utilizando los métodos oficiales establecidos
por la OIV (2012). El 4cido tartarico se determiné por colorimetria, la concentraciéon de
NFA segtin el método de Sorensen (indice de formol) y el glucénico, dcido acético y glicerol
por métodos enzimaticos (TDI-Tecnologia Difusion Ibérica, S.L.). Estos tres ultimos
parametros estan relacionados con el estado sanitario de la vendimia.

3.4.3. Analisis quimico de los vinos

Los vinos obtenidos durante este estudio se analizaron una vez acabadas las
fermentaciones y estabilizados (finales de octubre-noviembre). Se determinaron los
siguientes pardmetros quimicos: grado alcohélico, aztcares reductores, extracto seco,
acidez total, acidez volatil, dcido malico, acido lactico, pH, glicerol, sulfuroso libre y
sulfuroso total. Para ello se utilizaron los métodos oficiales (OIV, 2012). También se
determind el 4cido tartdrico mediante colorimetria.

3.4.4. Andlisis de compuestos voldtiles en vinos por cromatografia de gases (deteccion FID-MS)

La determinacién de algunos compuestos aromaéticos volatiles presentes en los vinos
se realiz6 por duplicado. Se determinaron compuestos volatiles de varias familias de
aromas fermentativos; es decir, cuya produccioén es atribuible a las levaduras durante la
fermentacion alcoholica. No se analizaron compuestos de origen varietal, prefermentativos
(originados durante el procesado de la uva) ni postfermentativos (resultantes de
transformaciones ocurridas durante la conservaciéon y envejecimiento de los vinos).
Durante los ensayos de calibracién y pruebas preliminares no se encontraron diferencias
significativas para algunos de estos compuestos, como terpenos, probablemente debido a
que se utilizé el mismo mosto y el tiempo de almacenamiento en botella fue minimo hasta
su analisis, sin envejecimiento y en condiciones éptimas de conservacion.

Se determinaron 21 compuestos volatiles utilizando dos cromatégrafos de gases:

+ Los compuestos aromaticos mayoritarios (alcoholes superiores, acetaldehido y
acetato de etilo) se cuantificaron en un equipo Agilent modelo 7890A (Palo Alto, CA, USA)
con detector de ionizacion de llama (FID). Los compuestos determinados fueron: metanol,
propanol, isobutanol, 1-butanol, 2-metil-1-butanol, 3-metil-1-butanol, acetaldehido (etanal)
y acetato de etilo (etanoato de etilo).
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La concentracion de los compuestos volatiles mayoritarios se evalu6 mediante
inyeccion directa, con division “split” 1:30 y con adicién de 4-metil-2-pentanol (50 mg/L;
Merck, Madrid, Espafia) como patrén interno (5 g/L; preparado en matriz hidroalcohélica
al 50% de etanol). Para ello, previo filtrado de la muestra, se tomaron 5 mL de vino y se
afladieron 50 pL del patrén interno. Se mezclaron por agitacion y se inyectaron 2 pL de esta
mezcla en el cromatégrafo a una temperatura del inyector de 275 °C y del detector de 300
°C. La curva de temperatura del horno para la separacién fue: inicio a 40 °C durante 5 min,
aumentando 4 °C/min hasta 200 °C, que se mantienen durante 15 min. El cromatégrafo
utilizado contiene una columna CPWAX 57 CB (Chromopack, Agilent, Palo alto, CA, USA)
de dimensiones 50 m x 0.32 mm x 0.20 pm. Se empleé hidrégeno como gas portador, con
un flujo de 3.3 mL/min, y nitrégeno como gas auxiliar, con un flujo de 30 mL/min. Las
velocidades de flujo en el detector para el hidrégeno y el aire fueron de 40 y 400 mL/min,
respectivamente.

+ Los compuestos aromaticos minoritarios (acetatos, acidos y ésteres) se analizaron en
un equipo Agilent 6890N (Palo Alto, CA, USA) acoplado a un detector selectivo
espectrometro de masas (MS) Agilent 5973N con analizador de cuadrupolo simple. Se
determinaron los siguientes compuestos: butanoato de etilo, acetato de isoamilo, hexanoato
de etilo, acetato de hexilo, octanoato de etilo; acido isobutirico, 4cido butirico, decanoato
etilo, 4cido isovalérico; acetato 2-feniletilo, dodecanoato de etilo; 4cido hexanoico, acido
octanoico, dcido decanoico y acido dodecanoico.

Para la extracciéon de los compuestos volatiles minoritarios (ng/L) aportados por las
diferentes levaduras a la composicion aromatica de los vinos, se emple6 la metodologia
descrita por Bouzas-Cid et al. (2018) con ligeras modificaciones. Este método de extraccion
en fase solida (SPE) se divide en diferentes etapas:

Acondicionamiento. Para la obtencion de los extractos se requiere una activacion previa
del cartucho Isolute ENV+ SPE (1 g) (Biotage, UK) con el paso a través de él de 15 mL de
metanol (calidad GC residue analysis) y 20 mL de agua desmineralizada con un flujo de
extraccion de 4-5 mL/min.

Preparacion de la muestra. Se filtraron 50 mL de cada vino en un matraz aforado de 100
mL que se enras6 con agua destilada y se adicioné 1 mL de 1-heptanol como patrén interno
(462 ppm; 0.213 g/L).

Paso por el cartucho. Los 100 mL del vino diluido se pasaron por el cartucho de resina
a un flujo de 4-5 mL/min. Tras el paso de la muestra la columna se lav6 con 15 mL de agua
desmineralizada (no se recoge) y seguidamente se eluy¢ la fraccién aromatica libre con 30
mL de diclorometano previamente destilado (calidad GC residue analysis; Scharlau,
Barcelona, Espafia) que fue recogida en un matraz con tapén roscado.

Concentracion e inyeccion. Sobre este eluido se afiadieron 60 mL de n-penteno
previamente destilado (calidad GC residue analysis; Scharlau) y sulfato de sodio anhidro
(Scharlau) hasta eliminar totalmente la fase acuosa arrastrada. Se trasvaso el resultado a un
matraz de corazoén a través de un filtro de pliegues de celulosa. El matraz se coloc6 en bafio
termostatico a 40 °C acoplado a una columna Vigreaux afiadiendo unos granos de piedra

David Castrillo Cachon, 2018 96



Estudio de la diversidad de levaduras en uva de cultivo ecolégico y convencional en Galicia: patrones biogeogrificos e
influencia en las caracteristicas quimicas y sensoriales del vino

pOmez para favorecer la ebulliciéon del extracto. El extracto se concentré hasta 0.5 mL. Los
analitos de dichos extractos se inyectaron en el cromatégrafo CG-MS:

Condiciones cromatogrificas (dcidos grasos, acetatos y ésteres). Se empledé una columna
capilar de polietilenglicol HP-Innowax (30 m x 0.25 pm x 0.25 mm d.i; Agilent) y He
(99.999%) como gas portador con un flujo de 1.3 mL/min. Las condiciones fueron las
siguientes: la inyeccién de los extractos (3 pL) se llevé a cabo en modo split (relaciéon 1:10) a
230 °C. El horno cromatografico se programé de la siguiente manera: una temperatura
inicial de 45 °C constante durante dos minutos; a continuacién, un gradiente de 3 °C/min
hasta 230 °C, e isoterma durante 10 minutos. La linea de transferencia se mantuvo a 220 °C,
mientras que la temperatura de la fuente de ionizacién y del cuadrupolo se fijaron en 230
°C y 150 °C, respectivamente, y el voltaje del multiplicador fue de 70 eV. Los
cromatogramas en full scan se registraron en un intervalo comprendido entre 25 y 220
unidades de m/ z.

La concentracién de los distintos compuestos se calculé mediante la integracién de
los picos (cdlculo de &rea) en base a los patrones internos de concentracién y area
conocidos.

3.4.4.1. Valor de la actividad aromdtica (OAV)

Para evaluar la contribucién de cada compuesto quimico al aroma del vino se
determiné el valor de la actividad aromatica (OAV) como la ratio entre la concentracion de
cada compuesto individual del vino (Cx) y el umbral de percepcion (Ax) encontrado en la
literatura (Francis y Newton, 2005):

OAV =&
Ay

El umbral de percepcién (odour threshold; ug/L) es el umbral olfatorio o concentracion
de cada compuesto que resulta suficiente para reconocerlo por su olor. El OAV es por tanto
una medida de importancia de un compuesto especifico al aroma de una muestra
(Vilanova et al., 2010b). Los compuestos volatiles se corresponden a su vez con descriptores
de olor descritos en la bibliografia (Etiévant, 1991; Ferreira et al., 2000; Francis y Newton,
2005; Guth, 1997; Romano et al., 2008).

3.5. Fermentaciones
3.5.1. Fermentaciones espontineas naturales de mosto ecoldgico y convencional
3.5.1.1. Microvinificaciones

El producto obtenido de las uvas de cultivo ecolégico y convencional destinado a las
microvinificaciones (apartado 3.2) fue transferido a botellas de fermentacién, reservando
unos 250 mL de mosto para los anélisis quimicos (apartado 3.4.2):

e Las uvas tintas se despalillaron manualmente y el mosto, hollejos y pulpa se
transfirieron a botellas de 2 L de capacidad.
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e Las uvas blancas se prensaron manualmente y el mosto tamizado fue transferido a
botellas de 1 L de capacidad.

3.5.1.2. Evaluacion de la cinética fermentativa

Las fermentaciones se llevaron a cabo en el laboratorio de microbiologia de forma
espontanea (natural, sin adicién de anhidrido sulfuroso ni levaduras; tinicamente con las
levaduras naturalmente presentes en el mosto), a una temperatura controlada de 18 °C para
los mostos blancos y de 24 °C para las muestras de uva tinta.

La cinética de la fermentacién alcoholica se monitorizé6 mediante medida diaria del
°Brix y la temperatura. Al inicio de la fermentacién (Fi) y al final (Ff) se tom6 una muestra
para ver la evoluciéon de la poblaciéon de levaduras durante el proceso. En el caso de la
fermentacion con variedades tintas a los 10 dias el vino se descub¢ y la fermentacion se
mantuvo unos dias més hasta la finalizacién del proceso (concentracién de azucares en el
mosto < 2 g/L). El vino obtenido se centrifug6, se sulfité con 25 mg/L de SO, y se guardo
hasta su analisis fisico-quimico.

3.5.1.3. Dindmica de la poblacion de levaduras durante la fermentacion

La diversidad de la poblaciéon de levaduras se estudié en el mosto, en las etapas
inicial, y final de la fermentacién conforme a la metodologia establecida en el apartado
3.5.1.2. Los resultados obtenidos en 2013 y 2014 demostraron que, en algunos casos, no
todos los ensayos fermentaron correctamente, por ello, en la campafa del 2015 se modificé
el protocolo. Para asegurar el acabado de la fermentacion se permitié6 a las muestras
arrancar espontaneamente y, una vez empezado el proceso (cuando la densidad disminuyé
en torno a 2 °Brix), se realiz6 la inoculacién secuencial con la cepa comercial S. cerevisiae
EC1118 (Lallemand) de produccién ecoldgica o convencional segtun el tipo de mosto.
Cuando no arrancaron al cabo de 5 dias se inocularon igualmente para favorecer el
proceso. Esto también permiti6 estudiar la diferencia entre las fermentaciones espontaneas
y guiadas con S. cerevisiae.

3.5.2. Diversidad de levaduras S. cerevisiae en bodegas de produccion ecologica

Para el estudio de la diversidad de cepas de levaduras de S. cerevisiae en bodegas de
produccién ecolodgica se tomaron muestras durante distintas etapas de las vinificaciones en
bodegas que elaboran vino ecolégico dentro de las distintas Denominaciones de Origen de
Galicia. El nombre de la bodega, la DO a la que pertenece, la campafia de muestreo, el tipo
de uva y el nimero de fermentaciones muestreadas se resumen en la Tabla 3.6. En todas
ellas se llevaron a cabo procesos de fermentacién espontdnea, aunque en algin caso hayan
utilizado levaduras comerciales puntualmente. En cada una de ellas se tomaron muestras
de los distintos tanques en fermentaciéon con el fin de determinar la diversidad de
levaduras propia de cada bodega.

Las muestras de las fermentaciones indicadas se recogieron en recipientes estériles y
se trasladaron al laboratorio de la EVEGA para su procesado.
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En la bodega Pazo de Vieite (DO Ribeiro) se elaboraron vinos con uva de cultivo
convencional, y también vinos con uva de produccién ecolégica procedente de la
Cooperativa Cume do Avia (DO Ribeiro). También se determiné la implantaciéon de
levaduras comerciales en las fermentaciones convencionales y su posible impacto en los
procesos espontdneos ecolégicos. El proceso de elaboracion de vino a partir de uva
ecologica se realiz6 de forma separada con material dedicado exclusivamente a esta
elaboracién, como establece la legislacion vigente.

3.5.3. Fermentacion de mosto Treixadura con levaduras no-Saccharomyces autdctonas de Galicia
3.5.3.1. Caracterizacion enoldgica de las cepas: seleccion previa

Se realiz6 una caracterizacion fenotipica previa de diferentes cepas de las principales
especies no-Saccharomyces con importancia enoldgica de acuerdo con la bibliografia actual
que pudieran aportar tipicidad a los vinos: Starm. bacillaris (anteriormente C. zemplinina), L.
thermotolerans (anteriormente K. thermotolerans), M. pulcherrima y T. delbrueckii. Se
seleccionaron un total de 30 cepas autéctonas procedentes de los vifiedos gallegos (tanto de
produccién ecolégica como convencional) que fueron aisladas, identificadas y conservadas
durante la tesis ampliando asi la coleccion de cepas de la EVEGA. Los ensayos
preliminares se llevaron a cabo por duplicado mediante la fermentacién de 70 mL de mosto
natural pasteurizado de uva blanca. En ellos se inoculé un cultivo puro de las distintas
cepas. Ademas de la capacidad fermentativa (mediciéon de la pérdida de peso por pérdida
de CO») se analizaron diferentes parametros quimicos y volatiles en el vino resultante. Se
evalu6 la formaciéon de compuestos de relevancia enolégica como glicerol, acido maélico,
acido lactico, acidez volatil, acidez total, aztcares reductores, grado alcohélico, pH,
alcoholes superiores, etanal y acetato de etilo.

Ademés, se realizé una ponderaciéon por tramos de los vinos obtenidos, es decir, en
funcién de las cepas pertenecientes a cada especie. Para el calculo de la ponderaciéon de
cada pardmetro se calcul6 la diferencia entre el valor maximo y minimo entre todos los
vinos (cepas) elaborados con cada especie. El resultado se dividi6 entre 10 para obtener la
fraccion decimal de cada tramo o especie. A continuacién, se rest6 al valor de cada
pardmetro el menor valor de todos los de su mismo tramo (vinos elaborados con cepas de
la misma especie). El resultado se dividié entre la fraccién decimal antes mencionada. Se
obtiene asi para cada vino y pardmetro un valor de referencia comprendido entre 0 y 10.
Este valor de referencia fue ajustado en funcion de si el parametro es deseable o indeseable
por encima de una determinada concentracién en el vino.

De acuerdo con su aptitud fermentativa y la puntuacion maxima obtenida se
seleccioné una cepa de cada una de las especies no-Saccharomyces: T. delbrueckii Td315
(Treixadura convencional-DO Ribeiro), L. thermotolerans 1t93 (Mencia ecolégica-DO
Monterrei), M. pulcherrima Mp278 (Treixadura convencional-DO Ribeiro), Starm. bacillaris
Sb474 (Treixadura ecolégica-DO Ribeiro). La cepa de S. cerevisize utilizada fue ScXG3,
previamente seleccionada y conservada en la coleccion de la EVEGA (Blanco et al., 2006).
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3.5.4. Fermentacion en bodega con las cepas de las levaduras seleccionadas

Se evalu6 el efecto de la aplicaciéon de levaduras no-Saccharomyces en la elaboracién
de vino con la variedad blanca Treixadura. Los in6culos se prepararon como se indica en
Blanco et al. (2013).

Las fermentaciones se llevaron a cabo mediante inoculacién secuencial: primero se
afiadio6 la cepa no-Saccharomyces y, una vez iniciada la fermentacién, se inocul6 S. cerevisiae
ScXG3. Ademas, se realizoé una fermentacion control solo con S. cerevisine SCXG3 y un
proceso de fermentacion esponténea.

3.5.4.1. Procesado de la uva, inoculacion y cinética fermentativa

La uva Treixadura se vendimi6 en la finca de la EVEGA y se traslad¢ a la bodega,
donde se proces6 para la obtencién del mosto. Las uvas se despalillaron y prensaron en
una prensa hidrdulica a baja presiéon hasta obtener el mosto yema. Durante este proceso se
afiadié Antiox Aromas (20 g/hL) y Zymolyase Clar FCE (2 g/hL) para evitar oxidaciones y
facilitar el desfangado en frio durante 24 horas. A continuacién, el mosto se distribuy6 en
depositos de acero inoxidable de 5 L. Se recogieron 50 mL de cada muestra para su anélisis
quimico: el mosto tenia 231.8 g/L de azticares y 5.1 g/L de acidez total. Los ensayos se
realizaron por triplicado y la fermentacién se llevo a cabo en la bodega experimental de la
EVEGA en una cadmara fria con temperatura controlada a 16 °C, inoculando 1 x 108
UFC/mL de cada una de las levaduras en los depdsitos correspondientes (en el control de
fermentacion espontanea no se inoculd levadura). En las fermentaciones con levaduras no-
Saccharomyces, se inoculé ademads S. cerevisiae SCXG3 de forma secuencial (1 x 108 UFC/mL)
cuando la densidad bajé 10-15 g/mL. La evolucién de las fermentaciones se sigui6
mediante la medida diaria de la densidad y la temperatura. Se tomaron muestras en la Fi,
Ft y Ff de la fermentacion para el control de implantacién de las levaduras inoculadas. Una
vez terminada la fermentacion, los vinos se trasegaron y sulfitaron (50 mg/L de SO»), se
estabilizaron por frio, y se embotellaron para los analisis posteriores.

3.5.4.2. Control microbiologico e identificacion de levaduras durante las fermentaciones

Con el objetivo de comprobar que las levaduras inoculadas estaban presentes en las
fermentaciones y estudiar el resto de la poblacién de levaduras existentes, las muestras de
mosto-vino durante la fermentacion se diluyeron de forma adecuada y se sembraron en
medio WL. El aislamiento y la identificacién se realizaron como se indica en los apartados
3.3.2,333y334.

3.6. Andlisis sensorial de los vinos
3.6.1. Analisis sensorial de vinos ecologicos y convencionales

Se realiz6 una evaluaciéon sensorial comparativa de 62 vinos ecoldgicos y
convencionales comerciales de las cinco Denominaciones de Origen de Galicia de las
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anadas 2011 a 2015. En diciembre de 2014 se llevé a cabo el analisis sensorial de vinos de
las campatfias de 2011, 2012 y 2013. En julio de 2016 se cataron los vinos de las campafias de
2014 y 2015, y algtn tinto de 2012. Para la valoracion sensorial de las afiadas de 2012 y 2013
se seleccionaron 29 vinos (16 blancos y 13 tintos): 13 de produccién ecolégica, 1 de
produccién biodinadmica y 15 de produccién convencional. En 2016 se cataron 33 vinos (16
blancos y 17 tintos): 16 ecolégicos, 2 de produccion biodindmica y 15 de elaboracion
convencional. Los vinos se obtuvieron directamente de los productores, bodegas y/o
Consejos Reguladores. En la Tabla 3.7 y en la Tabla 3.8 se indica el cédigo y tipo de vino
(blanco o tinto), el tipo de producciéon de la uva de la que procede (ecolégica o
convencional) y el afio de elaboracion del vino, asi como la DO a la que pertenece.

Tabla 3.7. Listado de los 29 vinos ecoldgicos y convencionales utilizados en la evaluacién sensorial
en 2014 (vinos de 2011, 2012 y 2013).

DO Cédigo Vino Produccién Aio DO Cédigo Vino Produccién Afio
RB1 B Ecolégica 2012 RS1 T Ecolégica 2012
Rias RB3 B Ecolégica 2011 RS3 B Ecoloégica 2013
Baixas RB4 B  Convencional 2012 RS4 T Ecolégica 2011
RB5 B  Convencional 2013 Ribeira RS5 B  Convencional 2013
RB6 B Convencional 2012 Sacra RS6 T  Convencional 2013
RI1 T Ecolégica 2012 RS7 T Ecolégica 2012
RI2 B Ecolégica 2012 RS8 B  Convencional 2013
RI2A B Convencional 2013 RS9 T  Convencional 2013
RI3 T Ecolégica 2013 MO1 B  Convencional 2013
Ribeiro RI4 B Ecolégica 2013 Monterrei MO2 T  Convencional 2013
RI5 B  Convencional 2013 MO3 B Ecolégica 2011
RI6 T  Convencional 2013 MO4 T Ecolégica 2011
RI7 B  Convencional 2013 Valdeorras VD3 T  Convencional 2013
RI8 T  Convencional 2013 VD4 T Ecolégica 2013

RI9 B Biodindmica 2011

T: vino tinto; B: vino blanco.

Tabla 3.8. Listado de los 33 vinos ecolégicos y convencionales utilizados en la evaluacién sensorial
en 2016.

DO Codigo Vino Producciéon Ao DO Codigo Vino Produccién Afio

RB1 B Ecolégica 2014 RS1 T Ecolégica 2014

Rias Baixas RB3 B Ecolégica 2014 RS3 B Ecolégica 2014
RB5 B  Convencional 2014 Ribeira RS4 T* Ecolégica 2013

RB6 B Convencional 2014 Sacra RS5 T  Convencional 2015

MO1 B  Convencional 2014 RS6 T Ecolégica 2015

MO2 T Convencional 2014 RS7 T Ecolégica 2014

MO3 B Ecolégica 2014 RS8 T  Convencional 2015

Monterrei MO4 T Ecolégica 2012 RI1 T Ecolégica 2014
MO5 B Ecolégica 2014 RI2 B  Convencional 2014

MO6 T Ecolégica 2014 RI3 T Ecolégica 2014

MO7 B  Convencional 2014 RI4 B Ecolégica 2014

MOS8 T Convencional 2012 Ribeiro RI5 B  Convencional 2014

VD1 T Ecolégica 2014 RI6 T  Convencional 2014

VD2 T  Convencional 2014 RI7 B Convencional 2014
Valdeorras VD3 T  Convencional 2015 RI9 B  Biodindmica 2014
VD4 T Ecolégica 2015 RI10 B Biodindmica 2014

RI11 B  Convencional 2014

T: vino tinto; T* vino tinto envejecido en barrica de madera; B: vino blanco.
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En la Figura 3.8 se muestra el nimero y proporcion de los distintos vinos ecolégicos y
convencionales comerciales analizados.

Biodinamicos % 3; 5%

Convencionales %
30;

Vinos Tintos R e 8%

Vinos Blancos -

29;
47%

m Ecoldgicos

0 5 10 15
m Valdeorras ®m Monterrei m Ribeira Sacra m Convencionales
m Ribeiro m Rias Baixas Biodinamicos

Figura 3.8. Numero total y tipo de vinos analizados (2011-2015) segun el sistema de cultivo en las
distintas DOs (izquierda); Porcentaje global del tipo de vino segtin el sistema de cultivo (derecha).

Figura 3.9. Algunos vinos blancos (izquierda) y tintos (derecha) de produccién convencional y
ecologica catados.

3.6.2. Fichas de cata y proceso de evaluacion

Para la evaluacion sensorial se utilizaron las fichas descriptivas de cata para vinos
blancos y tintos gallegos disefiada por un panel de expertos en la EVEGA (Tabla 3.9 y Tabla
3.10). Las fichas descriptivas de cata incluyeron tanto valoraciones cualitativas como los
descriptores seleccionados que mejor caracterizan los vinos de Galicia. El glosario estaba
compuesto por 25 descriptores en vinos blancos (4 en fase visual, 14 en fase olfativa, 6 en
fase gustativa y calidad global) y 26 en vinos tintos (6 en fase visual, 10 en fase olfativa, 9
en fase gustativa y calidad global).

La valoracion sensorial fue llevada a cabo en la sala de catas de la EVEGA en varias
sesiones divididas por DOs y por tipos de vino (blancos o tintos), realizada por un grupo
de catadores expertos en vinos gallegos de entre 10 y 20 miembros de diferentes sexos (35-
50% mujeres; 50-65% hombres) y edades comprendidas entre 25 y 64 afios. Se evalué un
volumen constante de 30 mL de cada vino presentados en copas de cata transparentes a 12
°C. Los vinos fueron servidos en los instantes previos a la cata ortonasal, codificados en
cada puesto de cata con un c6digo numérico y dispuestos de modo aleatorio.
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Tabla 3.9. Ficha de cata de vinos blancos gallegos.

CATA DE VINOS BLANCOS
Proyecto RTA2012-00021-C03-01

Cadigo del Vino

0o[1]2]3]4]5[6]7]8]9

FASE VISUAL

Intensidad color

Reflejo verdoso

Reflejo amarillo

Limpidez

FASE OLFATIVA

Intensidad

Persistencia

Floral

Miel

Afrutado (platano, melén y
otras frutas distintas al resto de
los descriptores)

Fruta de hueso (melocotdn...)

Fruta de pepita (pera,
manzana...)

Fruta madura /compota

Fruta seca

Fruta tropical

Citricos

Herbaceo (hierba recién
cortada)

Hierba seca

Otros ( )

FASE GUSTATIVA

Alcohol

Dulce

Acido

Amargo

Estructura

Calidad global en boca

HEEEEEEEEE

aro[ |

OBSERVACIONES

Calidad global del vino

Otras observaciones

Catador

Edad:
Sexo:
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Tabla 3.10. Ficha de cata de vinos tintos gallegos.

CATA DE VINOS TINTOS
Proyecto RTA2012-00021-C03-01

Cddigo del Vino Afio I:l

o[1[2[3]4a]5]6][7][8]9 OBSERVACIONES

FASE VISUAL
Intensidad color

Capa

Tono violeta

Tono granate

Tono cereza-picota

Tono rubi

FASE OLFATIVA
Intensidad aromatica

Floral
Afrutado
Frutas rojas (frambuesa,
fresa)

Frutos negros (mora, casis)

Fruta madura/compota

Lactico-mantequilla

Vegetal -pimiento verde

Especiado

Otros

FASE GUSTATIVA
Alcohol

Acidez
Astringencia

Taninos verdes

Taninos maduros/suaves

Amargor

Estructura

Persistencia

Calidad global en boca

Calidad global del vino

Otras observaciones

Fecha:

Catador | |
Edad:
Sexo:
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En todas las catas se utilizé una repeticion aleatoria de uno de los vinos empleado
como muestra control. Durante el anélisis, los catadores evaluaron los diferentes vinos e
indicaron si percibian los diferentes descriptores. La intensidad de cada descriptor se
calificé en una escala desde el valor 0 (no presente) al 9 (mas intenso). Los catadores
tuvieron agua a disposicion que usaron entre las muestras. Ademas, los catadores
asignaron un orden de preferencia a los vinos catados cuyos datos fueron tratados con y
sin ponderaciéon. En los primeros se tuvieron en cuenta los vinos preferidos en primer
lugar. En los datos de las catas de los vinos en que se aplic6 la preferencia ponderada se
tuvieron en cuenta, en cada sesién, los vinos preferidos en 1°, 2° y 3er lugar, asignandoles 3,
2 y 1 puntos respectivamente.

Por otro lado, se recogieron las observaciones de los catadores conforme a las
particularidades percibidas en algunos de los vinos que se utilizaron para su correlacién y
comprobaciéon con los datos sensoriales (y cromatogréficos en el caso de los vinos
elaborados con las cepas no-Saccharomyces). También se estudiaron los aspectos relevantes
en los vinos preferidos por los catadores. Asi mismo se establecieron referencias con los
diferentes comentarios en torno a los descriptores.

3.6.3. Analisis de las propiedades sensoriales de los vinos elaborados en EVEGA mediante
inoculacion secuencial de levaduras no-Saccharomyces y Saccharomyces

Se procedié como se indica en el capitulo 3.6.1 con las siguientes particularidades:

La evaluacion sensorial de los vinos fue desarrollada por un panel de 11 catadores
expertos con dilatada experiencia en la cata de vinos de la variedad Treixadura (miembros
de la asociacién de endlogos de Galicia, del consejo regulador de la DO Ribeiro y de la
propia EVEGA). Los catadores indicaron también el orden de preferencia por los vinos.

Para interferir lo menos posible en los descriptores arométicos no se realizaron
procesos de clarificacion o filtracién de los vinos mas alld de los naturales producidos en
los trasiegos y estabilizacion tartarica por precipitaciéon durante la conservacion a 4 °C. Por
ello, los descriptores de color fueron omitidos en la cata por considerarse no relevantes en
la diferenciacion entre cepas y haberse visto afectado mas propiamente por el proceso de
microvinificacién.

3.7. Analisis estadistico.
3.7.1. Analisis de varianza (ANOVA de una via).

Para detectar la existencia de diferencias estadisticamente significativas entre
pardmetros se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA de una via; p < 0.05) utilizando el
software PASW Statistic SPSS 18.0 y 25.0. Este test se aplicé en los siguientes casos: en la
poblacién de levaduras a nivel cuantitativo, en el andlisis quimico de uvas, mostos y vinos
procedentes de cultivo ecolégico y convencional, en los componentes voléatiles de los vinos
elaborados utilizando las distintas cepas de levaduras no-Saccharomyces y en el anélisis
sensorial de los vinos.
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3.7.2. Indices de biodiversidad (H’, 1-D, E)

La diversidad de especies/cepas de levaduras se estim¢ utilizando diferentes indices
de ecologia clasica. El indice de Shannon-Wiener (H') (Shannon, 2001) se calculé de la
siguiente manera:

H'=~ %, pi In(pi)

Donde S es la riqueza de especies/cepas (nimero de especies/cepas encontradas) y pi
= ny/N es la abundancia relativa de especies/cepas, calculada como la proporcién de
individuos de la especie/cepa i con respecto al total de individuos (N), en funcién del
recuento de colonias y la frecuencia. De esta forma, el indice considera el ntimero de
especies/cepas presentes en las muestras (riqueza de especies/cepas de levadura) y el
namero relativo de individuos de cada especie (abundancia de cada levadura).

Ademés, el indice de diversidad de Simpson (1-D) se utilizé para evaluar la
dominancia de las especies/cepas de levadura, considerando la probabilidad de que dos
levaduras aisladas aleatoria e individualmente pertenezcan a diferentes especies/cepas. Se
calcul6 mediante la aplicacién de la siguiente ecuacién (Simpson, 1949):

1-D=1-3, (pir=1-3L, (3e=D)

Donde D = X5 (p;)? es el indice de Simpson o indice de dominancia.

Finalmente, para calcular la similitud o la uniformidad de la abundancia de las
diferentes especies/cepas, se calculé una medida de equidad o equitabilidad (E) como se
indica a continuacion (Pielou, 1969):

E= H/ll’l (S) = H/I_Iméx

La equitabilidad es 1 cuando hay proporciones similares de todas las especies/cepas
de levaduras, pero el valor disminuye cuando la frecuencia difiere entre las distintas
especies/cepas.

3.7.3. Andlisis de similaridad (ANOSIM de una y dos vias)

Las diferencias en la poblacién de levaduras entre muestras se analizaron mediante
un ANOSIM (anélisis no paramétrico de similitud de una via), utilizando el software PAST
3.16 (2017). Esta prueba indica la probabilidad de observar diferencias significativas por
casualidad en la poblacion de levaduras entre dos grupos usando permutaciones basadas
en cualquier medida de distancia (Clarke, 1993). El ANOSIM se realiz6 para los factores y
grupos de factores mas relevantes: afio, variedad, sistema de cultivo, DO y bodega. Las
distancias se convierten en una matriz de similitud de Bray-Curtis para crear distribuciones
nulas. El analisis devuelve el valor del estadistico R y una significacién asociada (p). Un
valor de R cercano a 1 indica una alta separaciéon entre los niveles de su factor (por ejemplo,
DO frente a sistema de produccién), mientras que el valor R cercano a 0 indica que no hay
separacion. Si el valor R es bajo (por ejemplo, 0.2) esto significa que su factor tiene un efecto
pequefio en sus variables y no es realmente importante. R positivo grande (hasta 1)
significa diferencia entre grupos. El célculo se realiz6 mediante la permutacién de la
pertenencia al grupo, con 9999 repeticiones. Los ANOSIM entre todos los pares de grupos
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o binomios se proporcionan como una prueba post-hoc. Se han considerado las
comparaciones significativas cuando p < 0.05. Ademads, se aplicé la correccion de
Bonferroni que multiplica los valores de p con el ntimero de comparaciones. Esta
correccion es muy conservadora (produce valores p grandes). Se ejecuté el ANOSIM de dos
vias para determinar las diferencias significativas entre dos grupos de factores (DO,
sistema de cultivo, afio, variedad y bodega).

3.7.4. Analisis de porcentajes de similaridad (SIMPER)

Mediante el software PAST 3.16, (2017) también se calcul6é el procedimiento de
descomposicién por porcentajes de similaridad (SIMPER, similarity percentages analysis)
(Clarke, 1993). El andlisis SIMPER permiti6 evaluar la contribucién porcentual promedio
de las variables individuales a la disimilaridad entre los factores estudiados en la matriz de
Bray-Curtis. Por tanto, identifica las principales variables que contribuyen a cualquier
diferencia detectada por ANOSIM entre grupos.

3.7.5. Analisis no paramétrico PERMANOVA (NPMANOVA) de una y dos vias

Se utiliz6 el estadistico NPMANOVA (MANOVA no paramétrico, también conocido
como PERMANOVA) para comparar la abundancia de los diferentes taxones (especies de
los mostos y uvas y cepas de S. cerevisize de las muestras en la bodega) asi como la
interaccion entre ellos (disimilaridad). El PERMANOVA (Permutational Multivariate
Analysis of Variance Using Distance Matrices) es una prueba no paramétrica de diferencia
significativa entre dos o mas grupos (binomios), basada en cualquier medida de distancia
(Anderson, 2001). Este anélisis multivariante tiene en cuenta la abundancia de cada taxén y
no solo la abundancia total. Para este andlisis se utiliz6 la funcién Euclidiana. Para todos
los analisis se establecié p < 0.05 como limite para valores significativos. Se calcularon las
comparaciones significativas NPMANOVA por parejas entre todos los grupos de pares
como una prueba post-hoc. Al igual que ocurrié con el ANOSIM se hizo necesario aplicar
la correcciéon de Bonferroni para el p-valor que se muestra en el tridngulo inferior de la
matriz en los casos que presentaban diferencias altamente significativas. De esta forma se
apreciaron mejor las relaciones entre grupos. Con esta correccion se asegura que la
probabilidad de obtener al menos un falso positivo entre todas las comparaciones (family-
wise error rate) es < a = 0.05. Permite por lo tanto contrastar una hipétesis nula general (la
de que todas las hipétesis nulas testadas son verdaderas) de forma simultanea.

El PERMANOVA unidireccional calcula un valor F en analogia con ANOVA. De
hecho, para los conjuntos de datos univariados y la medida de distancia euclidiana,
NPMANOVA es equivalente a ANOVA y da el mismo valor de F. La significacion se
calculé mediante la permutacién de la pertenencia al grupo, con 9.999 repeticiones. El valor
F es la medida de precision que tiene el test. Analogamente a R en ANOSIM, cuanto maés
alto sea F, més estdn relacionadas las variables, lo que significa que las medias de la
variable dependiente difieren o varian mucho entre los grupos de la variable
independiente. Se ejecut6 el PERMANOVA de dos vias para determinar las diferencias
significativas entre dos grupos de factores (DO, sistema de cultivo, afio, variedad, bodega).
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3.7.6. Analisis de Componentes Principales (ACP) y Analisis de Correspondencias (AC)

Se realiz6 un Anadlisis de Componentes Principales (ACP; calculado mediante
software PAST 3.16, 2017) para estudiar la presencia de variables hipotéticas
(componentes) que explican la mayor cantidad posible de la varianza en los datos (Davis,
1986). Estas nuevas variables son combinaciones lineales de las variables originales. El
analisis ACP permitié reducir el conjunto de datos a solo dos variables o componentes
principales, hipotetizando que los componentes mas importantes estaban correlacionados
con otras variables subyacentes (Cozzolino et al., 2009). Los valores dan una medida de la
varianza explicada por los vectores correspondientes (componentes). Se comprobé que la
mayor parte de la varianza estuviera explicada por los dos componentes principales para
confirmar la validez o el éxito del ACP. Se ejecuté ACP a diferentes grupos de datos:
especies/cepas de levaduras, DOs, bodegas, compuestos quimicos y atributos sensoriales.

El analisis de correspondencias (AC; calculado mediante software PAST 3.16, 2017) es
otro método de ordenacién. Se utilizé para comparar asociaciones de recuentos de las
cepas no-Saccharomyces, ya que el AC utiliza un algoritmo mads apropiado que el ACP
(Greenacre, 2010). Ademas, AC es mas adecuado cuando se espera que las especies tengan
respuestas unimodales a los pardmetros subyacentes, es decir, que favorezcan un cierto
rango del pardmetro, haciéndose raro para valores cada vez mas bajos (esto es en contraste
con ACP, que asume una respuesta lineal).

3.7.7. Andlisis de Coordenadas Principales (ACoP)

En algunos casos se realizé un Anélisis de Coordenadas Principales (ACoP; calculado
mediante software PAST 3.20, 2018) como otro método de ordenacién (algoritmo de Davis,
1986). El ACoP encuentra los valores propios y vectores propios de una matriz que
contiene las distancias o similitudes entre todos los puntos de datos. Se utilizé la medida de
distancia Euclidiana ya que otras como la medida de Gower arrojan resultados similares a
ACP. La varianza contabilizada por los vectores propios o coordenadas se dieron en los
graficos para las dos coordenadas més importantes (% de varianza). Se comprobé que la
suma de dichos porcentajes tuviera un valor suficientemente elevado como para confirmar
la validez o el éxito del ACoP. Los valores de distancia de similitud se elevaron al
exponente de transformacion estandar ¢ = 2 antes del analisis propio. Se ejecut6 ACoP a
diferentes grupos de datos: especies/cepas de levaduras, DOs, bodegas y compuestos
quimicos aromaticos.

3.7.8. Analisis de Correspondencia Candnica (ACC)

Por otro lado, se realiz6 un Anélisis de Correspondencia Canoénica (Legendre y
Legendre, 1998) (ACC; calculado mediante software PAST 3.16, 2017) para estudiar la
correspondencia de los factores o variables y su influencia o correspondencia sobre el
elemento evaluado. Los ejes de ordenacién son combinaciones lineales de las variables.
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Por lo tanto, el ACC es un ejemplo de andlisis de gradiente directo, donde el
gradiente en las variables (por ejemplo, variables climaticas) se conoce a priori y el
elemento correspondiente o influenciado (abundancia de especies) se considera una
respuesta a este gradiente. Se aplicaron ACC a dos bloques diferenciados. Por un lado, se
estudio la correspondencia de las variables ambientales incluida la concentracién de Cu en
el mosto sobre la diversidad (riqueza y frecuencia de especies) de levaduras. Se consider6
que cada DO presenta diferentes valores para una o mas variables climéaticas en cada afio
(Tabla 3.1 del estudio climético). Por otro lado, se evalué la correspondencia entre la
concentracion de compuestos aromaéticos de los vinos elaborados con distintas cepas de no-
Saccharomyces y los descriptores sensoriales (apartados 3.7.11 y 3.7.12).

Se realizaron varios ACC utilizando las distintas combinaciones de los datos
obtenidos en funcion de las diversas clasificaciones posibles agrupando los factores.
Posteriormente se ha realizado una edicién de los gréficos proporcionados por el software
aunando las escalas tipo 1 y 2 de Legendre & Legendre (1998) donde la escala 2 enfatiza las
relaciones entre especies. De esta forma un mismo grafico representa las dos escalas.

3.7.9. Analisis de correlacion (Pearson) y regresion lineal de minimos cuadrados (PLS)

Se realizé un andlisis de correlaciéon segtin Pearson para establecer la correlacion
entre los distintas variables y elementos analizados. A continuacion, se realizé un anélisis
de regresion lineal (PLS) para aproximar la relaciéon de dependencia entre la variable
dependiente Y y las variables independientes. Previamente los datos fueron transformados
mediante la funcién (x-media) /desv estandar. Asi se estandarizaron aproximadamente a
la misma escala lo que garantiza una equidad de los datos en aquellas variables o factores
con diferentes valores en distintas unidades.

3.7.10. Andlisis de conglomerado jerdrquico: dendrogramas y drboles filogenéticos

Se realiz6 un andlisis de conglomerado jerdrquico a las 66 cepas de S. cerevisiae
encontradas en bodegas de produccion ecolégica aplicando el método de Ward y
estandarizacion de los datos. Este método aglomerativo permite identificar valores del
tamafio de banda cercanos y similares entre si y agruparlos en bloques por distancias de
similitud. Ademas, se realiz6 un arbol filogenético de tipo dendrograma de distancias para
observar la relacion genética entre cepas y un segundo arbol filogenético en formacién de
constelacién para estudiar la relacién o distribucion de las cepas con respecto a las bodegas
en las que fueron identificadas.

3.7.11. Andlisis estadistico de los compuestos voldtiles

Los datos instrumentales fueron analizados utilizando el software XLstat-Pro
(Addinsoft, 2018) y SPSS (PASW Statistics 25). Ademas de ANOVA, se aplicé un test de
Duncan de comparaciones multiples para determinar el efecto estadisticamente
significativo de los pardmetros con un valor de p < 0.05.

Para la interpretaciéon de los resultados se aplic6 un ACP sobre los compuestos
volatiles (OAV > 1) de los vinos obtenidos con las distintas cepas.
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El ACP fue utilizado como herramienta para agrupar los datos aromdticos y
sensoriales posiblemente correlacionadas en un nuevo conjunto de variables no
correlacionadas o componentes principales (Cozzolino et al., 2009).

Se comprobé que la mayor parte de la varianza estuviera explicada por los dos
componentes principales para confirmar la validez o el éxito del ACP.

En el ACC realizado en los vinos elaborados con distintas cepas no-Saccharomyces, la
valoracién de los parametros sensoriales se considera una respuesta a la concentracion de
los compuestos aromaticos. Los compuestos aromaticos se trazan como correlaciones con
las puntuaciones de las distintas cepas. Esto permite obtener una relacién de
correspondencia aproximada entre los diferentes compuestos y los parametros de la
valoracién sensorial producidos por las diferentes cepas de levadura.

Se aplic6 un analisis de correlacién (Pearson) entre todas las valoraciones sensoriales
(MG > 30%) calculado como se indica en 3.7.12 y todos los compuestos volatiles analizados.
Para mostrar la relacién entre las variables sensoriales significativas del aroma con una
valoraciéon MG > 30% y los compuestos volatiles significativos con OAV > 1 se aplicé una
regresion de minimos cuadrados parciales (PLS). Esto permite establecer correlaciones
entre los atributos sensoriales de los vinos y las variables instrumentales (compuestos
volatiles). PLS muestra la relacion entre la variable independiente X (compuestos volétiles)
y la variable dependiente Y (descriptores sensoriales). Los datos de los compuestos
aromaéticos se utilizan activamente para estimar las variables latentes a fin de garantizar
que los primeros componentes sean los mas relevantes para predecir la variable Y
(compuestos sensoriales). Esta técnica reduce las variables X a un conjunto de factores no
correlacionados que describen la variacion en los datos. E1 ACC y el PLS son métodos muy
utilizados para el analisis de datos multivariantes del vino aplicado al analisis de uva y
vino (Vilanova et al., 2013).

3.7.12. Analisis estadistico de los datos obtenidos en el andlisis sensorial

Para el tratamiento estadistico de los datos obtenidos en el anélisis sensorial se utilizé
el software Big Sensory Soft 1.02 (BSS; Centro Studi Assagiatori) (Odello et al., 2007). En el
andlisis estadistico de los vinos elaborados con cepas autéctonas se realizaron andlisis
ANOVA, Duncan, ACP, ACC, Pearson y PLS.

Los descriptores se clasificaron para cada vino elaborado con las distintas cepas de
levaduras no-Saccharomyces mediante la comparacién de las medias geométricas (MG). La
frecuencia (F), intensidad (I) y media geométrica (MG) de los diferentes descriptores se
calcularon para cada parametro sensorial. El porcentaje de la media geométrica (%MG) se
calcul6 como la raiz cuadrada del producto de los porcentajes de la intensidad relativa (%I)
y la frecuencia relativa (%F). Los valores de MG se usaron para clasificar los descriptores
permitiendo eliminar aquellos cuyas medias geométricas eran relativamente bajas
(Vilanova et al., 2010a y 2010b). Este método permiti6 tener en cuenta los descriptores que
rara vez se mencionaron (baja frecuencia), pero que son muy importantes en términos de
intensidad percibida, y los descriptores con baja intensidad percibida, pero que se
mencionan a menudo (Dravnieks y Bock, 1978).
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Un ACP se us6 para la reduccién de muestras a un conjunto mas pequefio. Se
comprobd que el ACP sobre los descriptores de aroma (MG > 30%) tuviera un alto
porcentaje para los dos componentes principales. En el anélisis PLS los descriptores
sensoriales que contribuyeron significativamente al aroma (MG > 30%) se eligieron como
variables Y y compuestos volatiles con alta actividad de olor (OAV > 1) como variables X.

Por dltimo, para estimar las sinergias de los compuestos aromaticos, se realiz6 una
evaluacion del aroma fermentativo global de los vinos elaborados con las distintas cepas de
levaduras no-Saccharomyces, agrupando todos los compuestos volatiles en siete clases
diferentes (series aromaticas), de acuerdo con sus descriptores de olor similares, como el
enfoque aplicado por otros autores (Cortés-Diéguez et al., 2015; Gémez Garcia-Carpintero
et al., 2012). Un compuesto con varios descriptores puede pertenecer a diferentes series. El
valor total en cada serie resulta de la suma de los OAV individuales de los compuestos
volatiles que se incluyen en cada clase. En base a los efectos sinérgicos, los compuestos con
OAV <1 también se incluyeron en la suma.
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4. Resultados y discusion

4.1. Influencia del sistema de produccion sobre las caracteristicas de los mostos
4.1.1. D.O. Monterrei: variedades Treixadura y Mencia

Los resultados de las caracteristicas de los mostos de Treixadura se muestran en la
Tabla 4.1. Los parametros glicerol y glucénico mostraron diferencias significativas entre
sistemas de cultivo en 2013 y el cobre en 2015. Los mostos ecolégicos alcanzaron un grado
alcohélico probable mas alto y tuvieron menor acidez total y pH mas elevado que los
convencionales en 2013 y 2015. Sin embargo, en 2014 ocurri6 lo contrario; pero en ninguna

campafa las diferencias encontradas fueron estadisticamente significativas.

Tabla 4.1. Caracteristicas de los mostos procedentes de Treixadura (Trx) de cultivo ecolégico (Eco) y
convencional (Con) en la DO Monterrei en las campafias de 2013 a 2015 (Mo13, Mo14 y Mo15).

Pardmetro* Mo13-Trx Mo14-Trx Mo15-Trx

Eco Con Eco Con Eco Con
Acidez Total (g tart./L) 5.6+0.4 5.7+0.06 4.8+0.6 4.6+0.4 5.7+0.6 5.9+0.2
Acido L-malico (g/L) 2.1+0.4 2.3+0.1 2.3+0.4 2.4+0.2 2.6+0.3 2.4+0.2
Acido Tartarico (g/L) 7.4+0.3 7.1+0.1 7.320.3 7.240.4 7.4+0.3 7.540.2
Azucares (g/L) 261.9+14.3 245.2+3.8 223.0+15.3 235.8410.7 254.6+14.1 240.249.0
Grado alcohdlico (%vol.)  15.6%0.8 14.6£0.2 12.840.8 13.5+0.6 14.0£0.9 13.3+£0.6
NFA (mg/L) 17849 202414 20645 216126 208425 207+6
pH(-) 3.51+0.05 3.47+0.03 3.72+0.11 3.76£0.10 3.56+0.08 3.46%0.03
Acético (g/L) 0.01£0.01  0.00+0.00  0.05+0.00 0.05+0.00 - -
Glicerol (g/L)! 0.18+0.05  0.05+0.02  0.43+0.30 0.17+0.06 - -
Glucénico (g/L)? 0.07£0.01  0.02+0.01  0.30+0.20 0.10+0.00 - -
Cu (mg/L)3 1.13+0.42  1.73+0.50  0.10£0.00 0.10£0.00  0.10+£0.00 0.54+0.05

Los datos son la media de tres repeticiones *+ desviacién estdndar. NFA: nitrégeno facilmente
asimilable. * Los superindices ! y 3 indican que existen diferencias significativas (p < 0.05) entre
cultivo ecolégico y convencional para ese parametro en 2013 o 2015, respectivamente.

Tabla 4.2. Caracteristicas de los mostos procedentes de Mencia (Me) de cultivo ecolégico (Eco) y
convencional (Con) en la DO Monterrei en las campafias de 2013 a 2015 (Mo13, Mo14 y Mo15).

Pardmetro® Mo13-Me Mo14-Me Mo15-Me

Eco Con Eco** Eco Con
Acidez Total (g tart./L)'3 42+04 4.9+0.25 3.3£0.3 4.240.2 5.1+0.2
Acido L-mélico (g/L) 2.0£0.1 1.8+0.3 2.3£0.6 2.5+0.3 2.2+0.2
Acido Tartérico (g/L)3 6.2+0.2 6.5+0.3 6.7+0.1 6.4+0.2 7.1£0.1
Azucares (g/L) 13 240.846.6  194.7+24.2 212.245.5 249.840.0  226.0+£3.0
Grado alcohdlico (%vol.)13 14.3+0.4 11.6+1.4 12.1+£0.3 13.8+0.0 12.5+0.2
NFA (mg/L) 117430 144+13 156+45 130+23 152424
pH ()13 3.74+0.17 3.47+0.03 3.99+0.2 3.81+0.07  3.57+0.04
Acético (g/L) 0.02+0.01 0.00+0.00 0.05+0.00 - -
Glicerol (g/L)! 0.32£0.07  0.090+0.05 0.40+0.02 - -
Glucénico (g/L)! 0.18+0.04 0.04+0.02 0.23+0.06 - -
Cu (mg/L)3 1.53£0.23 1.67+0.23 0.10+0.00 0.12+0.01  0.54+0.19

Los datos son la media de tres repeticiones *+ desviacién estdndar. NFA: nitrégeno facilmente
asimilable. * Los superindices ! y 3 indican que existen diferencias significativas (p < 0.05) entre
cultivo ecolégico y convencional para ese parametro en 2013 o 2015, respectivamente. ** En 2014 no
se recogié muestra de uva de cultivo convencional.
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Al contrario que en la variedad blanca Treixadura, los resultados de los mostos de la
variedad tinta Mencia mostraron diferencias significativas tanto en la acidez como en el
contenido en azdcar en las campafas estudiadas (Tabla 4.2). Los mostos ecolégicos
presentaron menor acidez total que los de uva convencional. Sin embargo, el pH, los
azucares residuales y, por consiguiente, el grado alcohélico probable fueron
significativamente mayores en los mostos ecolégicos de las dos campafias. Bagheri et al.
(2015) también encontraron en un estudio similar en la variedad tinta Cabernet Sauvignon
menor acidez y mayor pH y concentracién de azticar en mostos de produccion biodindmica
que en convencionales. Este hecho, sumado a que la disponibilidad de nitrégeno fue menor
podria implicar riesgos de paradas fermentativas. No se encontraron diferencias
significativas en el contenido de acido L-maélico, pero si en el de acido tartarico en 2015, que
explicaria la mayor acidez en el mosto convencional. En 2013, en el mosto ecoldgico se
observaron valores significativamente mas altos de glicerol y glucénico, relacionados con
un peor estado sanitario de la uva. En 2015 el contenido en cobre fue significativamente
mayor en los mostos convencionales; sin embargo, las concentraciones encontradas en 2014
y 2015 fueron unas tres veces menores que las de 2013. En cuanto a la variedad, en general,
los mostos blancos presentaron menor pH y mayor acidez, azticares y NFA que los tintos.

4.1.2. D.O. Ribeiro: variedades Treixadura y Brancellao

Los resultados obtenidos con la variedad Treixadura cultivada en la DO Ribeiro se
muestran en la Tabla 4.3. El contenido de azdcares y la acidez total del mosto fueron
mayores en cultivo ecolégico, aunque las diferencias fueron solo significativas en los
aztucares en 2013. En cuanto a la disponibilidad de nitrégeno siempre fue
significativamente mayor en los mostos de origen convencional. De nuevo, este hecho debe
tenerse en cuenta a la hora de la fermentacion para evitar posibles paradas fermentativas.
Por otra parte, la presencia de cobre fue superior en mostos ecoldgicos en 2013 y 2014, pero
no en 2015. En 2014 se observé un alto contenido de glicerol y glucénico, mayor en cultivo
ecolégico, acorde con los problemas sanitarios de la vendimia ese afio.

Tabla 4.3. Caracteristicas de los mostos procedentes de Treixadura (Trx) de cultivo ecolégico (Eco) y
convencional (Con) en la DO Ribeiro en las campafias de 2013 (Ri13), 2014 (Ril4) y 2015 (Ri15).

Pardmetro* Ri13-Trx Ri14-Trx Ri15-Trx

Eco Con Eco Con Eco Con
Acidez Total (g tart./L) 5.7£1.0 4.840.4 7.1+1.3 5.540.2 6.4+0.6 5.8+04
Acido L-malico (g/1)2,3 1.9+0.6 2.3+0.1 3.4+0.6 2.5+0.1 1.7+0.3 2.8+0.1
Acido Tartérico (g/L) 74+1.1 6.310.2 8.1+1.2 7.8+0.3 7.6+0.3 7.1+0.2
Azucares (g/L)1 259.6+1.3 225.2+16.6 201.1+£11.3 187.8£3.5 261.8£9.0 249.845.0
Grado alcohdlico (%vol.)1 15.410.1 13.410.9 11.5+0.6  10.7#0.2 14.4+0.6  13.7+0.3
NFA (mg/L)1,3 168+15 229428 183453 218417 106432 259415
pH () 3.41+£0.26  3.60+0.08  3.26+0.23  3.49+0.05 3.22+0.18 3.58+0.12
Acético (g/L) 0.00+£0.00  0.00£0.00  0.01x0.00  0.01+0.01 - -
Glicerol (g/L) 0.22+0.11 0.16£0.03  0.37x0.06  0.27+0.11 - -
Glucénico (g/L) 0.08+£0.03  0.09£0.01  0.17£0.06  0.10£0.00 - -
Cu (mg/1)1,2,3 3.60£0.35 2.27+046  2.54+0.41 1.8040.10 0.21+£0.05 0.57+0.04

Los datos son la media de tres repeticiones *+ desviacién estdndar. NFA: nitrégeno facilmente
asimilable. * Los superindices " 2 y 3 indican que existen diferencias significativas (p < 0.05) entre
cultivo ecolégico y convencional para ese parametro en 2013, 2014 o 2015, respectivamente.
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Tabla 4.4. Caracteristicas de los mostos procedentes de Brancellao (Br) de cultivo ecolégico (Eco) y
convencional (Con) en la DO Ribeiro en las campaifias de 2013 (Ri13), 2014 (Ri14) y 2015 (Ri15).

Pardmetro* Ri13-Br Ril14-Br Ril15-Br

Eco Con Eco Con Eco Con
Acidez Total (g tart./L)! 6.2+0.3 5.3+0.3 6.0£0.1 6.0£0.6 6.7£0.5 6.1+0.4
Acido L-malico (g/L)r3 1.4+0.5 2.5+0.3 1.7+£0.4 2.310.3 1.4+0.3 24404
Acido Tartarico (g/L)*3 9.1£0.3 6.5£0.8 8.0£0.2 7.7£0.5 9.240.3 7.9+0.4
Azucares (g/L) 211.5£2.8 210.5£33.9 204.949.2 190.1+17.3 199.7#3.1 201.6£3.5
Grado alcohélico (%vol.) 125401  12.5+2.0 11.7+0.6 10.9+¢1.0  124+0.1 12.5%0.1
NFA (mg/L)2 170+21 131+26 202425 118+14 163+12 133427
pH (-3 3.37+20.05 3.50+0.08 3.32+0.01  3.36%£0.06 3.26£0.02 3.43%0.08
Acético (g/L) 0.00£0.00 0.00£0.00 < 0.05£0.00 < 0.05%0.00 - -
Glicerol (g/L) 0.11+0.03 0.18+0.16  0.23+0.06  0.20+0.17 - -
Glucénico (g/L) 0.05+0.01 0.06+0.03  0.10+0.00  0.13+0.06 - -
Cu (mg/L)! 413+0.12 2.53+0.12 1.3320.10 1.43+0.28 0.95+0.12 0.64+0.22

Los datos son la media de tres repeticiones *+ desviacién estandar. NFA: nitrégeno facilmente
asimilable. * Los superindices " 2 y 3 indican que existen diferencias significativas (p < 0.05) entre
cultivo ecolégico y convencional para ese parametro en 2013, 2014 o 2015, respectivamente.

Las caracteristicas de los mostos de la variedad tinta Brancellao de la DO Ribeiro se
recogen en la Tabla 4.4. La acidez (total, 4cido tartarico y &cido malico) y el Cu de los
mostos ecoldgicos fueron mayores en 2013 y 2015 con diferencias significativas en 2013 y en
2015 en los 4cidos tartarico y malico. Sin embargo, no presentaron diferencias significativas
en el contenido de azicar en ninguna de las campafas. En contraste con la variedad blanca
Treixadura, el contenido de NFA fue mayor en cultivo ecolégico en todas las campafias con
diferencias significativas en 2014. Finalmente, las concentraciones de acético, glicerol y
glucénico indicaron un estado sanitario de la uva adecuado para las dos modalidades de
cultivo. En cuanto al tipo de variedad, en general, los mostos de la variedad blanca
presentaron mayor concentraciéon de aztcares, pH y NFA y menor acidez (total y acido
tartarico) que la tinta.

4.1.3. D.O. Ribeira Sacra: variedad Mencia

El andlisis de los mostos Mencia de las tres campafias 2013-2015 de la DO Ribeira
Sacra revelé una concentraciéon de azuacares (y grado probable) mayor en las muestras de
producciéon convencional con respecto a las ecolégicas con diferencias significativas en 2014
(Tabla 4.5). El contenido de &cido L-malico fue significativamente maés alto en el cultivo
convencional en 2013 mientras que en 2014 y 2015 lo fue en el cultivo ecolégico.
Posiblemente estuvo relacionado con la mayor produccién en ecolégico de las cepas de esta
parcela y el estado de maduracién, especialmente en 2014 por la pronta cosecha (Blanco et
al., 2014b; Jackson y Lombard, 1993). La concentracién de dcido L-mélico dentro de la baya
se reduce durante y tras el envero por disminucién de su biosintesis junto con su
degradacion por respiracion; se diluye debido a la afluencia de agua durante la expansion
de las bayas en la segunda fase de crecimiento (Volschenk et al., 2006). Sin embargo, el
acido tartarico fue significativamente mayor en el mosto de uva ecolégica en 2013. No hubo
diferencias en la acidez total y pH, excepto en 2015, que la acidez fue menor y el pH mayor
en cultivo convencional.
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Tabla 4.5. Caracteristicas de los mostos procedentes de Mencia (Me) de cultivo ecolégico (Eco) y
convencional (Con) en la DO Ribeira Sacra en las campanas de 2013 a 2015 (RS13, RS14 y RS15).

Pardmetro* RS13-Me RS14-Me RS15-Me

Eco Con Eco Con Eco Con
Acidez Total (g tart./L)3 41£0.3 4.1+0.6 4.1+0.3 3.6+0.3 4.610.1 3.910.1
Acido L-malico (g/L)12 1.2+£0.2 1.7£0.1 1.9+0.3 1.3+£0.2 1.440.1 1.0£0.5
Acido Tartarico (g/L)? 5.940.1 5.84£0.0 6.6£0.1 6.6£0.2 6.240.1 6.51£0.1
Azucares (g/L)? 216.748.7 2255+181  209.5+2.9 219.5+3.4  231.9+6.0 251.0£8.0
Grado alcohdlico (%vol.)  12.9£0.5 13.4+1.0 11.940.1 12.1+0.6 12.840.5 13.9+0.5
NFA (mg/L) 6948 89415 103420 80+20 85+19 50+19
pH (-)? 3.47+0.02 3.56x0.11 3.75+0.05 3.74+0.07  3.55+0.01 3.71+0.02
Acético (g/L) 0.02+0.01  0.05%0.02 0.050.01 0.05%0.00 - -
Glicerol (g/L) 1.24+0.20 1.72+0.13 0.30£0.00 0.20%0.00 - -
Glucoénico (g/L) 0.10+£0.06  0.17+0.06 0.47+0.15 0.30+0.10 - -
Cu (mg/L)%3 0.14+0.13  0.22+0.13 6.23+2.03 0.15£0.07  9.07+3.66 0.65+0.07

Los datos son la media de tres repeticiones + desviacién estdndar. NFA: nitrégeno facilmente
asimilable. * Los superindices » 2 y 3 indican que existen diferencias significativas (p < 0.05) entre
cultivo ecolégico y convencional para ese parametro en 2013, 2014 o 2015, respectivamente.

La acidez total de los mostos Mencia de la DO Monterrei fue superior en la mayoria
de los casos a los de la DO Ribeira Sacra. En la DO Ribeira Sacra se obtuvieron valores de
Cu mayores en los mostos ecolégicos en 2014 y 2015. Por otro lado, el bajo contenido en
glucénico, acético y glicerol de la camparia de 2013 indicé una adecuada sanidad de la uva,
a pesar de que en esta campafia se produjeron condiciones ambientales idoneas para la
afectacion de la uva por Botrytis cinerea. En cuanto a la disponibilidad de nitrégeno en 2013
fue mayor en las muestras de origen convencional, aunque en ambos tipos de produccion
estuvo por debajo del limite recomendado para los requerimientos nutricionales de las
levaduras responsables de la fermentacién (Hidalgo, 2003).

4.1.4. D.O. Rias Baixas: variedades Albarifio y Treixadura

En la DO Rias Baixas se observaron pocas diferencias significativas para los
pardmetros determinados en los mostos de Albarifio de cultivo ecolégico y convencional
(Tabla 4.6). Aun asi, los mostos ecolégicos tuvieron mayor acidez en las tres campafias y
menor cantidad de aztcar en 2013 y 2014. Si bien en 2013 se obtuvieron valores comunes
de acidez en esta variedad y para la zona de cultivo, en la campafia 2014 los bajos valores
del contenido en aztcares fueron indicativos de falta de madurez de la uva, sobre todo en
los mostos ecolégicos. En 2014 se observaron diferencias significativas en el contenido de
gluconico, parametro relacionado con el estado sanitario de las uvas, que fue mayor en el
mosto de origen ecoldgico y que puede ser explicado por el ataque de las enfermedades
fangicas sufrido en 2014 (Blanco et al., 2014c y 2016).

Al contrario que lo observado en Albarifio, con la variedad Treixadura se obtuvieron
diferencias significativas entre los mostos ecolégicos y convencionales en las tres campafas
(Tabla 4.7). Se mantiene la tendencia de mayor contenido en aztcares en el cultivo
ecolégico de Treixadura observada en las DOs Monterrei (2013 y 2015) y Ribeiro (2013) de
manera significativa. Por tanto, el grado probable fue mas alto. Acorde con esto, la acidez
total fue menor en ecolégico y el pH mayor.
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Tabla 4.6. Caracteristicas de los mostos procedentes de Albarifio (Alb) de cultivo ecolégico (Eco) y
convencional (Con) en la DO Rias Baixas en las camparias de 2013 (RB13), 2014 (RB14) y 2015 (RB15).
Parametro* RB13-Alb RB14-Alb RB15-Alb

Eco Con Eco Con Eco Con
Acidez Total (g tart./L) 8.310.7 7.1+0.5 10.2+0.9 8.8+0.3 9.1+1.0 7.9+0.3
Acido L-mélico (g/L) 3.5£0.9 2.6£0.2 5.8£1.0 5.310.3 4.0£1.0 3.1+0.3
Acido Tartérico (g/L) 8.3+0.2 8.2+0.4 8.4+0.3 8.4+0.2 9.240.3 9.1+0.3
Azucares (g/L) 203.247.8 216.3£14.7 180.7+20.7 188.9+6.3 242.6x7.0 237.8+7.0
Grado alcohdlico (%vol.) 12.1£0.5  12.9+£0.81  10.3%1.2 10.8+0.3 13.4+0.4 13.2+0.4
NFA (mg/L) 180£12 17849 181+18 187114 179+4 163£17
pH (-)* 3.21+0.05 3.35+0.08 3.15£0.07 3.22+0.02 3.15+0.08  3.22+0.02
Acético (g/L) 0.00£0.00  0.00+0.00  0.05+£0.00  0.05+0.00 - -
Glicerol (g/L)? 0.04+0.04 0.02£0.02 1.13+0.11 0.17+0.06 - -
Glucénico (g/L)? 0.04+0.02  0.02£0.01 0.60+0.26  0.20+0.00 - -
Cu (mg/L) 21.6+4.14 21.246.12 20.3#8.54 35.8£7.21 3.79+0.33  12.1+5.0

Los datos son la media de tres repeticiones *+ desviacién estandar. NFA: nitrégeno facilmente
asimilable. * Los superindices ! y 2 indican que existen diferencias significativas (p < 0.05) entre
cultivo ecolégico y convencional para ese parametro en 2013 o 2014, respectivamente.

En cuanto al contenido en NFA fue superior en cultivo convencional. En 2013 y 2014
la concentracion de Cu fue muy elevada, aunque siempre inferior al limite méximo
permitido por el vigente Reglamento 396/2005 (50 mg/kg de uva). En 2014 el mosto
ecolégico presentd mayor concentracion de glucénico, como se indicé en el apartado
anterior para la variedad Albarifio. El contenido de cobre fue muy superior en los mostos
ecolégicos, excepto en 2015. Respecto a la variedad, en general en la DO Rias Baixas, los
mostos de la variedad Albarifio presentaron mayor acidez (total y acido tartarico), aztcares
y menor pH y NFA que la variedad Treixadura.

Tabla 4.7. Caracteristicas de los mostos procedentes de Treixadura (Trx) de cultivo ecolégico (Eco) y
convencional (Con) en la DO Rias Baixas en las camparias de 2013 (RB13), 2014 (RB14) y 2015 (RB15).

Pardmetro* RB13-Trx RB14-Trx RB15-Trx

Eco Con Eco Con Eco Con
Acidez Total (g tart./L)!? 5.3x0.4 6.910.6 8.1+0.1 9.74£0.2 6.6£0.8 7.1+£0.1
Acido L-malico (g/L)? 3.5£0.6 3.5£0.9 5.2+0.2 6.2+0.3 3.81£0.8 4.2+0.7
Acido Tartarico (g/L) 5.9+1.1 6.31£0.8 6.84£0.1 6.91£0.5 6.71£0.3 6.9+0.2
Azucares (g/L)123 257.6£10.2 207.5£14.9 1745458 141.1+4.6 236.6£16.1 193.319.0
Grado alcoholico (%vol.)123 15.3+0.6 12.3+0.9 9.94£0.3 8.1+0.3 13.1+#1.1  10.7+0.6
NFA (mg/L)123 189+30 21848 196119 236115 158+27 229+12
pH ()12 3.69+0.056 3.33+0.11 3.39+0.02 3.2840.04 3.56+0.07 3.49+0.02
Acético (g/L) 0.01+0.01  0.03+0.02 0.11+0.03 0.20+0.16 - -
Glicerol (g/L) 0.27+0.16  0.57+0.19 0.73+£0.11 0.60£0.30 - -
Glucoénico (g/L)? 0.15£0.11 0.44+0.22 1.06+£0.23 0.77+0.47 - -
Cu (mg/L)%3 9.6£2.11 526231 9.56+1.61 3.30+0.98 1.62+0.07 3.47+0.66

Los datos son la media de tres repeticiones = desviacién estdndar. NFA: nitrégeno facilmente
asimilable. * Los superindices " 2 y 3 indican que existen diferencias significativas (p < 0.05) entre
cultivo ecolégico y convencional para ese parametro en 2013, 2014 o 2015, respectivamente.

Por otra parte, cabe destacar que en campafias climatolégicamente desfavorables las
diferencias entre sistemas de cultivo se hicieron mds acusadas. Se debe mencionar que en la
campafia de 2014 los mostos de cultivo convencional presentaron el menor valor de
contenido en azucares. Esto se produjo, muy posiblemente, como consecuencia de la
vendimia temprana antes de que la uva se dafiara excesivamente; especialmente en la DO
Rias Baixas determin¢ que a fecha de vendimia no se alcanzara la madurez adecuada.
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Ademads, en 2014 se observaron diferencias significativas en el contenido de
glucénico, parametro indicativo del estado sanitario de las uvas, que fue mayor en el mosto
de origen ecolégico. Este resultado puede ser explicado por el ataque de enfermedades
fangicas en esa campafa (Blanco et al., 2016). Por otro lado, teniendo en cuenta todas las
DOs, en algunos mostos procedentes de cultivo ecolégico se encontré una menor
concentraciéon de acido malico que en los convencionales. Ademas de la produccién y el
estado de madurez, se puede relacionar la menor concentraciéon de acido malico de los
mostos ecolégicos, especialmente en 2013, debido a que las condiciones ambientales mas
calidas de este afio con respecto a los otros dos afios sucesivos afectaron a este sistema de
produccion. La disminucion de la concentracion de acido L-maélico es mayor en ambientes
calidos resultando en uvas en la cosecha que contienen un bajo contenido de acidez
titulable y alto pH. Los mostos Albarifio suelen presentar acidez elevada (Blanco et al.,
2013; Vilanova et al., 2005b). La alta acidez en las uvas también puede ser explicada por
temporadas inusualmente frias, suelos pobres, selecciéon de cultivares no 6ptimos o
précticas viticolas deficientes para la zona concreta de implantacién del vifiedo (Volschenk
et al., 2000).

Conforme al conjunto de resultados, podemos concluir que la composicién quimica
de los mostos en cultivo ecolégico y convencional dependi6 de la variedad de uva, de la
zona de cultivo y también de la campafia. Sin embargo, estas diferencias no se produjeron
en todos los casos. En general, se obtuvieron mayores valores para el contenido en aztcares
y en algunos casos también mayor acidez en los mostos de cultivo ecolégico, pero
mantuvieron una relacién aztcar/acidez equilibrada, debido probablemente a una menor
produccién (datos no mostrados; Blanco et al., 2014a, 2014b, 2014c y 2016).

4.1.5. Caracterizacion fenélica de uvas tintas de cultivo ecoldgico y convencional

Brancellao (DO Ribeiro)

Las uvas de la variedad Brancellao en la DO Ribeiro presentaron mayor IPT probable
en cultivo ecoldgico que en convencional en las campafias de 2013 y 2014, siendo estas
diferencias significativas el primer afio (Tabla 4.8). De igual forma, la concentracién de
antocianos (tanto totales como extraibles) fue superior en las uvas de produccion ecolégica,
aunque en ninguna de las campafias esas diferencias fueron significativas. También el
contenido de taninos fue maés alto en uvas de cultivo ecolégico en 2013, pero no en las otras
dos campafias.

El indice de madurez fenélica (IMF) fue ligeramente superior en cultivo convencional
los tres afios. Este indice esta relacionado con la facilidad de extraccién de los antocianos y
con la madurez de los taninos. Por dltimo, el color probable estable (CPE) fue mayor en las
uvas de procedencia ecolégicas en todos los casos. El rango de valores de IPT obtenidos en
este estudio (37.2-48.5) se mantuvo en los valores descritos para Brancellao en estudios
previos en la DO Ribeiro (Rio Segade et al., 2008; Soto et al., 2012) incluso cuando se
tuvieron en cuenta uvas de distintas zonas, si bien el intervalo de valores en este ultimo
caso fue mas alto (44.3-62.3). Por lo tanto, se confirma la influencia de la variedad en el IPT
por encima de la zona y/o la campafia. En cuanto al contenido de antocianos en uva (entre

David Castrillo Cachon, 2018 118



Estudio de la diversidad de levaduras en uva de cultivo ecologico y convencional en Galicia: patrones biogeogrificos e
influencia en las caracteristicas quimicas y sensoriales del vino

1079-1466 mg/L) fue mas alto que el descrito en otros estudios (< 620 mg/kg uva en la DO
Ribeiro; 729 mg/kg uva en otras zonas) (Rio Segade et al., 2008; Soto et al., 2012).

Tabla 4.8. Parametros de color en uva de la variedad Brancellao procedente de cultivo ecolégico y

convencional en la DO Ribeiro durante las campanas 2013, 2014 y 2015.

, Ecologico Convencional Sig.*
Parametro 8 2013 8
IPT probables 48.5+2.2 38.4+3.7
Antocianos en uva (mg/L) 1466.40+291.41 1078.80+256.06 n.s.
Antocianos extraibles 554.85+97.49 475.24+78.26

n. s.
(mg/L)
Taninos (g/L) 1.29+0.05 1.05+0.08
Indice de madurez (IMF) 2.3104 2.540.7 n.s.
CPE 13.68+0.61 9.73+1.12

2014

IPT probables 39.543.9 37.244.42 n.s.
Antocianos en uva (mg/L) 1250.17+342.86 1140.40+347.19 n.s.
Antocianos extraibles 526.11+105.97 500.18+97.38

n. s.
(mg/L)
Taninos (g/L) 1.07+0.09 1.02+0.11 n.
Indice de madurez (IMF) 2.240.3 2.4+0.5 n
CPE 12.19+£1.52 10.47+2.07 n.

2015

IPT probables 41.7+8.0 46.8+5.2 n.s.
Antocianos en uva (mg/L) 1431.60+521.33 1462.50+185.92 n.s.
Antocianos extraibles 582.76+157.78 561.72+54.12

n. s.
(mg/L)
Taninos (g/L) 1.10£0.20 1.23+0.11 n. s.
Indice de madurez (IMF) 2.1+0.4 2.240.2 n.s.
CPE 12.20+2.82 10.46+0.53 n.s.

Los datos son la media de tres repeticiones * desviacion estdndar. * Indica diferencias significativas
a p <0.05; n. s. indica que no hay diferencias significativas.

Mencia (DO Ribeira Sacra)

En la DO Ribeira Sacra la uva Mencia de cultivo convencional presenté valores mas
altos en los parametros de color que la ecolégica, aunque las diferencias entre ambas
modalidades de cultivo no fueron significativas (Tabla 4.9). El contenido de antocianos, asi
como el IPT fueron superiores a los descritos para uva Mencia en la DO Ribeiro; sin
embargo, los valores de antocianos extraibles fueron similares y también los de IPT
coincidian con los encontrados en vino (Rio Segade et al., 2008; Soto et al., 2012). La
prediccion del color (CPE) de los vinos es superior a la intensidad encontrada para esta
variedad bajo distintas técnicas de vinificaciéon (Soto et al., 2012).

Mencia (DO Monterrei)

A diferencia de lo ocurrido en la DO Ribeira Sacra, la uva Mencia de cultivo
ecolégico en la DO Monterrei presenté mayor contenido de compuestos fenélicos y CPE
que la de cultivo convencional (Tabla 4.10). Estas diferencias fueron significativas en las
dos campafias (excepto el CPE de 2013). El CPE también fue mas alto en la Mencia de la
DO Monterrei que en la DO Ribeira Sacra en el cultivo ecolégico. Los datos obtenidos para
la uva ecolégica se aproximaron a los encontrados en la Mencia de la DO Ribeira Sacra.

David Castrillo Cachon, 2018 119



Resultados y discusion

Tabla 4.9. Parametros de color en uva de la variedad Mencia procedente de cultivo ecolégico y
convencional en la DO Ribeira Sacra durante las campafias 2013, 2014 y 2015.

, Ecolégico Convencional Sig.*
Parametro & 2013 8
IPT probables 42.34+6.70 48.7616.07 n.s.
Antocianos en uva (mg/L) 1766.80+£391.17  1888.40+253.96 n.s.
Antocianos extraibles (mg/L) 722.88+115.56 714.59+64.94 n.s.
Taninos (g/L) 1.1440.16 1.2940.15 n.s.
Indice de madurez (IMF) 1.63+0.12 1.73+0.07 n.s.
CPE 13.88+2.75 15.79+2.06 n.s.

2014
IPT probables 42.52+2.30 43.51+0.84 n.s.
Antocianos en uva (mg/L) 1747.60+131.84 1902.00+43.80 n.s.
Antocianos extraibles (mg/L) 706.34+48.77 770.38+17.15 n.s.
Taninos (g/L) 1.15+ 0.06 1.17+0.02 n.s.
Indice de madurez (IMF) 1.63+0.07 1.54+0.03 n.s.
CPE 13.30£1.35 14.15+0.52 n.s.

2015
IPT probables 43.29+6.81 47.61£2.89 n.s.
Antocianos en uva (mg/L) 1799.15£309.78  2009.95+17.36 n.s.
Antocianos extraibles (mg/L) 724.14+85.25 780.95+32.59 n.s.
Taninos (g/L) 1.16£0.15 1.23+0.06 n.s.
Indice de madurez (IMF) 1.62+0.06 1.59+0.10 n.s.
CPE 11.65£1.10 12.52+0.14 n.s.

Los datos son la media de tres repeticiones * desviacion estdndar. * Indica diferencias significativas
a p <0.05; n. s. indica que no hay diferencias significativas.

Tabla 4.10. Parametros de color en uva de la variedad Mencia procedente de cultivo ecolégico y
convencional en la DO Monterrei durante las campafias 2013 y 2015.

, Ecolégico Convencional Sig.*
Parametro 8 2013 8
IPT probables 55.59+4.37 40.99+4.02 *
Antocianos en uva (mg/L) 2197.20£172.00 1316.40+276.00 *
Antocianos extraibles (mg/L) 794.24+42.73 539.04+80.23 *
Taninos (g/L) 1.47+0.11 1.11+0.09 *
Indice de madurez (IMF) 1.69+0.04 2.1540.25 *
CPE 16.62+1.62 12.7242.46 n.s.

2015
IPT probables 45.21+4.16 36.65+1.53 *
Antocianos en uva (mg/L) 1753.534+211.22 1334.35+14.32 *
Antocianos extraibles (mg/L) 684.42+60.82 572.54+6.78 *
Taninos (g/L) 1.20£0.10 1.00£0.00 *
Indice de madurez (IMF) 1.74+0.08 1.86+0.06 n.s.
CPE 12.1241.13 9.38+0.28 *

Los datos son la media de tres repeticiones + desviacion estandar. * Indica diferencias significativas
a p <0.05; n. s. indica que no hay diferencias significativas.

La uva de origen convencional presenté una riqueza fendlica mds préxima a la
presentada por esta variedad en la DO Ribeiro (Soto el al., 2012). Otros autores también
encontraron mas polifenoles totales en vino ecolégico que en convencional (Martin y
Rasmussen, 2011; Tassoni et al., 2014).
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El IMF fue menor en ecolégico, aunque en ambos casos (IMF < 2.0) indic6 una buena
extractabilidad de los antocianos y la presencia de taninos maduros en la uva.

Tabla 4.11. Pardmetros de color en uva de las variedades Brancellao y Mencia procedente de
distintas Denominaciones de Origen en las campafias 2013 a 2015.

Pardmetro Brancellao Mencia Mencia
DO Ribeiro DO Ribeira Sacra DO Monterrei

IPT probables 42.05 44.67 44.61
Antocianos en uva (mg/L) 1306.21% a /ajac ~ 1852.32"b/ac/b  1650.37* ab/bc/be
Antocianos extraibles (mg/L) 533.49 736.55 647.56
Taninos (g/L) 113 1.19 1.19
Indice de madurez (IMF) 2.7 1.62 1.86

CPE 11.46 13.55 12.71

Los datos son la media de los tres afios de muestreo para cada variedad y DO. * Indica diferencias
significativas entre muestras ecoldgicas y convencionales separadamente y entre todos los datos de
ambos sistemas de cultivo conjuntamente (ANOVA; p < 0.05). Diferentes letras indican diferencias
significativas entre grupos en el sistema de cultivo (convencional /ecol6gico /ambos sistemas).

Considerando los tres afios de muestreo para cada una de las variedades y zonas los
resultados obtenidos en este estudio confirman que la riqueza fenélica esta ligada a la
variedad (Tabla 4.11). Asi, Brancellao present6 un IPT y CPE maés bajos y menor contenido
de antocianos y taninos que Mencia. A su vez, dentro de la variedad Mencia se comprobo
que la concentracion de antocianos y CPE fue mas elevada en las uvas de la DO Ribeira
Sacra que en las de la DO Monterrei, indicando un efecto de la zona. También se observé
que hubo diferencias significativas entre antocianos de las muestras ecoldgicas y
convencionales separadamente y entre todos los datos de ambos sistemas de cultivo
conjuntamente para los tres afios (ANOVA; p < 0.05). Diversos estudios apoyan nuestros
resultados demostrando que las variaciones debidas a estos factores son menos
importantes que las existentes entre las distintas variedades de uva (Romero-Cascales et al.,
2005). Otros estudios realizados con distintas variedades tintas gallegas confirman la
influencia de los distintos factores, incluida la propia variedad, en su madurez tecnolégica
y fendlica (Letaief et al., 2007; Rio Segade et al., 2008 y 2009; Soto et al., 2012).

Ademés de a las cualidades saludables (cardiovasculares y anticancerigenas) y
sensoriales (amargura y astringencia) de los vinos, los polifenoles contribuyen a la
resistencia a los patégenos debido a esta potente astringencia y su funcién como fitoalexina
(Martin y Rasmussen, 2011). Algunos autores mostraron una mayor concentraciéon de
polifenoles totales, particularmente la concentracién de resveratrol, para los mostos
ecolégicos en comparacion con los de la convencional (Vinkovié Vréek et al., 2011; Martin y
Rasmussen, 2011). La mayor formacion de compuestos fenélicos durante la maduracién en
las cepas de produccion ecolégica puede ser explicada porque suelen tener un periodo de
maduracién maés largo en comparaciéon con las de cultivo convencional, debido a la
liberacién més lenta de los nutrientes suministrados en su produccién (Brandt y Melgaard,
2001; Laureati et al., 2014). Sin embargo, ademas de las practicas culturales y la variedad, la
riqueza fendlica de las uvas depende de muchos factores como las condiciones climéticas e
hidricas de la planta y las caracteristicas del suelo (Cacho et al., 1992; Gil y Yuste, 2004). La
riqueza fendlica de la uva condiciona la composiciéon del vino y la evolucién del color
durante el proceso de crianza y envejecimiento.
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Para que un vino tinto pueda someterse a crianza debe tener un IPT y unas
concentraciones minimas de antocianos y taninos. Los valores medios obtenidos para
Brancellao y Mencia en los tres afios indican que el IPT superé el minimo aconsejable (40),
aunque en ambos casos estd muy por debajo del valor éptimo (> 60). El contenido de
taninos estd por debajo de los valores aconsejables (2), mientras que el de antocianos
extraibles supera el minimo (400) pero tampoco alcanza el valor éptimo (> 800) para
someter vinos derivados de estas variedades a envejecimiento (Gonzédlez-Neves et al.,
2010). Sin embargo, estudios previos realizados en EVEGA han puesto de manifiesto que
otras variedades tintas gallegas como Sousén o Ferrén si retnen los requisitos exigidos
para crianza (Rio Segade et al., 2008 y 2009; Soto et al., 2012) por tanto, Mencia y Brancellao
podrian utilizarse en mezclas con otras variedades mas adecuadas aportando complejidad
al vino envejecido.

Teniendo en cuenta todos los resultados en conjunto se puede afirmar que el sistema
de cultivo y la variedad influyeron en la concentracién de compuestos fendlicos, aunque
tuvo una mayor influencia la regién o DO, mientras que el afio no tuvo una influencia
significativa.

4.2. Diversidad de levaduras en uva, mosto y fermentacion: influencia del sistema de produccion

La influencia del sistema de cultivo (ecolégico y convencional) sobre la poblacién de
levaduras se evalu6 a nivel cuantitativo y cualitativo en mostos y bayas de uva.

4.2.1. Influencia del sistema de cultivo en la poblacion de levaduras en mostos: evaluacion
cuantitatioa

Los resultados del efecto del sistema de produccién aplicado en el cultivo del vifiedo
sobre la poblacién de levaduras viables en mosto obtenidos para cada DO y variedad a
nivel cuantitativo se presentan en la Figura 4.1 hasta la Figura 4.7. Los datos mostrados son
la media de tres repeticiones + desviacién estandar. En general, los mostos procedentes de
cultivo ecolégico presentaron mayor cantidad de levaduras viables que los de origen
convencional, con algunas excepciones como en el afio 2013 en la DO Ribeiro, aunque no
siempre esas diferencias fueron estadisticamente significativas. Los valores observados
variaron entre 10° y 107, similares a los recuentos tipicos para el mosto de uva fresca (104
10¢) (Bagheri et al., 2015; Combina et al., 2005; Zott et al., 2008).

En la DO Rias Baixas, se encontraron diferencias significativas en la cantidad de
levaduras del mosto de la variedad Albarifio en las campanas 2014 y 2015 (Figura 4.1), que
fue mayor en las muestras ecolégicas; sin embargo, en 2013 la poblacién fue similar en los
mostos de ambos sistemas de producciéon. Los mostos de la variedad Treixadura de esta
DO siguieron la misma tendencia, aunque en este caso las diferencias no fueron
significativas (Figura 4.2). Incluso, en 2013, en el mosto convencional de Treixadura se
obtuvo un namero més alto de levaduras que en el ecolégico.
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Figura 4.1. Cuantificacién de la poblacién de levaduras en mostos de Albarifio de cultivo ecolégico
(Eco) y convencional (Con) en la DO Rias Baixas en las campafias 2013, 2014 y 2015. * Indica
diferencias significativas (p < 0.05) entre sistemas de produccién para esa vendimia.
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Figura 4.2. Cuantificacién de la poblaciéon de levaduras en mostos de Treixadura de cultivo
ecolégico (Eco) y convencional (Con) en la DO Rias Baixas en las camparias 2013, 2014 y 2015.

En la DO Ribeiro los datos mostraron lo contrario: la poblacién de levaduras fue mas
alta en los mostos convencionales en 2014 y 2015, aunque estas diferencias no fueron

estadisticamente significativas para ninguna de las variedades ni campafias muestreadas
(Figura 4.3 y Figura 4.4).
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Figura 4.3. Cuantificacién de la poblaciéon de levaduras en mostos de Treixadura de cultivo
ecologico (Eco) y convencional (Con) en la DO Ribeiro en las campafas 2013, 2014 y 2015.

El nimero de levaduras en la DO Ribeiro fue mas bajo que en la DO Rias Baixas en
las tres campafias. Por vendimias, en ambos casos la poblacién de levaduras fue mayor en
2014, cuando las condiciones climatoldgicas fueron adversas y, en consecuencia, el estado
sanitario de las uvas fue peor. En 2013 la poblacién fue mayor en mosto ecolégico.
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Figura 4.4. Cuantificacion de la poblacion de levaduras en mostos de Brancellao de cultivo ecolégico
(Eco) y convencional (Con) en la DO Ribeiro en las campanas 2013, 2014 y 2015.

En la DO Monterrei los mostos ecolégicos de la variedad Treixadura presentaron
mayor numero de levaduras que los convencionales en las tres vendimias, siendo las
diferencias significativas en 2014 (Figura 4.5). Se observ6 un comportamiento similar en los
mostos de Treixadura de la DO Ribeiro en 2013 (Figura 4.3) y de la DO Rias Baixas en 2014
y 2015 (Figura 4.2). Ademads, se obtuvieron niveles mas altos de la poblacion de levaduras
también en la campafia de 2014, probablemente debido a las condiciones climéticas
adversas durante la cosecha que afectaron al estado sanitario de las uvas.
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Figura 4.5. Cuantificaciéon de la poblacién de levaduras en mostos de Treixadura de cultivo
ecolégico (Eco) y convencional (Con) en la DO Monterrei en las campaiias 2013, 2014 y 2015. * Indica
diferencias significativas (p < 0.05) entre sistemas de produccién para esa vendimia.

La variedad tinta Mencia mostré mayor poblacion de levaduras en el mosto ecolégico
que en el convencional en 2015, pero no en 2013, en ambos casos de forma significativa
(Figura 4.6). Los valores obtenidos para los dos afios fueron similares a los encontrados
para la misma variedad en la DO Ribeira Sacra (Figura 4.7). Sin embargo, comparada con la
variedad Treixadura de esta DO Monterrei, la poblaciéon de levaduras de los mostos de
Mencia fue superior en 2015 y en los mostos convencionales de 2013, pero similar en los
ecologicos de este altimo afio (Figura 4.5).

Finalmente, en los mostos ecolégicos de Mencia de la DO Ribeira Sacra también se
observé un mayor ntimero de levaduras viables con respecto a los convencionales en 2014
y 2015, éste ultimo de forma significativa. En 2013 la poblaciéon de levaduras fue mayor en
los mostos de Mencia convencional (Figura 4.7).
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Figura 4.6. Cuantificacion de la poblacion de levaduras en mostos de Mencia de cultivo ecolégico
(Eco) y convencional (Con) en la DO Monterrei en las campafas 2013 y 2015. * Indica diferencias
significativas para esa vendimia.
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Figura 4.7. Cuantificacion de la poblacién de levaduras en mostos de Mencia de cultivo ecolégico
(Eco) y convencional (Con) en la DO Ribeira Sacra en las campafias 2013, 2014, y 2015. * Indica
diferencias significativas (p < 0.05) entre sistemas de produccién para esa vendimia.

Estos resultados confirman que la mayoria de las muestras de cultivo ecolégico
presentaron una mayor cantidad de levaduras viables que las convencionales, en
concordancia con los datos publicados previamente por otros autores (Comitini y Ciani,
2008; Martins et al., 2014). En contraste, otros estudios encontraron valores mas bajos para
la poblacion de levadura en producciéon biodindmica y en vifiedos ecoldgicos en
comparaciéon con los tradicionales (Guzzon et al.,, 2015 Milanovi¢ et al., 2013). La
produccién biodindmica puede ser englobada en el conjunto de la produccion ecolégica ya
que, a pesar de las condiciones maés restrictivas impuestas por la certificadora privada
Demeter, sus précticas estan permitidas y son compatibles con la legislaciéon europea en
materia de produccién ecoldgica (Reglamentos CE 2007 y 2008 y UE 2018). En un estudio
comparativo entre mosto ecolégico y biodindmico, Patrignani et al. (2017) encontraron
valores de no-Saccharomyces inferiores a los nuestros en mostos ecoldgicos (3-4 log
UFC/mL) alos 3 dias de fermentacién espontdnea.

La poblacion de levaduras oscila a lo largo de las etapas de maduracion de la uva y
también depende de su estado sanitario (Martins et al., 2014; Renouf et al., 2005). De hecho,
la presencia de mayor cantidad de levaduras en las muestras de 2014 estuvo relacionada
con una climatologia desfavorable en épocas proximas a vendimia que ocasioné problemas
sanitarios en las uvas. En esas condiciones, aun cuando las uvas no estén visiblemente
dafiadas, hay un aumento en la disponibilidad de nutrientes en la superficie de la uva; por
lo tanto, se favorece la proliferacién de microorganismos (Combina et al., 2005).
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4.2.2. Influencia del sistema de cultivo en la riqueza de especies de levadura

A nivel cualitativo, se identificaron las diferentes especies de levadura presentes en
cada muestra. En total se identificaron 46 especies distintas (pertenecientes a 22 géneros):
40 en mosto y uvas conjuntamente (m+u), 38 en mosto (m), 24 en uvas (u), 4 diferentes
exclusivamente en la Fi y 2 mas solo en la Ff de la fermentacion.

Los resultados mostraron que la diversidad de levaduras o riqueza total de especies
(S) fue mayor en las muestras de origen ecolégico que en las convencionales, tanto de uvas
como de mostos (Figura 4.8). Asi pues, se encontraron 38 especies (95.0% con respecto al
namero total de especies: 40) en muestras ecoldégicas en comparacion con 29 especies
(72.5%) identificadas en las convencionales. Es decir, la diversidad de levadura fue, en
términos generales, un 22.5% mads alta en cultivo ecolégico. Ademas, el nimero de especies
identificadas fue mayor en mosto que en uva, como también hallaron Jolly et al. (2003b).
Las especies de levadura presentes en cada muestra (especificando variedad de uva, DO,
sistema de produccién, afio y momento de la fermentacién) se indican en la Tabla 4.12.
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o 30 o
g 70%
g 2 60%
v 20 50%
';': 15 40‘37
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Figura 4.8. Riqueza global de especies de levaduras expresada como S (ntiimero de especies) y
porcentajes (%) en muestras ecolégicas y convencionales de uvas de 2015 (ul5), mostos de 2015
(m15) y mostos de todas las cosechas (mt). Las barras con relleno sélido representan dos valores: la
riqueza de especies, S, en el eje izquierdo y el % con respecto a la biodiversidad total de levaduras
(40 especies) en el eje derecho. Las barras con trama rayada muestran el porcentaje con respecto a su
grupo de muestras, también en el eje derecho.

Cuando se estudi6 la riqueza de especies en mosto y uva (campafia de 2015), la
biodiversidad fue un 27.3% mayor en produccion ecolégica, pero esta diferencia aumenté
hasta el 29.2% cuando solo se consideraron las uvas (21 especies en uva ecolégica y 14 en
convencional). Estas diferencias no fueron tan marcadas cuando se consideraron los mostos
de las tres cosechas conjuntamente, en las que se identificaron 31 especies de levaduras en
ecolégico, en comparaciéon con 27 especies encontradas en los convencionales (diferencia
del 10.5%) (Figura 4.8).
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Tabla 4.12. Presencia de las diferentes especies de levaduras encontradas en uva y mosto de las distintas DOs, afio, variedad y sistema de produccion.

DO Monterrei DO Ribeiro DO Ribeira Sacra DO Rias Baixas
Variedad— Treixadura Mencia Treixadura Brancellao Mencia Albarifio Treixadura
Produccién—|  Eco Con Eco Con Eco Con Eco Con Eco Con Eco Con Eco Con

Especie|, Cosecha—|13|14 |15 |13|14| 15 |13 |14| 15 |13| 15 [13|14|15|13|14 | 15 |13|14| 15 |13[14| 15 |13|14| 15 |13|14| 15 |13| 14| 15 |13|14| 15 |13|14| 15 [13|14| 15
Aureobasidium proteae um u m m m m u um u u
Aureobasidium pullulans m um|m|m|um|m um |m|um um um |m um|m| |um u m |m u |m um u (m u
Candida apicola m m|um|m m| m m
Candida bentonensis m
Candida californica mimi| m | i [mi m i m| m m| m
Candida oleophila mi| m i um m
Candida pimensis i
Candida pyralidae m
Candida cf. sorbosivorans m
Cryptococcus carnescens u u u m u
Cryptococcus laurentii umi m m
Cryptococcus stepposus u u m u u
Cryptococcus terrestris umi um u u
Cryptococcus af. victoriae u u u
Cryptococcus victoriae u um m
Cystofilobasidium macerans um m u
Debaryomyces hansenii m umi m um um i
Hanseniaspora clermontiae i
Hanseniaspora uvarum mi| mi | mi i |mif| m |mi|lumi|mi| mif |m|mf m mif| i |m|mi| mi |mijm| i |mi|mi|umi|mi/mijumi|mf|miflumi|mi| m jumi|m |[milumif/mi| mi lumif
Issatchenkia terricola m| m m|mi| i |if |mfl mi i|umi|i|mi| mi
Kluyveromyces dobzhanskii i
Lachancea thermotolerans mf|mif|mif|mf|mi mif| m |[umi|mi mfimimf| f | i |i|mi mi| i i
Metschnikowia pulcherrima mi| mi|mi|mijmi| m | m [mijumi|m jumi|m|mi|mi|m|mf| ui [mijmijumijm|m| i |m |mijumi|m [mijumi/mi|mi|um mijm|mi [mijmi| um |m |mif| um
Metschnikowia af. chrysoperlae i
Metschnikowia af. fructicola i i m i i m u i m m m
Meyerozyma guilliermondii mi| m mi m i if | i i m m mi i
Naganishia difluens m
Pichia kluyveri m |um |mijmi| i i | m m m|umi|i [mi| mi
Pichia kudriavzevii i if mf

u: uva; m: mosto; i: fases iniciales de la fermentacion; f: fase final de la fermentacion.
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Tabla 4.12 (Continuacién). Presencia de las diferentes especies de levaduras encontradas en uva y mosto de las distintas DOs, afio, variedad y sistema de

produccion.
DO Monterrei DO Ribeira Sacra DO Rias Baixas
Variedad— Mencia Treixadura
Produccion— Eco Con Con Eco Con
Especie|, Cosecha— |13 14| 15 |13| 14 |15 15 |13| 14 | 15 |13| 14 |15
Pichia membranifaciens m m i
Pichia sporocuriosa m

Rhodotorula graminis

Rhodotorula mucilaginosa

Rhodotorula nothofagi

Saccharomyces cerevisiae

if

=

Saccharomycodes ludwigii

Sporobolomyces ruberrimus

Starmerella bacillaris*

mi| mi mif | mi

i | mif |mif | m | mif|mi

Torulaspora delbrueckii

Wickerhamomyces anomalus™*

Zygoascus hellenicus/meyerae

Zygosaccharomyces bailii

Zygosaccharomyces bisporus

mi | umi m | m

B8|8|8

PCR430

PCR570

PCR700

Candida glabrata

* Sinénimo de Candida zemplinina; ** sinénimo de Pichia anomala. u: uva; m: mosto; i: fases iniciales de la fermentacion; f: fase final de la fermentacion.
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Figura 4.9. Riqueza de especies de levadura (S) en muestras de produccién ecolégica B y
convencional M en uva de 2015 (u15), mostos de 2013, 2014 y 2015 (m13, ml4 y mil5,
respectivamente) y mostos de todas las cosechas (mt) en diferentes variedades y DOs: A) Monterrei,
B) Ribeiro, C) Ribeira Sacra y D) Rias Baixas.

Sin embargo, cuando se compararon las muestras de cultivo ecolégico y convencional
teniendo en cuenta las diferentes variedades de uva y Denominaciones de Origen, se
encontraron algunas excepciones a esa tendencia general para la riqueza de especies en
mostos y uvas (Figura 4.9).

La mayor diversidad de levaduras se observé en las DOs Rias Baixas y Ribeira Sacra.
En contraste, en las DOs Ribeiro y Monterrei la diversidad de levaduras fue mucho menor.
En la DO Monterrei, los mostos ecolégicos de Treixadura presentaron mayor riqueza de
especies que los convencionales en 2013 y 2014, pero no en 2015 (Figura 4.9A). Por el
contrario, los mostos de la variedad Mencia mostraron un nimero mayor de especies de
levadura en el cultivo ecolégico en 2015. En cuanto a las uvas de la DO Monterrei, las
muestras ecoldgicas presentaron una mayor riqueza para ambas variedades. Cuando se

David Castrillo Cachon, 2018 129



Resultados y discusion

consideraron todas las muestras (mosto + uva) no se encontraron diferencias para la
variedad Treixadura, pero si en Mencia.

En la DO Ribeiro se observé la tendencia opuesta a las demas DOs, especialmente
para los mostos Treixadura (Figura 4.9B). La riqueza fue similar entre ambos sistemas de
cultivo (2014) o superior en muestras convencionales (2013 y 2015). Pese a ello, los mostos
de la variedad tinta Brancellao de esta DO mostraron una mayor riqueza en producciéon
ecologica en 2014 y 2015, pero no en 2013. En las muestras de uva ecolégica se identifico
una mayor cantidad de especies que en las convencionales en ambas variedades.

El mosto y las uvas de Mencia de la DO Ribeira Sacra mostraron una mayor riqueza
de especies de levadura en produccién ecoldgica, excepto en 2013 cuando no se
encontraron diferencias (Figura 4.9C) tal y como se describe para la misma variedad en la
DO Monterrei. No obstante, la riqueza total fue mayor para las muestras convencionales.

Finalmente, en la DO Rias Baixas, en la uva y el mosto se encontré igual o mayor
diversidad de especies de levaduras en las muestras procedentes del sistema de cultivo
ecologico, excepto en el mosto de Treixadura de 2013 (Figura 4.9D). En 2014 se observé la
misma riqueza en mostos ecolégicos que en convencionales en las dos variedades, como
también se describi6 anteriormente en Treixadura de la DO Ribeiro.

Ademés, los resultados mostraron que la mayor diversidad de levaduras en la DO
Rias Baixas se obtuvo con las variedades Albarifio y Treixadura en produccién ecolégica (S
= 19-20 especies; 47.5-50% de S total, respectivamente). Las muestras de Mencia de la DO
Ribeira Sacra también presentaron una alta riqueza de especies, pero similares en ambos
sistemas de cultivo (S = 16-17; 40-42.5% en muestras ecoldgicas y convencionales,
respectivamente). Sin embargo, en las muestras convencionales de la DO Rias Baixas, solo
se encontraron 10 y 14 especies en Albarifio y Treixadura (25% y 35%, respectivamente). En
la DO Monterrei se observaron diferencias entre las dos variedades muestreadas y el tipo
de produccién. Asi, en produccién ecoldgica la riqueza de especies de levadura fue 12 en
Mencia y 10 en Treixadura. No obstante, en el cultivo convencional, la diversidad fue
mayor en Treixadura (S = 10) que en Mencia (S = 8). Finalmente, los valores més bajos de
diversidad se observaron en la DO Ribeiro, siendo a su vez, mayores en la variedad tinta
Brancellao (S = 10) que en Treixadura ecolégica (S = 8), mientras que en cultivo
convencional se identificé el mismo ntimero de especies en ambas variedades (S = 9). Esta
riqueza de especies no varié excesivamente cuando se consideraron solo los datos de
mostos excluyendo la biodiversidad de las uvas. Unicamente en los mostos convencionales
de las dos variedades de la DO Ribeiro, S permaneci6 sin cambios. En el resto de mostos la
biodiversidad disminuy¢6 entre 1y 5 especies cuando solo se tuvieron en cuenta los mostos.

Por otro lado, en algunas variedades como por ejemplo Albarifio, la riqueza de
especies identificada durante los tres afos (mt) fue muy superior a la media de los tres afios
lo que sugiere que la diversidad de especies varia con la campania. Esto puede influir en la
tipicidad del vino a nivel de afiada tal como apuntaron Bokulich et al. (2014).

La influencia de los sistemas de cultivo (biodinamicos, ecoldgicos, convencionales
y/o integrados) sobre la poblacién de levaduras (riqueza y frecuencia de las especies) se ha
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abordado en diferentes areas viticolas. Los resultados obtenidos variaron entre ellos y
algunas veces fueron contradictorios.

En cuanto a la mayor diversidad de levaduras observada en este estudio, nuestros
datos coinciden con los descritos en cultivo ecolégico para otros vifiedos en Espafia
(Madrid) (Cordero-Bueso et al., 2011; Tello et al., 2011). De manera similar, también se ha
descrito una mayor diversidad en los vifiedos biodindmicos que en los vifiedos
convencionales e integrados en Sudafrica (Bagheri et al., 2015; Setati et al., 2012 y 2015). Las
metodologias moleculares mas robustas permitieron no solo la discriminaciéon entre las
practicas agricolas, sino también establecer una fluctuacion espacial dentro de un vifiedo
(Setati et al., 2012). En cuanto a estudios realizados en Francia, Martins et al. (2014)
confirmaron que los recuentos microbianos fueron mas altos en las uvas de cultivo
ecologico. Por otro lado, Comitini y Ciani (2008) en Italia demostraron que los efectos de
los tratamientos fungicidas organicos (convencionales) aplicados en las uvas durante la
maduracién causan una reduccion dréstica en la poblacién y diversidad de levaduras. En
contraste, Grangeteau et al. (2017a) en Francia y Milanovi¢ et al. (2013) en Italia observaron
que la proteccion del cultivo ecolégico mediante plaguicidas de amplio espectro de origen
natural como el cobre (permitido y ampliamente utilizado como fungicida en la viticultura
ecologica junto con el azufre), podrian conducir a una menor diversidad de levaduras en
las bayas en comparacion con la proteccion convencional. Esta disminucién de la
diversidad de levaduras en las bayas también podria ser debida al uso de dosis altas de
fungicidas inorganicos.

La diferencia en la riqueza de especies entre sistemas de cultivo podria explicarse no
solo por accién directa del fungicida, sino también por posibles interacciones entre
microorganismos, ya que la presencia de ciertos hongos puede promover o inhibir el
crecimiento de algunos géneros de levaduras (Angioni et al., 2007; Oro et al., 2014; Schmid
et al., 2011; Sipiczki, 2016). Ademas, dichos microorganismos interactdan con los 6rganos
de la planta y pueden influir en su nutricion, en el desarrollo, en la productividad y en las
respuestas al estrés (Bacon y White, 2016; Barata el al., 2012; Renouf et al., 2005). Sin
embargo, otras investigaciones mostraron que algunos fungicidas tuvieron un impacto
menor en la composicion de las comunidades de levaduras asociadas con las bayas de uva
puesto que fue posible la colonizacién con levaduras después del intervalo de seguridad
(Cadez et al., 2010; Coppola et al., 2011). Incluso, en algunos estudios, no se encontraron
diferencias en la diversidad microbiana entre los vifiedos biodindmicos y tradicionales, que
parecia estar mds relacionada con la variedad de uva que con las practicas agronémicas
(Guzzon et al., 2015).

Por tanto, nuestros resultados pusieron de manifiesto que el impacto de las practicas
de cultivo fue relevante en la diversidad de levaduras, en particular cuando se considera
que las muestras procedian de vifiedos vecinos similares y recogidas al mismo tiempo.

4.2.3. Diversidad de levaduras a nivel cualitativo: presencia de las distintas especies

Las especies identificadas en este estudio se conservaron en la colecciéon de levaduras
de la EVEGA. Tres aislados no pudieron ser caracterizados completamente; pero su perfil
genético de rRNA ITS-5.8S permiti6 su diferenciacion de las demas especies de la coleccion.
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No fue posible secuenciarlos para confirmar su identidad debido a su baja viabilidad
en los medios de laboratorio.

4.2.3.1. Diversidad de especies en mosto y uva

Las especies mayoritarias en todas las muestras de uva y mosto fueron
Aureobasidium spp., Metschnikowia spp., H. uvarum y Cryptococcus spp. Metschnikowia spp.
fue el género mas ampliamente distribuido en los mostos y, en menor medida, en las uvas
de produccion ecoldgica y convencional. Dentro del género Aureobasidium la especie més
importante por frecuencia de apariciéon fue A. pullulans y, en mucha menor proporcién,
Aureobasidium proteae. De igual forma, la especie mas frecuente del género Metschnikowia
fue M. pulcherrima y, en menor medida, Metschnikowia af. fructicola.

La poblacién de levaduras en uva, tanto en el cultivo ecolégico como convencional,
estuvo dominada por el hongo-levadura ascomiceto Aureobasidium spp. (A. pullulans y A.
proteae) y por levaduras basidiomicetos de los géneros Cryptococcus, Rhodotorula y
Sporobolomyces. Estas especies, que fueron mas abundantes en uvas que en mostos, se han
descrito como microbiota dominante en ambos sistemas de cultivo asociada a las uvas
sanas cosechadas después del envero y presentes en algunas partes verdes de la vid
(Bagheri et al., 2015; Barata et al., 2012; Grangeteau et al., 2017a; Martins et al., 2014;
Nemcova et al., 2015; Renouf et al., 2005; Setati et al., 2012). Todas ellas son levaduras
oxidativas irrelevantes desde el punto de vista tecnolégico (no tienen un efecto negativo en
el vino) y estdn mas relacionadas con enfermedades de origen fungico e interrelaciones
microbianas. Aunque, curiosamente, Verginer et al. (2010) atribuyeron componentes tipicos
detectados como producidos por A. pullulans que afectaron al sabor del vino, lo que podria
explicar evaluaciones de diferenciacion positivas en vinos ecolégicos (Martin y Rasmussen,
2011; Pagliarini et al., 2013; Schmid et al., 2011). Las especies del género Cryptococcus se
identificaron principalmente en muestras de uva ecolégica. No obstante, algunas de ellas se
aislaron de mostos convencionales.

H. uvarum estuvo presente en casi todas las muestras de mosto; sin embargo, en uva,
se detecté mayoritariamente en dos DOs (Tabla 4.12). Particularmente H. uvarum es una
levadura predominante en mostos y estados iniciales de la fermentacién (Jolly et al., 2014;
Pretorius, 2000). Patrignani et al. (2017) encontraron H. uvarum en una elevada proporcion
(84-90%) en muestras de produccién ecolégica-biodindmica. Metschnikowia spp. también
aparece comuinmente, aunque en menor proporcion (Bagheri et al., 2015; Setati et al., 2015;
Suzzi et al.,, 2012; Zott et al.,, 2008). No obstante, las especies de levaduras débilmente
fermentativas H. uvarum y Metschnikowia spp. también se identificaron en muestras de uvas
en una alta proporcion (hasta 42%). Estas especies se han asociado a uvas maduras o
dafiadas (Drumonde-Neves et al., 2017; Garofalo et al.,, 2016; Guzzon et al., 2014;
Prakitchaiwattana et al., 2004; Sipiczki, 2016). Especies del género Candida y Starm.
bacillaris, (antes C. zemplinina) también se han descrito con una cierta predominancia en
uvas y mostos (Jolly et al., 2014; Setati et al., 2015; Zott et al., 2008). Patrignani et al. (2017)
encontraron Starm. bacillaris, en proporciones < 5-10% en muestras de produccién
biodindmica-ecolégica dominadas por H. uvarum. No obstante, en nuestro estudio no se
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identificé Starm. bacillaris en las muestras de uva en ambos sistemas de cultivo. P. kluyveri
se encontré mayoritariamente en mostos también en ambos sistemas de cultivo.

El sistema de cultivo también afect6é a la distribucién de especies minoritarias de
levadura. Cryptococcus victoriae en 2015 y D. hansenii en 2013 y 2015 se identificaron casi
Unicamente en muestras ecoldgicas, mayoritariamente en mostos (Tabla 4.12). Candida
apicola, Candida oleophila, I. terricola, Lachancea thermotolerans, Z. hellenicus/meyerae y
Zygosaccharomyces bisporus aparecieron principalmente en muestras ecolégicas. Otras
especies minoritarias oxidativas y/o débilmente fermentativas como Candida bentonensis,
Candida pyralidae, Candida cf. sorbosivorans, Naganishia difluens, Pichia kudriavzevii, Pichia
sporocuriosa, Rhodotorula mucilaginosa, Zy. bailii y la especie PCR430 se aislaron siempre en
muestras de mosto ecolégico, aunque en una tnica cosecha (pudiendo aparecer en varias
muestras, pero del mismo afio, variedad y DO).

En cuanto a las muestras convencionales las especies Cryptococcus carnescens,
Cryptococcus laurentii, Cryptococcus stepposus y Rhodotorula graminis predominaron en este
sistema de cultivo. T. delbrueckii y la especie PCR700, se aislaron solo en una tinica muestra
de mosto convencional. Algunas especies como T. delbrueckii que no fueron recuperadas
por métodos basados en cultivo suponian el 15.9% de la poblacién en un estudio similar
mediante secuenciacién directa (Setati et al., 2015). Esto explicaria que algunas especies de
relevancia enoldgica no se desarrollen favorablemente en las condiciones y medios clasicos
de laboratorio cuando se encuentran en proporcién limitada e, incluso, que aparezcan tras
el inicio de la fermentacion. En especies de otros géneros como Rhodotorula ocurrié lo
contrario, las identificaron mediante métodos cldsicos, pero no con secuenciacién masiva.
Tello et al. (2011), utilizando la misma metodologia que en nuestro estudio encontraron
especies como T. delbrueckii, R. mucilaginosa y L. thermotolerans en proporciones
considerables (3-11%). Las razones para estas discrepancias podrian diferir de una especie
a otra debido a sesgos de extraccién de ADN, amplificacion de PCR, mejor cultivabilidad y
crecimiento rdpido para algunas especies, etc.

Otras especies como Candida californica, Cryptococcus terrestris, Cystofilobasidium
macerans (estado sexual anamorfico de Cryptococcus macerans), Rhodotorula nothofagi y
Sporobolomyces ruberrimus se detectaron en uvas y/o mostos distribuidos de forma
esporadica, sin un patréon definido en cuanto al sistema de cultivo. Por otro lado,
Cryptococcus af. victoriae y Sp. ruberrimus solo se aislaron en uvas y, ademads, esta tltima
especie se aisl6 solo en 2015 en Treixadura ecoldgica de dos DOs.

Nuestros datos demuestran que las levaduras Ascomycota son dominantes en el
micobioma del mosto. Este argumento es coherente con las investigaciones de otros autores
como Bokulich et al. (2014) en California (U.S.A.), Setati et al. (2015) en Stellenbosh
(Sudafrica) y también con estudios que han demostrado que los hongos endéfitos de la vid
comprenden principalmente hongos ascomicetos, mientras que la comunidad epifitica
dominada por basidiomicetos en las bayas cambia a una comunidad dominada por
ascomicetos en plena madurez (Prakitchaiwattana et al., 2004; Renouf et al., 2005 y 2007a).
Cabe mencionar, ademds, que nuestros resultados no coincidieron con los descritos por
Grangeteau et al. (2017a) en los que especies Basidiomycota se asociaron principalmente
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con cultivo ecolégico, y levaduras Ascomycota como Saccharomyces, Metschnikowia y
Hanseniaspora se asociaron con la proteccién convencional.

Por otra parte, nuestros resultados confirmaron que la principal levadura del vino
presente en las bodegas y durante la fermentacién, S. cerevisiae, fue raramente aislada en
uvas y mostos de ambos sistemas de cultivo. S. cerevisiae se encontré sélo en tres muestras
de mosto convencional en 2014 y en dos muestras de uva tinta (ecolégica y convencional)
de 2015. Es un hecho ampliamente descrito que S. cerevisize aparece con muy baja
frecuencia en las uvas (10-102 UFC/g de uva o menos) y se encuentra raramente en bayas
sanas (Bagheri et al., 2015; Fleet, 2003). Estas observaciones son la base de una gran
controversia sobre su origen en la elaboracion del vino (Martini et al., 2003; Mortimer y
Polsinelli, 1999).

Por ultimo, hay que decir que algunas especies de los géneros Candida, Pichia e
Issatchenkin comunes en uvas y mostos tienen la capacidad de originar sabores
desagradables en vino. Pese a ello, se puede prevenir su actividad con buenas practicas de
elaboraciéon (Barata et al., 2012; Loureiro y Malfeito-Ferreira, 2003). Patrignani et al. (2017),
también detectaron P. kluyveri e 1. terricola como una de las principales especies en
fermentaciones espontaneas de mosto ecolégico, aunque su proporcién fue inferior al 5%.
Sin embargo, algunas cepas de I. terricola podrian ser importantes ya que secretan una
glucosidasa extracelular que aumenta la cantidad de monoterpenoles durante la
vinificacion (Capozzi et al., 2015; Gonzalez-Pombo et al., 2011). Ademds, casi no
aparecieron otras levaduras tipicamente relacionadas con defectos en el vino como
Brettanomyces, ~ Kluyveromyces, — Saccharomycodes,  Schizosaccharomyces, — Torulaspora 'y
Zygosaccharomyces (Du Toit y Pretorius, 2000; Romano et al., 2003), ni en uvas, ni en mostos,
ni durante la fermentacién (apartado 4.2.3.2). En este sentido se identificaron solo tres
especies con mayor actividad fermentativa consideradas alterantes del vino (Barata et al.,
2012): P. kluyveri, Z. hellenicus/meyerae y Zygosaccharomyces spp. en solo algunas muestras
principalmente en uvas ecoldgicas. Zy. bailii es tecnolégicamente relevante debido a su
capacidad de formacién de sedimentos y turbidez (Barata et al.,, 2012), pero solo se
identificoé en una muestra de mosto ecolégico y dos muestras en la fase inicial de la
fermentacion. Esto afianza la posibilidad de realizar fermentaciones espontaneas.

4.2.3.2. Diversidad de especies en las fases inicial (Fi) y final (Ff) de la fermentacion

Durante la fermentacion inicial de los mostos se encontré una riqueza de especies en
torno a la mitad de la riqueza total de especies identificadas. H. uvarum y Metschnikowia
spp. también fueron las especies mayoritarias en las fases iniciales en casi todas las
cosechas, variedades, DOs y sistemas de produccion. Candida spp., Starm. bacillaris y P.
kluyveri aparecieron en las DOs Ribeira Sacra y Rias Baixas, I. terricola y Z. hellenicus/meyerae
solo en la DO Rias Baixas, Zygosaccharomyces spp. principalmente en la DO Ribeira Sacra.
Sin embargo, L. thermotolerans, Cr. victoriae y Cr. carnescens estuvieron ligadas a las DOs
Monterrei y Ribeiro mientras que Cr. laurentii se encontré exclusivamente en la DO Ribeiro.
M. af. fructicola y Meyerozyma guilliermondii se encontraron en varias DOs. C. californica se
identificé en 2013 y 2014 en la Fi de las fermentaciones ecolégicas y convencionales en la
variedad Mencia de la DO Ribeira Sacra, y esporadicamente en 2014 en la variedad
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convencional Albarifio de la DO Rias Baixas. Del mismo modo, otras especies se aislaron
solo una o dos veces en la Fi (ademas de aparecer en uvas y/o mostos), en la produccién
ecolégica: C. oleophila, R. mucilaginosa, Z. hellenicus/meyerae, Zy. bailii y Zy. bisporus; y en una
proporciéon similar en la producciéon convencional: C. oleophila, P. membranifaciens, Cr.
laurentii, Cr. terrestris, D. hansenii, Z. hellenicus/meyerae y Zy. bisporus. Cabe mencionar que,
en particular, Z. hellenicus, I. terricola y P. kudriavzevii (Issatchenkia kudriavzevii) se pueden
considerar indicadores cimoldgicos de la podredumbre acida segtn Barata et al. (2012).

Como se esperaba, observamos una correspondencia logica entre las muestras
encontradas en la fase de fermentacioén inicial y la levadura encontrada en los mostos antes
de la fermentacién. Sin embargo, algunas especies aparecieron escasamente solo en la Fi,
no identificandose en las muestras de uvas y mosto analizados antes de la fermentacion
(Tabla 4.12). Esto probablemente fue debido a que el ntimero de células viables presentes
no fue suficiente hasta que en las condiciones favorables del mosto el crecimiento fue
o6ptimo. Por ejemplo, en las levaduras aisladas en 2014 en el vifiedo ecolégico:
Kluyveromyces dobzhanskii (Treixadura, DO Monterrei); y en 2015 en el convencional:
Candida pimensis (Treixadura, DO Ribeiro), Hanseniaspora clermontiae (Brancellao, DO
Ribeiro) y Metschnikowia af. chrysoperlae (Treixadura, DO Monterrei). Lo mismo ocurrié para
algunas especies encontradas exclusiva o casi exclusivamente en la Ff de la fermentaciéon en
produccién ecoldgica: Sac. ludwigii y la levadura PCR570; y en muestras convencionales: R.
mucilaginosa y T delbrueckii. Sin considerar S. cerevisiae, solo Starm. bacillaris, H. uvarum 'y L.
thermotolerans permanecieron significativamente hasta el final de la fermentacion (Ff).

Algunos autores como Grangeteau et al. (2017a) encontraron una disminucién de la
poblacién total de levaduras después del prensado en comparacién con la proporciéon en
las bayas con una posterior implantacion de la flora residente en la bodega. No obstante,
nuestros resultados no coinciden con tales argumentos ya que el mosto se obtuvo sin
prensado y el despalillado-estrujado manual se realizé en las mismas bolsas zip de manera
aséptica. Nuestros argumentos sugieren que la liberacion de las células de la piel de las
bayas podria no haber sido en cantidad suficiente como para desarrollar colonias viables
con efectividad, o incluso debido a su dificultad para crecer en agua de peptona y/o WL.

4.2.4. Frecuencia de las especies de levadura en uva y mosto: indices de biodiversidad y distribucion

biogeogrifica

En 2015 se comparé la proporcién de las diferentes especies de levadura presentes en
las muestras de uva y mosto de los vifiedos ecolégicos y convencionales. Ademas, se
calcularon los indices de biodiversidad: Shannon-Wiener (H'); Simpson (1-D) y
equitabilidad (E). Los resultados se muestran en la Tabla 4.13 y Tabla 4.14.

Considerando los resultados globales para los mostos ecoldgicos, las tres especies
predominantes H. uvarum, Metschnikowia spp. y Aureobasidium spp., mostraron una
proporcién similar (22.8%, 17.6% y 17.2%, respectivamente). Candida spp. también se
encontraron en una alta frecuencia (14.6%) si consideramos el 7.1% de Starm. bacillaris (C.
zemplinina) (Tabla 4.13). Esta tltima especie se identific6 con una frecuencia importante en
mostos ecologicos de las variedades Treixadura (34.1%) y Albarifio (12.4%) de la DO Rias
Baixas. Estas proporciones explican los altos valores de los indices de biodiversidad en los
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mostos ecoldgicos. En los mostos convencionales se identificaron las mismas especies
mayoritarias, pero su proporcion fue diferente. Asi, las tres principales especies
Aureobasidium spp., H. uvarum y Metschnikowia spp. mostraron una frecuencia de 45.2%,
16.2% y 8.8%, respectivamente. De forma similar a la produccion ecolégica, la presencia de
Starm. bacillaris también fue relevante en mostos convencionales (6.1% del total) con una
frecuencia de 28.2% y 14.5% en Treixadura de la DO Rias Baixas y Mencia de la DO Ribeira
Sacra, respectivamente (Tabla 4.13).

Estos resultados coinciden con estudios previos similares entre cultivo ecolégico y
convencional en los que H. uvarum, M. pulcherrima y Starm. bacillaris fueron las levaduras
débilmente fermentativas mas abundantes en todas las DOs, seguidas por otras levaduras
fermentativas detectadas a niveles bajos como Candida spp., Pichia spp., L. thermotolerans, T.
delbrueckii 'y S. cerevisiae (Bagheri et al., 2015; Setati et al., 2015; Tofalo et al., 2011).

En cuanto a las Denominaciones de Origen, se observaron diferencias notables en la
proporcion de ciertas especies en los mostos ecolégicos. Por ejemplo, Aureobasidium spp. se
identificaron en alta frecuencia en las DOs Monterrei y Ribeiro (intervalo 12.3-49.8%) junto
con L. thermotolerans (31.3%-32.6%). Aureobasidium spp. y Cr. terrestris contribuyeron en mas
de dos tercios (34.5% y 33.9%, respectivamente) a la riqueza de especies en los mostos
Brancellao (Tabla 4.13). Sin embargo, el género Aureobasidium estuvo ausente en las DOs
Ribeira Sacra y Rias Baixas. Metschnikowia spp. y C. apicola, que apareci6é exclusivamente en
mosto ecolégico, se encontraron en alta proporcion (46.2% y 27.1%, respectivamente) en
Mencia de la DO Monterrei. La presencia de Metschnikowia spp. también fue importante en
Treixadura de la DO Ribeiro (26.3%). Cr. victorize se aislé en Treixadura (18.4%) y
Brancellao (13.0%) en la DO Ribeiro. En la variedad Albarifio ecolégico se encontraron
algunas particularidades; fueron predominantes H. uvarum, Starm. bacillaris, Metschnikowia
spp. y Candida spp.

Por el contrario, en los mostos convencionales, Aureobasidium estuvo presente en
una proporcion muy elevada, mayor que en los mostos ecolégicos, y en todas las DOs
(62.3%-70.1% en la DO Monterrei-Ribeiro y 33.4% en la DO Ribeira Sacra) excepto en la
variedad Treixadura de la DO Rias Baixas donde no se identific6. Metschnikowia spp. se
aislaron en todas las DOs, excepto en Ribeiro, encontrandose el porcentaje mas alto en la
variedad Mencia de la DO Monterrei (25.7%). La presencia de Cr. laurentii fue notable tanto
en mostos convencionales blancos como en tintos de la DO Ribeiro (16.1% y 13.9%,
respectivamente), asi como Cy. macerans en Brancellao convencional (15.0%). La mayor
frecuencia de R. graminis (20.4%) se obtuvo en la DO Rias Baixas (Tabla 4.13). Ademéds, en
Albarifio también fueron predominantes H. uvarum, R. graminis e 1. terricola.

Los mostos de las DOs Ribeira Sacra y Rias Baixas destacaron por la presencia de
levaduras como H. uvarum (30.2-35.8% en mostos convencionales; 37.8-54.8% en mostos
ecologicos) y también 1. terricola y Starm. bacillaris con diferentes porcentajes entre las tres
variedades y sistemas de producciéon (0-16.0% y 0-34.1%, respectivamente). Ademads, en
estas DOs la proporcion del género Candida fue significativamente mayor en los mostos
ecolégicos que en los convencionales, excepto de C. californica (2.2%-8.0%) para los mostos
Treixadura.
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Tabla 4.13. Proporcién de especies (%) e indices de biodiversidad calculados en 2015 en mostos ecolégicos (Eco) y convencionales (Con) de diferentes DOs y

variedades.
DO-Variedad — Mo-Trx Mo-Men Ri-Trx Ri-Bra RS-Men RB-Alb RB-Trx Total, DO
Especie| Produccién — Eco Con Eco Con Eco Con Eco Con Eco Con Eco Con Eco Con Eco Con
Aureobasidium spp. 49.8 68.8 123 62.3 239 62.5 345 70.1 33.4 19.5 1722 4523
Candida apicola 27.1 5.1 1.5 4.9 4.82 0.69
Candida bentonensis 1.2 0.18
Candida californica 0.4 2.0 2.2 8.0 0.66 1.15
Candida oleophila 7.5 1.5 1.28
Candida cf. sorbosivorans 4.0 0.57
Cryptococcus carnescens 6.4 0.91
Cryptococcus laurentii 16.1 35 13.9 0.50 4.29
Cryptococcus stepposus 6.7 0.96
Cryptococcus terrestris 9.9 33.9 4.84 1.41
Cryptococcus victoriae 18.4 13.0 4.50
Cystofilobasidium macerans 32 15.0 2.60
Debaryomyces hansenii 2.2 4.7 3.5 1.17 0.31
Hanseniaspora uvarum 3.6 4.5 10.2 12.0 4.7 54.8 35.8 48.7 31.0 37.8 302 | 2282 16.21
Issatchenkia terricola 11.0 16.0 24 8.7 1.91 3.52
Lachancea thermotolerans 32.6 2.6 31.3 9.51
Metschnikowia spp. 14.0 11.2 46.2 25.7 26.3 104 12.4 8.9 10.1 13.1 3.7 3.1 1759  8.84
Meyerozyma guilliermondii 2.2 0.31
Pichia kluyveri 7.3 1.6 7.8 11.9 2.38 1.70
Pichia membranifaciens 0.4 0.05
Pichia sporocuriosa 45 0.64
Rhodotorula graminis 2.5 1.6 7.1 20.4 0.22 4.28
Rhodotorula nothofagi 2.9 0.41
Torulaspora delbrueckii 32 0.45
Starmerella bacillaris 2.9 14.5 12.4 34.1 28.2 7.07 6.11
Zygoascus hellenicus/meyerae 0.6 2.8 2.0 0.76
Zygosaccharomyces bailii 2.0 0.28
Zygosaccharomyces bisporus 0.4 1.3 29 1.7 5.1 0.71 091
fndices de H=-Xpiln(p) | 111 1.07 1.36 0.90 1.37 1.05 1.50 0.98 1.52 1.50 1.79 1.57 1.69 1.79 2.32 1.93
biodiversidad 1-D=1-2%5(p)>| 0.62 0.50 0.69 0.53 0.74 0.56 0.74 0.48 0.66 0.73 0.73 0.78 0.73 0.80 0.87 0.75
E =H/In(S) 0.80 0.60 0.76 0.82 0.99 0.76 0.83 0.61 0.63 0.77 0.72 0.97 0.68 0.86 0.74 0.67

Los valores son el promedio de seis datos.
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Por otro lado, la evaluaciéon de la ecologia de la poblacién de levaduras en uvas
biolégicas y convencionales mostr6 que la frecuencia de ciertas especies varié en
comparacién con las muestras de mostos, con una mayor presencia del género Cryptococcus
(Tabla 4.14).

Los cuatro grupos de especies predominantes (Aureobasidium spp., H. wvarum,
Metschnikowia spp. y Cryptococcus spp.) difirieron en su proporcién dependiendo del
sistema de cultivo, variedad y DO. Considerando los resultados globales para las uvas, el
género Aureobasidium fue predominante (42.4% y 56.9%, respectivamente), con frecuencias
mas altas que en mosto. El género Cryptococcus, especialmente la especie Cr. terrestris
contribuy6 de forma importante a la riqueza de especies de la uva (21.9% y 13.4% en uvas
ecologicas y convencionales, respectivamente). H. uvarum aparecié con una proporciéon
similar (en torno al 11.4%) en ambos sistemas de cultivo, mientras que Metschnikowia spp.
presenté un porcentaje ligeramente superior en uvas convencionales (11.4%) que en
ecolégicas (7.7%). La elevada proporciéon de H. uvarum suele ser mas evidente en el mosto
tinto que en el blanco, posiblemente debido al mayor pH del primero (Jolly et al., 2014).

Por DOs, Aureobasidium spp. presenté una elevada frecuencia (67.4%-84.1%) en las
DOs Monterrei y Ribeiro (Tabla 4.14). Sin embargo, de forma similar a lo encontrado en los
mostos, en las uvas de la DO Ribeira Sacra y en la variedad Treixadura ecolégica de la DO
Rias Baixas este género se encontré en baja proporcion o estuvo ausente. H. uvarum estuvo
presente en casi todas las muestras de mosto. Sin embargo, aunque en uva también fue la
especie de levadura predominante de la DO Ribeira Sacra (39.8 y 26.4% en uvas ecolégicas
y convencionales, respectivamente) y se detecté en la DO Rias Baixas (15-23.6% en uvas
ecoldgicas y 0-53.1% en convencionales), casi no aparecié en uvas de la DO Monterrei y no
se aislé en la DO Ribeiro (Tabla 4.12). M. pulcherrima y M. af. fructicola se encontraron
ampliamente distribuidas en uvas ecolégicas y convencionales, pero con una mayor
frecuencia en muestras convencionales. Ademds, hay que destacar que la proporcién de
Metschnikowia spp. aumenté con respecto a los mostos (42.1% y 28.0% en uvas
convencionales y ecolégicas, respectivamente). Las especies de Cryptococcus también
aparecieron ampliamente distribuidas en uvas a diferentes frecuencias, especialmente Cr.
terrestris en uva Brancellao ecolégica (65.3%) de la DO Ribeiro, y en Mencia convencional
de la DO Ribeira Sacra (27.2%). Sin embargo, P. kluyveri se registré inicamente en uvas
ecologicas en la DO Ribeira Sacra (17.2%) y en muy baja frecuencia o ausente en Treixadura
de la DO Rias Baixas. La presencia de D. hansenii fue muy importante (58.7%) en uvas
ecolégicas de la variedad Treixadura de la DO Rias Baixas. Es inusual encontrar elevadas
proporciones de D. hansenii durante la fermentacion, sin embargo, esta especie tiene
actividad de biocontrol mediante la produccién de toxinas killer frente a otros hongos y
levaduras (Corbaci y Ugar, 2017). Setati et al. (2012) también encontraron un mayor namero
de levaduras con potencial de biocontrol en cultivo biodindmico que en produccion
convencional.
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Tabla 4.14. Proporcién de especies (%) e indices de biodiversidad calculados en 2015 en uvas ecolégicas (Eco) y convencionales (Con) de diferentes DOs y
variedades.

DO-Variedad — Mo-Trx Mo-Men Ri-Trx Ri-Bra RS-Men RB-Alb RB-Trx Total, DO
Especie| Produccion — | Eoo  Con | Eco Con | Eco Con | Eco Con | Eco Con | Eco Con | Eco Con | Eco  Con
Aureobasidium spp. 70.5 784 713 80.7 | 759 674 225 84.1 6.7 449 580 5.3 299 | 4244 5691
Candida apicola 3.6 0.52
Candida oleophila 14 0.21
Cryptococcus carnescens 20.1 9.5 4.5 1.7 5.11
Cryptococcus laurentii 27.9 3.98
Cryptococcus stepposus 3.2 41 252 6.1 1.33 419
Cryptococcus terrestris 9.3 65.3 27.2 16.2 11.65  5.22
Cryptococcus af. victoriae 22 22 3.7 1.16
Cryptococcus victoriae 54 12.5 2.56
Cystofilobasidium macerans 12.3 1.2 0.18 1.76
Debaryomyces hansenii 15.9 9.8 58.7 9.79 227
Hanseniaspora uvarum 1.4 39.8 26.4 23.6 15.0 531 | 1141 11.36
Issatchenkia terricola 1.9 0.27
Lachancea thermotolerans 3.2 0.46
Metschnikowia spp. 6.3 12.1 4.8 12.2 28.0 421 2.3 12.1 54 8.7 772 1140
Pichia kluyveri 17.2 0.9 2.58
Rhodotorula graminis 3.2 4.8 47 5.5 114  1.46
Rhodotorula nothofagi 3.2 0.46
Saccharomyces cerevisiae 1.8 3.1 0.26 0.44
Sporobolomyces ruberrimus 4.0 2.8 0.57 0.40
Zygoascus hellenicus/meyerae 43 0.61
Zygosaccharomyces bisporus 1.2 0.18
.o H'=-3X5p;iIn(p;) 0.85 0.67 | 1.10 0.67 | 0.84 077 | 087 044 | 152 1.21 142 1.06 | 145 117 | 196 1.53
biggjil“feissiiz q1=D=1-35(p)2 | 046 036 | 048 033 | 040 047 | 051 027 | 073 068 | 071 058 | 062 062 | 077  0.64
E=H/In (S 0.62  0.61 0.53 0.48 052  0.70 0.79 0.63 0.73 0.87 | 0.79 0.77 | 0.63 0.73 0.65 0.61

Los valores son el promedio de seis datos.
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La Tabla 4.13 y Tabla 4.14 también incluyen los indices de biodiversidad H', 1-D y E.
Los resultados globales confirmaron que la produccién ecolégica exhibié los mayores
valores en los indices de biodiversidad de Shannon-Wiener (H') y Equitabilidad (E) en
mostos (H' =2.32y E =0.74) y uvas (H' = 1.96 y E = 0.65) en comparacion con los vifiedos
convencionales (H' = 1.93 y E = 0.67 en mostos; H' = 1.53 y E = 0.61 en uvas). De manera
similar, el indice de diversidad de Simpson (1-D) fue mayor en muestras ecolégicas, es
decir, la dominancia fue mas baja (D = 013 y D = 0.25 en mostos ecoldgicos y
convencionales, respectivamente; D = 0.23 y D = 0.36 en uvas ecolégicas y convencionales,
respectivamente). Sin embargo, considerando distintas DOs y variedades, no siempre los
valores de los indices de diversidad fueron mayores en las muestras ecolégicas. Aunque
Shannon-Wiener (H') fue superior en muestras ecoldgicas, la Equitabilidad (E) y el indice
de diversidad de Simpson (1-D) fueron mdas altos en algunos mostos y wuvas
convencionales. Estos fueron los casos para E y 1-D en los mostos de las dos variedades de
la DO Rias Baixas y en Mencia (excepto el valor de 1-D en la DO Monterrei) y en la E de las
uvas Treixadura de las DOs Ribeiro y Rias Baixas y Mencia de la Ribeira Sacra. La
Equitabilidad es de suma importancia para preservar la estabilidad de la biodiversidad.
Cabe destacar que estos valores en las muestras que exhibieron una E inferior en el cultivo
ecolégico son debidos a que, a pesar de la alta diversidad, la frecuencia de las distintas
especies en las muestras ecoldgicas fue muy diferente, mientras que en cultivo

convencional la frecuencia de especies fue mas homogénea.

Los mayores indices de biodiversidad encontrados en las muestras ecolégicas fueron
ligeramente superiores a los observados previamente en uvas y mostos en Espafa
(Cordero-Bueso et al., 2011a; Tello et al., 2011) y cercanos a los descritos por Bagheri et al.
(2015) en Sudéfrica. Por lo tanto, podemos afirmar que el vifiedo ecolégico constituye un
gran reservorio natural de levaduras fermentativas de interés, con mayor cantidad y

diversidad de cepas que el convencional como sugieren algunos autores (Cordero-Bueso et
al., 2011b; Setati et al., 2015).

Cuando se representé de forma gréfica la frecuencia acumulativa de las distintas
especies (Figura 4.10 y Figura 4.11), ademas de las diferencias entre muestras de cultivo
ecolégico y convencional, en la distribucién se pudo apreciar un patrén biogeogréfico
caracteristico a nivel regional. Como se indica en la Tabla 4.13, la frecuencia de
Aureobasidium spp. fue mayor en los mostos convencionales de las DOs Monterrei y Ribeiro
que en las otras dos DOs. Por el contrario, las levaduras fermentativas Metschnikowia spp. y
H. uvarum aparecieron, en general, con una mayor frecuencia en mostos ecolégicos que en
convencionales y su distribucién difiri6 entre las DOs. Metschnikowia spp. estuvieron més
ligadas a la DO Monterrei y, en contraste, H. uvarum aparecié en mayor proporcioén en las
DOs Ribeira Sacra y Rias Baixas. Cryptococcus spp. se aislé en los mostos de la DO Ribeiro.
En nuestro estudio, H. uvarum predominé sobre Metschnikowia spp. e incluso sobre
Aureobasidium spp. en las DOs Rias Baixas y Ribeira Sacra. Sin embargo, en las DOs de
Monterrei y Ribeiro, Metschnikowia spp. predominé sobre H. uvarum (Figura 4.10).
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Graficamente se aprecian las diferencias regionales en las especies minoritarias. Asi,
L. thermotolerans tuvo una contribucion importante en las DOs Ribeiro y Monterrei,
especialmente en mosto ecolégico, mientras que Starm. bacillaris, I. terricola, Z.
hellenicus/meyerae y diferentes especies de los géneros Candida, Pichia y Zygosaccharomyces
estaban asociadas a las DOs Ribeira Sacra y Rias Baixas.
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Figura 4.10. Frecuencia acumulativa de especies en mostos ecolégicos y convencionales de 2015 en
cuatro Denominaciones de Origen de Galicia.
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Figura 4.11. Frecuencia acumulativa de especies en uvas ecolégicas y convencionales de 2015 en
cuatro Denominaciones de Origen de Galicia.

En cuanto a las uvas se mantuvieron los patrones biogeogréficos de las levaduras
mayoritarias encontradas en los mostos con algunas diferencias (Figura 4.11).
Metschnikowia spp. y H. uvarum aparecieron en mayor proporcion en las DOs Ribeira Sacra
y Rias Baixas y su frecuencia vari6 segun el sistema de cultivo, la variedad y la DO. Starm.
bacillaris e I. terricola no fueron significativas y en su lugar aparecieron otras especies
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minoritarias. D. hansenii se encontré principalmente en uvas ecoldgicas de la DO Rias
Baixas y P. kluyveri en la DO Ribeira Sacra también en uvas ecoldgicas. Ademads, en los
mostos fue evidente un aumento tanto en el niimero como en la frecuencia de Candida spp.
en comparacioén con las uvas.

La variabilidad en la frecuencia de distribuciéon de H. uvarum y Metschnikowia spp.
entre tipos de cultivo y zonas también se ha descrito para las uvas del Archipiélago de
Azores (Drumonde-Neves et al., 2017), Eslovaquia (Nemcové et al.,, 2015) o Francia
(Grangeteau et al., 2017a). Tales variaciones se han atribuido a varios factores, como la
cosecha, la ubicacién, el cultivar de uva y los tratamientos fitosanitarios. Los resultados
demuestran que las levaduras mayoritarias presentan una distribucién muy heterogénea y
que su proporcién varia significativamente a nivel regional tal como han descrito algunos
autores (Barata et al., 2012; Loureiro y Malfeito-Ferreira, 2003). R. graminis aparecié en
mostos de todas las variedades en tres DOs a pesar de ser una especie minoritaria. También
se encontraron patrones diferentes no solo entre la misma variedad en diferentes DOs sino
entre variedades diferentes dentro de la misma DO.

Agrupando la frecuencia acumulativa de las especies encontradas en mosto + uva
conjuntamente por DO se mantiene la diferenciaciéon de los patrones biogeograficos. Los
datos pusieron de manifiesto que, aunque las especies mayoritarias son comunes en todas
las regiones, su frecuencia de distribucion es diferente y, ademads, existen otras especies
minoritarias asociadas a determinadas zonas, variedades y/o sistemas de cultivo. Especies
como C. apicola y Wickerhamomyces anomalus apenas se encontraron, y cuando aparecieron,
fue de forma mas notable en muestras de origen ecolégico. Por ejemplo, W. anomalus se
aisl6 en las DOs Ribeiro y Ribeira Sacra solo en 2014 y solo en mostos de variedades tintas.
Estos resultados no coinciden con los publicados por Bagheri et al. (2015), quienes
demostraron que la especie W. anomalus dominé las fermentaciones de mosto procedente
de vifiedos de produccién convencional integrada (que minimiza los insumos siendo mas
respetuosa que la agricultura convencional tradicional). Por el contrario, Me. guilliermondii
se identificé en todas las variedades y DOs, especialmente en 2013, tanto en muestras
ecoloégicas como convencionales.

La existencia de un patrén biogeografico en la distribucién de las levaduras esta
intimamente relacionada con el concepto de terroir microbiano. El concepto de terroir implica
una serie de factores que incluyen el clima, los suelos, las variedades de uva, la viticultura
y las préacticas enolégicas en una region determinada. Estudios recientes destacan la
contribucion de los microorganismos autéctonos al proceso de vinificacién y su influencia
en la tipicidad del vino que postula sabores y aromas en el vino propios de una region
particular (Belda et al., 2017b; Bokulich et al., 2016; Gilbert et al., 2014; Knight et al., 2015).
Ademéds, las practicas humanas en vifiedos y bodegas se han correlacionado con la
microbiota de uva y confirmaron la interdependencia entre el factor antropogénico y las
bases microbiolégicas del terroir (Drumonde-Neves et al., 2016; Grangeteau et al., 2017a).
La incidencia de ciertas especies de levadura fermentativa no-Saccharomyces, especialmente
en muestras ecoldgicas, puso de manifiesto que tales levaduras estan bien adaptadas a
estas areas conformando un terroir microbiano que probablemente contribuya a la
complejidad y caracteristica distintiva de sus vinos.
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Por ultimo, cabe mencionar que estudios recientes revelaron diferencias en las
comunidades de hongos a todas las distancias (de decenas a miles de kilémetros) (Bokulich
et al, 2014, Mezzasalma et al., 2018; Miura et al, 2017, Thompson et al., 2017).
Considerando la existencia de este terroir microbiano, es conveniente descubrir y cuantificar
las similitudes entre la diversidad de las levaduras de las uvas con respecto a los habitats
controlados, como las bodegas de la misma zona. Morrison-Whittle y Goddard (2018)
pusieron de manifiesto en vifiedos, bodegas y bosques nativos cercanos de seis regiones
viticolas de Nueva Zelanda, una superposicion entre las comunidades de levaduras de
vifiedos y las bodegas, incluidas las especies mas abundantes tanto en mostos como en
fermentaciones. También mostraron que las comunidades de levadura presentes en el
mosto son similares a las uvas de la vifia para cada regién y que un tercio de las especies
presentes en las fermentaciones se encuentran en los bosques nativos locales.

4.2.5. Contribucion de las distintas especies de levaduras a la diversidad: andlisis SIMPER

Para evaluar estadisticamente la contribucién de las distintas especies a la diversidad
global observada se realiz6 un andlisis SIMPER (Tabla 4.15). La mayor contribucién entre
los mostos de cultivo ecolégico y convencional se debié a A. pullulans, H. uvarum y
Metschnikowia spp., previamente descritas como las especies dominantes. Starm. bacillaris, L.
thermotolerans, Cr. terrestris y C. apicola también fueron importantes. Estas especies
principales también fueron las contribuyentes fundamentales en las uvas, pero con un
mayor porcentaje de Cryptococcus spp., y una notable presencia de D. hansenii.

Tabla 4.15. Contribucién de las diez especies de levaduras mayoritarias (obtenida por analisis
SIMPER): A) en mostos, B) en uva.

Disimilaridad % % Media Media
Especies (A) media Contribucion  Acumulativo Eco Con
Aureobasidium pullulans 16.950 24.620 24.62 0.1530 0.4220
Hanseniaspora uvarum 10.810 15.700 40.32 0.2280 0.1620
Metschnikowia spp. 6.595 9.582 49.91 0.1740 0.0884
Starmerella bacillaris 5.090 7.396 57.30 0.0707 0.0611
Lachancea thermotolerans 4.755 6.909 64.21 0.0951 0.0000
Cryptococcus terrestris 2.922 4.246 68.46 0.0484 0.0141
Candida apicola 2.528 3.674 72.13 0.0482  0.0069
Cryptococcus laurentii 2.251 3.271 75.40 0.0050 0.0429
Cryptococcus victoriae 2.248 3.266 78.67 0.0450  0.0000
Issatchenkia terricola 2.221 3.227 81.89 0.0191 0.0352
Especies (B)
Aureobasidium pullulans 17.290 28.510 28.51 0.3910 0.5410
Hanseniaspora uvarum 8.399 13.850 42.36 0.1140 0.1140
Cryptococcus terrestris 7.167 11.820 54.18 0.1160 0.0522
Metschnikowia pulcherrima 5.654 9.324 63.50 0.0772  0.1110
Debaryomyces hansenii 5.504 9.076 72.58 0.0979  0.0227
Cryptococcus carnescens 2.555 4.214 76.79 0.0511  0.0000
Cryptococcus stepposus 2421 3.992 80.78 0.0133  0.0419
Aureobasidium proteae 2.326 3.836 84.62 0.0339 0.0285
Cryptococcus laurentii 1.991 3.283 87.90 0.0000 0.0398
Pichia kluyveri 1.289 2.126 90.03 0.0258  0.0000
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Cinco especies de las levaduras anteriormente mencionadas en los mostos ecolégicos
y cuatro en los convencionales explicaron mds del 70% de su porcentaje acumulativo.

A. pullulans es una especie comun del ecosistema de la vid a nivel global y se ha
demostrado que esta presente entre las comunidades de hongos endofiticos y epifiticos. En
nuestro estudio, encontramos que este hongo dimérfico (filamentoso similar a la levadura)
es el mas abundante aislado de la superficie de la uva coincidiendo con los datos
publicados por otros autores donde representaba mds del 50% de los aislamientos de
levadura (Setati et al., 2012 y 2015). A. pullulans se ha aislado comtinmente en mosto de uva
después del estrujado (Wang et al., 2015). Ademas, se ha descrito previamente en mostos
una disminucién de las proporciones de Aureobasidium spp. y la presencia de algunos
géneros que no habian aparecido en las uvas (Grangeteau et al., 2017a). Algunos
investigadores han observado una mayor frecuencia de Aureobasidium spp. en los vifiedos
ecologicos que en los convencionales. Otros autores mostraron una distribucion similar de
A. pullulans en vifiedo convencional, integrado y biodindmico. El predominio de este hongo
en la superficie de la uva se ha atribuido a su resistencia a fungicidas, la capacidad de
detoxificar CuSOs y la capacidad de competir contra otros hongos (Comitini y Ciani, 2008;
Schmid et al., 2011; Setati et al., 2012).

Con respecto a la influencia del sistema de cultivo en la aparicién de ciertas especies
de levaduras, los datos disponibles difieren entre los distintos estudios. Por ejemplo,
Martins et al. (2014) y Schmid et al. (2011), encontraron mayor abundancia de
Aureobasidium en muestras ecoldgicas con diferencias estructurales y funcionales entre los
dos sistemas agricolas. Martins et al. (2014) correlacionaron negativamente el mayor
contenido de cobre en el vifiedo convencional como causa; constataron que los residuos de
cobre inhiben la comunidad epifita de levaduras y hongos dimérficos Aureobasidium spp.
Sin embargo, nuestros resultados mostraron frecuencias méas elevadas y una distribuciéon
mas amplia de Aureobasidium en muestras convencionales en consonancia con lo observado
por Comitini y Ciani (2008). Curiosamente, Aureobasidium puede utilizar y, de este modo,
detoxificar CuSOy y otros fungicidas inorganicos a base de cobre o azufre (los tnicos
permitidos y tipicamente utilizados en la agricultura ecolégica pero que también son
aplicados en los tratamientos fingicos del vifiedo convencional en Galicia). Ademads, A.
pullulans es un potente antagonista bien estudiado de varios hongos patégenos cuyos
mecanismos del antagonismo incluyen la competencia por los nutrientes y el espacio y la
produccién de enzimas que degradan la pared celular. Esta capacidad, junto con la menor
disponibilidad de mosto, pueden explicar la menor diversidad de levaduras presentes en
las bayas y el fuerte dominio de la especie A. pullulans en vifiedos protegidos con
fungicidas inorganicos en ambos sistemas de cultivo. Comitini y Ciani (2008) demostraron
en dos ahadas consecutivas que A. pullulans fue la especie predominante, seguida por
Cryptococcus spp. en vifiedos en los que se usaron fungicidas organicos (ademads de la
aplicacion de fungicidas inorganicos), mientras que las levaduras fermentativas apenas
estuvieron representadas.

Por otro lado, el empleo de algunos plaguicidas de uso comun en la gestion del
vifiedo convencional como el herbicida glifosato podria haber estimulado la aparicion de
poblaciones de levaduras (incluidas cepas fermentativas), ya que podrian haber usado este
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glifosato como nutriente, asi como un sustrato energético de acuerdo con las
investigaciones de Cordero-Bueso et al. (2011b). Por el contrario, la diversidad, distribuciéon
y frecuencias de las especies del género Cryptococcus fueron més elevadas en produccién
ecologica (tratamiento con fungicidas inorganicos), coincidiendo con lo descrito por
Comitini y Ciani (2008) y més recientemente por Grangeteau et al. (2017a), probablemente
ocupando el espacio dejado por los hongos negros levaduriformes Aureobasidium spp.
Comitini y Ciani (2008) demostraron que los efectos de los tratamientos fungicidas
organicos (convencionales) aplicados a las uvas durante la maduracién reducen la cantidad
y diversidad de levadura, favoreciendo el desarrollo de los géneros Aureobasidium o
Cryptococcus en detrimento de otras especies.

H. uvarum mostré una alta frecuencia en mostos y uvas de vifiedos bajo diferente
manejo agronémico tal y como se ha recogido en otros trabajos (Bagheri et al., 2015;
Milanovi¢ et al., 2013). Drumonde-Neves et al. (2017) encontraron H. wuvarum 'y
Metschnikowia spp. como especies principales, pero también identificaron Pichia terricola
(sinénimo de I. terricola) y Starm. bacillaris a altas frecuencias. También se ha observado
cierta resistencia de la especie Starm. bacillaris al cobre y de Metschnikowia spp. al azufre
(Grangeteau et al., 2017b; Schmid et al., 2011). Los géneros Metschnikowia y Hanseniaspora se
han asociado principalmente con la produccién convencional en algunos casos
(Grangeteau et al., 2017a; Milanovi¢ et al., 2013). Por el contrario, estos géneros se aislaron
principalmente en parcelas controladas (no tratadas) y ecolégicas por Comitini y Ciani
(2008) quienes encontraron ademds que, en ausencia de tratamientos con fungicidas, H.
uvarum fue la especie dominante, seguida de M. pulcherrima. La incidencia de Metschnikowia
spp- en Galicia fue mas baja en uvas ecoldgicas, pero no en los mostos. Como se discutié
previamente, estas diferencias en la incidencia de ciertas especies se han atribuido al
impacto de los tratamientos con dosis altas de fungicidas a base de cobre en vifiedos
ecologicos, pero también a una posible interaccion entre microorganismos. En ese sentido,
Setati et al. (2012) sugirieron que la produccién ecoldgica implica un aumento en la riqueza
de especies, incluidas muchas levaduras con potencial de control biolégico como H.
uvarum, Metschnikowia spp., I. terricola o A. pullulans (Guzzon et al., 2014; Raspor et al.,
2010).

En este sentido, la presencia de especies débilmente fermentativas también puede
explicarse debido a la disponibilidad de nutrientes relacionados con el exudado de aztcar
en la superficie de la baya, que aumenté con la maduracién de las uvas tal y como ha sido
recogido en la bibliografia (Barata et al., 2012; Sipiczki, 2016).

En conclusion, nuestros resultados apoyan la hipétesis de que los fungicidas,
especialmente los orgénicos aplicados sobre la superficie de la uva dan como resultado una
reduccién drastica de la poblaciéon de levaduras y un cambio en las poblaciones hacia A.
pullulans, pero también posiblemente debido a otros factores relacionados entre si como el
establecimiento de enemigos naturales y enfermedades, competencia con otros
microorganismos, disponibilidad de nutrientes sobre las bayas, etc.
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4.2.6. Influencia de los factores atio, variedad, DO vy sistema de cultivo sobre la poblacion de
levaduras

El andlisis de similaridad (ANOSIM) permiti6 evaluar la existencia de diferencias
estadisticamente significativas en la poblacién de levaduras entre afios, variedades, DOs y
sistemas de cultivo entre las muestras de mosto y uva. Los componentes de calculo se
realizaron por parejas (binomios).

Cuando se evalu¢ la influencia del afio sobre la riqueza de especies se encontraron
diferencias significativas en el analisis general (p = 0.0113, R = 0.2199), y entre los grupos
2013-2015 (p = 0.0274, R = 0.3750) y 2014-2015 (p = 0.0273, R = 0.3333), pero no entre 2013-
2014 (p = 0.7448, R = -0.1667). Sin embargo, los valores de R no fueron elevados en ningtn
caso, lo que indica que el factor afio no tiene una influencia fuerte sobre la riqueza de
especies en el conjunto de muestras (uva y mostos) de todas las variedades y DOs.

Cuando se determiné la influencia del factor variedad no se observaron diferencias
significativas en la riqueza de especies (p = 0.4719; R = -0.01854). Las variedades tintas
Brancellao y Mencia entre si mostraron la menor similitud en la riqueza de especies (p =
0.1964; R = 0.2143) mientras que el resto de variedades mostraron valores de R en torno a 0
(por ejemplo, en el binomio Albarifio-Brancellao: R = 0, p = 1). Esto indica, si cabe, una
mayor debilidad del factor variedad que el factor afio en cuanto a su influencia sobre la
riqueza de especies en uva y mostos que explicaria estos inesperados resultados.

El factor DO mostré diferencias significativas para la riqueza de especies y una
fortaleza mayor que los factores afios y variedad (p = 0.0021; R = 0.4656). Se encontraron
diferencias significativas entre las DOs Rias Baixas y Ribeiro (p = 0.0285). El resto de DOs
mostraron una significacion similar con diferencias que se podrian considerar significativas
en funciéon del ntimero de permutaciones aplicadas (0.052 < p < 0.068) a excepcion del
binomio DOs Ribeira Sacra-Rias Baixas que no presentaron diferencias significativas y
valor R negativo (p = 0.5302; R = -0.125). Los binomios DOs Ribeira Sacra-Monterrei y
Ribeira Sacra-Ribeiro tuvieron la menor similitud (R = 1 en ambos casos), seguido del ya
mencionado Rias Baixas-Ribeiro y Rias Baixas-Monterrei con un valor de R similar (R =
0.4844 y R = 0.4115, respectivamente).

Curiosamente, el factor sistema de cultivo no mostr6 diferencias significativas ni
similitud cuando se comparé el conjunto de datos de la riqueza de especies (p = 0.1624; R =
0.07337). Se hizo necesaria una agrupacion de los datos para observar mejor las diferencias.

En cuanto a las agrupaciones de los factores DO + sistema de cultivo se encontraron
diferencias significativas en el conjunto (p = 0.0108, R = 0.3889) pero no entre binomios; lo
mismo ocurrié en la agrupacién DO + variedad (p = 0.0375, R = 0.3418). Las agrupaciones
con menos diferencias entre si (p = 1) se establecieron entre las muestras de ambos sistemas
de cultivo tanto de la DO Monterrei como de la DO Ribeiro y en el binomio DO Monterrei
convencional-DO Ribeiro ecolégico. La menor similitud se observé en los binomios DO
Rias Baixas ecolégico con la DO Monterrei de ambos sistemas de cultivo (R = 1). Las
agrupaciones de DO y variedad con menos diferencias entre si fueron las dos variedades
de cada DO entre si y las dos variedades que no tuvieron repeticién en diferente DO
(Albarifio y Brancellao). Por lo tanto, la variedad Mencia de la DO Ribeira Sacra tuvo la
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menor similitud (valor maximo de R = 1) con las dos variedades de la DO Ribeiro y de la
DO Monterrei.

En cuanto a la agrupaciéon de los factores variedad + sistema de cultivo no se
encontraron diferencias significativas (p = 0.6952; R = -0.125). Las agrupaciones con menos
diferencias entre si (p = 1) fueron la variedad Mencia entre los dos sistemas de cultivo. De
cualquier modo, la agrupacién de los factores variedad y sistema de cultivo es muy débil
en cuanto a su influencia sobre la riqueza de especies (todos los valores de R < 0.1).

Por otro lado, también se aplicé la prueba ANOSIM para evaluar la influencia de los
distintos factores sobre la frecuencia de las distintas especies en el mosto de 2015. Se
consideraron los valores con diferencias significativas en los que ademas R fue lo
suficientemente alto como para considerar que ejerce un efecto sobre las variables y es
realmente importante. Se encontraron diferencias significativas entre el sistema de
produccién ecolégico y convencional para todas las DOs, excepto en la DO Ribeira Sacra,
aunque el p-valor fue préximo al nivel de significacién (p = 0.067) (Tabla 4.16). El sistema
de cultivo influyé marcadamente en la comunidad de levaduras de la DO Ribeiro y, en
menor medida, en la DO Ribeira Sacra. En las uvas, las diferencias en la poblacién de
levaduras no fueron tan notorias (Tabla 4.16B). En cuanto a la influencia del factor DO, en
general, cuando se comparé la poblacién de levaduras de los mostos de la DO Ribeira
Sacra y de la DO Rias Baixas no se encontraron diferencias significativas al aplicar la
correccion de Bonferroni; y, ademas, la prueba ANOSIM present6 similitud entre ambas
(valores del estadistico R bajos), pero si difiri6 de las otras dos DOs: Ribeiro y Monterrei
(valores de R altos).

Tabla 4.16. ANOSIM de la frecuencia de especies entre DO y sistema de produccién: en mosto (A) y
uva (B) en 2015.

A (mostos) Mo-Eco Mo-Con Ri-Eco Ri-Con RS-Eco RS-Con RB-Eco RB-Con

Mo-Eco 0.2771 0.2925 0.5782 0.5641 0.2620 0.8301 0.5981
Mo-Con 0.0140 \ 0.6165 0.6987 1 0.6355 1 0.8284
Ri-Eco 0.0084 0.0028 \ 0.8754 1 0.7445 0.9996 0.8573
Ri-Con 0.0028 0.0028 0.0028 1 0.7483 1 0.9463
RS-Eco 0.0028 0.0056 0.0028 0.0028 \ 0.5111 0.5278 0.1111
RS-Con 0.6972 0.0084 0.0028 0.0028 0.0644 \ 0.4119 0.2503
RB-Eco 0.0028 0.0028 0.0028 0.0028 0.0476 0.0672 \ 0.3637
RB-Con 0.0028 0.0028 0.0028 0.0028 1 0.9212 0.0028

B (uvas) Mo-Eco Mo-Con Ri-Eco Ri-Con RS-Eco RS-Con RB-Eco RB-Con
Mo-Eco 0.1846 0.1766 0.3094 0.989 1 0.6572 0.3758
Mo-Con 0.2044 \ 0.1856 0.2054 1 1 0.6507 0.5353
Ri-Eco 0.3416 0.252 \ 0.241 0.6437 0.5617 0.4402 0.29
Ri-Con 0.0028 0.028 0.0672 \ 1 1 0.6536 0.536
RS-Eco 0.0028 0.0056 0.0028 0.0028 \ 0.4963 0.5072 0.5256
RS-Con 0.0056 0.0028 0.014 0.0028 0.0476 \ 0.5573 0.6494
RB-Eco 0.0028 0.0028 0.0056 0.0028 0.014 0.0084 \ 0.3776
RB-Con 0.0056 0.0028 0.042 0.0028 0.0952 0.0140 0.0308

Los valores del estadistico R se muestran encima de la diagonal y el nivel de significancia (p-valor)
con la correcciéon de Bonferroni se muestra debajo de la diagonal.

El ANOSIM realizado en mostos entre DO y variedad mostré diferencias
significativas y valores altos de R (muy baja similitud) para la DO Ribeiro y, en menor
medida para la DO Monterrei, en la comparacion con las DOs Ribeira Sacra y Rias Baixas
para todas las variedades (Tabla 4.17). El ANOSIM realizado con los datos de las uvas no
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siguio la misma tendencia en la variedad Albarifio de la DO Rias Baixas (valores de R més
bajos comprendidos en el intervalo 0.2113-0.4639), pero mostr6 valores de R maés elevados
para la variedad Mencia de la DO Ribeira Sacra. Ademas, la variedad Albarifio mostré un
valor alto de R en la confrontacién con la variedad tinta de la DO Ribeira Sacra.

Tabla 4.17. ANOSIM de la frecuencia de especies comparando DO y variedad: en mosto (A) y uva
(B) en 2015.

A Mo-Trx  Mo-Men Ri-Trx  Ri-Bra  RS-Men RB-Alb  RB-Trx
Mo-Trx 0.2192 0.2155 0.1841 0.4723 0.6939 0.8819
Mo-Men 0.0315 \ 0.2729 0.3694 0.5785 0.6762 1
Ri-Trx 0.2352 0.0777 \ 0.1513 0.7348 0.7973 1
Ri-Bra 0.1386 0.0084 0.735 \ 0.6785 0.7908 0.979
RS-Men 0.0042 0.0042 0.0021 0.0042 \ 0.1081 0.4721
RB-Alb  0.0021 0.0021 0.0021 0.0021 0.9492 \ 0.5685
RB-Trx  0.0021 0.0021 0.0021 0.0021 0.0021 0.0021
B
Mo-Trx 0.5434 0.2901 0.286 0.9949 0.321 0.8237
Mo-Men 0.0021 \ 0.2719 0.3007 0.9838 0.4639 0.8215
Ri-Trx 0.0042 0.0021 \ 0.2163 0.9935 0.4474 0.8324
Ri-Bra 0.0105 0.0063 0.0987 \ 0.6943 0.2113 0.5065
RS-Men 0.0021 0.0021 0.0021 0.0021 \ 0.7674 0.5479
RB-Alb  0.0042 0.0021 0.0021 0.1806 0.0021 \ 0.4913
RB-Trx  0.0021 0.0021 0.0021 0.0042 0.0021 0.0021

Los valores del estadistico R se muestran encima de la diagonal y el nivel de significancia (p-valor)

con la correccién de Bonferroni se muestra debajo.

El ANOSIM calculado en mostos entre sistema de produccién y variedad solo
mostré baja similitud entre Mencia ecolégica y las variedades Albarifio convencional (R =
0.9259) y Brancellao de ambos sistemas de cultivo (Reco = 0.7438, Reon = 0.8981). De forma
analoga ocurrié en uva para el mismo binomio que solo mostré una baja similitud entre
Albarifio con respecto a Brancellao para ambos sistemas de produccion (R = 0.7537-0.9556)
y también entre produccién convencional y ecolégica de las muestras de uva Albarifio (R =
0.863).

Cuando se compararon todos los datos agrupados en bloques, las diferencias se
disiparon. El anélisis DO/DO en mosto solo mostré valores de R elevados (superiores a
0.4784), en la comparacién de la DO Ribeiro con respecto a DO Rias Baixas y DO Ribeira
Sacra (R =0.9017 y R = 0.7283, respectivamente) y en la confrontacién DO Monterrei con la
DO Rias Baixas (R = 0.7567). De igual forma, el andlisis DO/DO en uva solo mostré valores
de R elevados (superiores a 0.4126), en la comparaciéon de la DO Ribeira Sacra con respecto
a DO Monterrei y DO Ribeiro (R = 0.9843 y R = 0.7846, respectivamente). En el andlisis
variedad/variedad solo en los mostos de la variedad Albarifio con respecto a la variedad
Brancellao tuvo valores de R superiores a 0.4184 (R = 0.7908). Asi mismo, aunque las
diferencias fueron significativas para el conjunto sistema de produccién
(ecoloégico/convencional), los valores globales de R fueron muy bajos (sin separacién o sin
influencia) en la prueba ANOSIM (p = 0.0217, Rmosto = 0.0413; p = 0.0001, Ruva = 0.1739).

Cuando el ntiimero de variables no es el mismo en cada grupo de muestras (ya que,
por ejemplo, hay mdas muestras de Treixadura que del resto de variedades o de mosto que
de uva) podria ocurrir que una parte del efecto atribuido a cada factor fuera debido a esta
diferencia.
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Tabla 4.18. ANOSIM de doble via para los factores DO, sistema de cultivo y variedad en la
frecuencia y riqueza de especies (S).

Two-way ANOSIM Frecuencia (%) Riqueza de especies (S)*
Permutacién N: 9999 Variedad Cultivo | DO Cultivo | Variedad Cultivo | DO Cultivo
R 0.16428  0.51302 | 0.60001 0.37741 |-0.26471 0.85648 | 0.62037 0.6875
p 0.0006 0.0001 |0.0001 0.0001 |0.883 0.8004 |0.0126 0.3365

* Se utilizaron datos de todas las muestras: mosto y uva de todos los afios.

Cuando se aplicé el ANOSIM de doble via, que permite estudiar simultdaneamente
los efectos de dos fuentes o factores de variacion, los resultados mostraron diferencias
significativas en todos los factores (DO, variedad y sistema de cultivo) para los datos de
frecuencia (Tabla 4.18). Sin embargo, solo revelaron diferencias significativas para las DOs
cuando se utilizaron los datos de la riqueza de especies. Esto confirma que el factor DO es
mas fuerte e influyente sobre la diversidad de levaduras que el sistema de cultivo y ademés
la frecuencia de las diferentes especies encontradas en cada regién es més importante que
el nimero de especies identificadas durante los tres afios. Los resultados aportados por
ANOSIM estén en consonancia con lo descrito previamente.

Las diferencias en la riqueza y frecuencia de especies debidas a los factores afio,
variedad, DO y sistema de produccién, asi como la interacciéon entre ellos se analiz6
también mediante PERMANOVA. PERMANOVA es mucho mas robusto que ANOSIM
para probar las diferencias en cuanto a las correlaciones y las varianzas heterogéneas
(Anderson y Walsh, 2013). PERMANOVA, al contrario que ANOSIM, no se ve afectada en
gran medida por la heterogeneidad ni por las diferencias en la estructura de correlacion.
Es, generalmente, mas poderoso que ANOSIM para detectar cambios en la estructura de la
comunidad. Las diferencias en la construccién subyacente de estos estadisticos resultan en
diferencias en la naturaleza de la hipodtesis nula, su sensibilidad a la heterogeneidad y su
poder para detectar cambios en las comunidades ecoldgicas. Para disefios equilibrados,
PERMANOVA identifica rigurosamente la disimilaridad. ANOSIM es una prueba de
similaridad md&s "émnibus", sensible a las diferencias en la ubicacién, dispersiéon o
estructura de correlacion entre los grupos.

Cuando se evalu6 la influencia del afio sobre la riqueza de especies PERMANOVA
mostré un valor superior que ANOSIM de p = 0.0501, que consideramos significativo entre
el conjunto de todos los afios con un valor F = 1.745. Al igual que ANOSIM mostré
diferencias significativas entre los afios 2013-2015 (p = 0.0263, F = 2.078) y no entre 2013-
2014 (p = 0.9125, F = 0.1690). Sin embargo, en contraposicion con ANOSIM tampoco
devolvié diferencias significativas para la riqueza de especies entre 2014-2015 (p = 0.120, F
= 0.1817). Ademas, PERMANOVA mostr6 si cabe una maés alta similitud entre la riqueza
de especies de 2013 y 2014.

El PERMANOVA aplicado al factor variedad no devolvié diferencias significativas.
Los valores de significancia (p = 0.4415; F = 0.9513) fueron analogos a los obtenidos con el
ANOSIM. También las variedades que mostraron una mayor disimilitud fueron las
variedades tintas Brancellao y Mencia (p = 0.1942; F = 0.2581), sin embargo, fueron las
variedades Albarifio y Mencia (y no Albarifio y Brancellao) las que mostraron una
disimilitud menor en la prueba PERMANOVA (p = 0.798; F = 0.388). Como en el ANOSIM,
los valores de F para el factor afio y variedad no fueron elevados en ningtn caso,
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confirmando la debilidad del factor afio y, si cabe, mayor debilidad del factor variedad, en
cuanto a su influencia sobre la riqueza de especies en uva y mostos. Recientemente,
Mezzasalma et al. (2018) tampoco encontraron una correlacién significativa en el
PERMANOVA realizado entre los cultivares y su perfil de microbioma (p > 0.05)
considerando el panel de muestreo general. Sin embargo, detectaron una ligera
estructuracion de cultivares en cada localidad, incluyendo muestras de uva en Espafia que
mostraron una diferencia significativa entre el perfil de microbioma de las variedades
Sauvignon Blanc y Cabernet Sauvignon.

Los factores DO y sistema de cultivo por separado mostraron en el PERMANOVA
valores muy similares a los obtenidos con ANOSIM en todos los casos. Mostré diferencias
significativas entre la riqueza de especies de cada regién y una fortaleza mayor que los
factores afios y variedad (p = 0.0066; F = 5.217) pero no entre las muestras de origen
ecologico y convencional (p = 0.1168; F = 2.344). Algunos autores también encontraron
diferencias significativas entre los patrones biogeograficos del microbioma con los valores
de F maés altos para el factor geografico, muy similares a los obtenidos por nosotros (p <
0.001; F = 5.8) en el PERMANOVA (Bokulich et al., 2014; Mezzasalma et al., 2018).

En la agrupacién de los factores DO + variedad, al igual que en los resultados del
ANOSIM, se encontraron diferencias significativas en el conjunto (p = 0.0375; F = 2.962)
pero no entre binomios. Sin embargo, solo atribuyé un valor médximo de p = 1 entre la
agrupacion de las dos variedades de la DO Monterrei entre si (Mencia y Treixadura), pero
no entre las dos variedades de la DO Ribeiro (p = 0.3349) ni tampoco entre Albarifio y
Brancellao (p = 0.335). En cuanto a la agrupacion de los factores DO + sistema de cultivo el
PERMANOVA encontré diferencias significativas (p = 0.0064; F = 5.052) con valores
similares a ANOSIM y también entre binomios. Igualmente, PERMANOVA coincidi6é con
ANOSIM para la agrupacion de los factores variedad + sistema de cultivo donde no
encontro diferencias significativas (p = 0.6476; F = 0.6752).

Por lo tanto, se puede afirmar que la DO es el factor mas influyente sobre la riqueza
de especies, seguido, en menor medida, del sistema de cultivo, el afio y la variedad.

En cuanto a la influencia de los factores sobre la frecuencia de especies, todos los
PERMANOVA mostraron diferencias significativas con valores generales de p = 0.0001 y F
en el rango 6-16 para todos los factores o grupos analizados corroborando los resultados de
ANOSIM. Al igual que con ANOSIM se aplico la correccion de Bonferroni para visualizar
mejor las variaciones en las diferencias significativas entre algunos de los binomios. El
valor F no se modifica.

Los mostos convencionales de las DOs Ribeira Sacra y Rias Baixas fueron los mas
parecidos cuyo valor de p fue el tnico > 0.05 cuando no se aplicé la correcciéon de la
significacion. Cuando se comparé la poblacion de levaduras de los mostos de la DO
Ribeira Sacra y de la DO Rias Baixas no se encontraron diferencias significativas al aplicar
la correccion de Bonferroni para ambos sistemas de cultivo (Tabla 4.19A). El
PERMANOVA tampoco mostré diferencias significativas entre los mostos convencionales
de la DO Ribeira Sacra y los mostos de la DO Monterrei ni entre las frecuencias de los
mostos ecoldgicos de la DO Monterrei y Ribeiro.
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Tabla 4.19. PERMANOVA de la frecuencia de especies entre DO y sistema de produccién en mostos
(A) y uva (B) en 2015.

A Mo-Eco Mo-Con Ri-Eco Ri-Con RS-Eco RS-Con  RB-Eco RB-Con
Mo-Eco 5.759 2.476 9.696 6.832 2.772 12.2 6.956
Mo-Con  0.0532 \ 15.64 10.39 58.51 9.095 74.34 35.63
Ri-Eco 1 0.0028 \ 21.77 18.43 5.941 26.87 14

Ri-Con 0.0056 0.0028 0.0028 \ 70.65 12.71 86.21 42.4
RS-Eco 0.0056 0.0028 0.0056 0.0056 \ 3.529 6.041 4731
RS-Con 0.9044 0.154 0.0336 0.0728 0.574 \ 4.034 2.359
RB-Eco 0.0028 0.0028 0.0028 0.0028 0.1288 0.308 \ 4.826

RB-Con 0.0028 0.0028 0.0028 0.0028 0.0728 1 0.1596

B Mo-Eco Mo-Con Ri-Eco Ri-Con RS-Eco RS-Con  RB-Eco RB-Con
Mo-Eco 4.053 4.665 5.096 24.52 35.48 17.47 4.908
Mo-Con  0.2268 \ 5.266 3.466 40.38 61.23 25.7 7.444
Ri-Eco 0.7504 0.714 \ 6.445 8.499 7.508 7.75 3.787
Ri-Con 0.056 0.3444 0.1708 \ 31.1 4431 21.1 7.871

RS-Eco 0.0084 0.0056 0.0252 0.0028 \ 4.387 7.267 4.828
RS-Con 0.0084 0.0056 0.084 0.0028 0.056 \ 9.991 7.954
RB-Eco 0.0028 0.0056 0.0168 0.0056 0.0168 0.0028 \ 5.406
RB-Con 0.0168 0.0028 0.5712 0.0028 0.3948 0.0616 0.1092

Los valores del estadistico F se muestran encima de la diagonal y el nivel de significancia (p-valor)
con la correccién de Bonferroni se muestra debajo de la diagonal.

En cuanto a la significacién en las muestras de uva se encontraron algunas
diferencias con respecto a los mostos. En general la significacion en la uva convencional de
la DO Ribeira Sacra fue la opuesta a los mostos. No hubo diferencias significativas entre las
DOs Ribeiro y Monterrei para ambos sistemas de cultivo. Por otro lado, la prueba
PERMANOVA, en consonancia con ANOSIM, present6 los valores del estadistico F mas
altos en mostos y uvas ecolégicos de las DOs Ribeira Sacra (F = 58.51-70.65 en mostos y F =
40.38-31.10 en uvas) y Rias Baixas (F = 74.34-86.21 en mostos y F = 25.70-21.10 en uvas) en
la comparacién con las convencionales de las DOs Monterrei y Ribeiro, respectivamente.
Ademas, F también tuvo valores elevados en los mostos convencionales de la DO Rias
Baixas (F = 35.63-42.40) comparados con los de las DOs Monterrei y Ribeiro para el mismo
sistema de cultivo; en las uvas convencionales también F fue elevado en las comparaciones
entre las DOs Ribeira Sacra y la DO Monterrei (F = 24.52-61.23) para ambos sistemas de
cultivo y entre uvas convencionales de la DO Ribeiro (F = 44.31). Los valores de F en el
resto de muestras oscilaron en el rango 2.35-21.77.

Se observaron otras diferencias con ANOSIM. En la comparativa DO-variedad
aplicando la correccion de Bonferroni cabe mencionar que no se encontraron diferencias
significativas principalmente entre los mostos de las DOs Ribeiro y Monterrei para ambas
variedades, excepto entre las variedades tintas entre si; tampoco entre los mostos de
Albarifio y Mencia de las DOs Rias Baixas y Ribeira Sacra, respectivamente. En la
comparativa variedad-sistema de cultivo no se encontraron diferencias significativas en la
mayor parte de los binomios entre muestras. Esto confirma que el factor variedad es més
débil que los factores DO y sistema de produccién también en cuanto a su influencia sobre
la frecuencia de especies encontradas. Los resultados del PERMANOVA sin aplicar esta
correccion indicaron que Gnicamente no habia diferencias significativas entre los mostos de
las variedades Mencia y Treixadura de origen convencional. En las uvas estos resultados se
acrecentaron atin mdas ya que PERMANOVA solo mostré diferencias significativas entre
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Brancellao ecolégico y Mencia ecoldgica y entre Mencia ecolégica y Treixadura de ambos
sistemas de cultivo. El valor méas alto de F = 106.10, que destac6é sobremanera sobre los
demds (Fmedio = 9.03), se encontr6 entre el mosto Albarifio ecolégico y Brancellao
convencional; también fue de los mayores valores de F en uva. Otros valores altos de F se
encontraron en la comparacion entre mostos de Albarifio y Brancellao de igual sistema de
cultivo (Fecolsgico = 28.77 ¥ Feonvencional = 32.13). Esto muestra cierta influencia del factor
variedad mas alla del sistema de cultivo sobre la frecuencia de especies. Ademas, la
comparacion entre los dos sistemas de cultivo entre si de Brancellao mostraron un valor
similar en mosto y uva (F = 21.12 y F = 21.41, respectivamente) e igualmente en Albarifio (F
= 1297 y F = 9.92, respectivamente). Los mostos ecolégicos de Brancellao con respecto a
Mencia mostraron un valor de F = 18.87. El resto de valores de F entre variedades y

sistemas de cultivo fueron muy inferiores tanto en mosto como en uva oscilando entre F =
0.95-12.73.

Cuando los microorganismos alcanzan la baya, establecen y comienzan a interactuar
con la piel del fruto, entre la capa cerosa externa de la baya que es ttil para prevenir la
pérdida de agua por evaporacion y la capa de hipodermis (Mezzasalma et al., 2018). Se
sabe que la cantidad de capas de piel de las bayas de uva y su grosor son especificas del
cultivar, incluida la capa cerosa natural. Estas caracteristicas fisicas podrian influir en el
contacto y la permeabilidad de la cuticula de la uva a diferentes microorganismos como se
observa para algunos patégenos como Botrytis cinerea (Herzog et al., 2015). De acuerdo con
los datos recogidos en La Mision Biolégica (CSIC) y en Diaz Losada et al. (2011) Brancellao
es extremadamente sensible al oidio, Albarifio es muy sensible, Treixadura es
moderadamente sensible y Mencia es sensible. En cuanto al mildiu, las cuatro variedades
son moderadamente sensibles siendo Brancellao la menos sensible. Frente a la Botrytis,
Treixadura y Mencia son moderadamente sensibles mientras que Brancellao y Albarifio son
poco sensibles. Albarifio y Brancellao tienen una epidermis fina, pero con hollejo grueso y
abundante pruina mientras que Treixadura y Mencia tienen epidermis, hollejo y cantidad
de pruina medios. Nuestra hipdtesis sugiere que esta variacién que diferencia entre las
variedades Albarifio-Brancellao y Mencia-Treixadura, podria explicar parte de la influencia
de la variedad sobre la diversidad de levaduras.

Por otra parte, también la aparicion de antocianinas podria tener influencia sobre la
microbiota de la uva debido a las propiedades antimicrobianas de este grupo de moléculas
(Apolinar-Valiente et al., 2017). En este estudio, solo se analizaron los compuestos
antocidnicos de los cultivares de uva tinta (apartado 4.1.5) ya que, en los vinos blancos, su
presencia no es significativa. La variedad Brancellao tuvo una concentracién inferior de
antocianos que la variedad Mencia durante las tres campafias. Ademas, de entre las
muestras de uva Mencia, las de la DO Ribeira Sacra (mayor diversidad de especies)
presentaron mayor concentraciéon que las de la DO Monterrei. En cuanto al sistema de
cultivo las uvas de Brancellao y Mencia de la DO Monterrei ecolégicas presentaron mayor
concentraciéon de estos compuestos que sus respectivas convencionales, mientras que en las
uvas Mencia de la DO Ribeira Sacra fueron las convencionales las que tuvieron una mayor
concentracion de antocianos. Esto explicaria parte de las diferencias encontradas en los
analisis ANOSIM y PERMANOVA, tal y como sugirieron Mezzasalma et al. (2018). Por
ejemplo, el mayor valor de R y F entre las muestras de la Mencia de la DO Ribeira Sacra y
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la variedad Brancellao de la DO Ribeiro que entre la variedad Mencia de la DO Ribeira
Sacra y la DO Monterrei; el valor de R y F fue el mayor entre la variedad Mencia de la DO
Ribeira Sacra y la variedad Treixadura (blanca con concentracion de antocianinas
despreciables) de la DO Ribeiro. Sin embargo, cuando solo se consider el factor variedad,
el mayor valor de R y F se encontré entre Mencia y Brancellao, pero no entre variedades
tintas y blancas. Por otro lado, los menores valores de R y F se encontraron entre la
variedad Mencia de la DO Ribeira Sacra y las variedades blancas de la DO Rias Baixas. La
razén de estas discrepancias podria estar en que el factor variedad es mucho més débil que
el factor DO (en el que influyen factores intrinsecos como la climatologia, edafologia,
orografia, etc.). Del mismo modo, cualquier cultivar de vid muestra metabolitos
secundarios peculiares, y la mayoria de estos se concentran en la baya. Algunos de estos
metabolitos tienen propiedades antimicrobianas (Katalini¢ et al., 2010) y podrian influir
cuantitativamente y cualitativamente en la composicion del microbioma de la uva.
Ademas, las diferencias no fueron significativas en las concentraciones de antocianos entre
sistemas de cultivo ni tampoco en los anélisis de similitud. En cualquier caso, atendiendo a
las variedades tintas parece existir una relacién entre la concentracién de antocianos y la
riqueza de especies. En todas las muestras (uva y mosto de los tres afios) la variedad
Brancellao present6 menos riqueza de especies que la Mencia y a su vez las muestras de
Mencia de la DO Monterrei menos que las de la DO Ribeira Sacra. En cuanto al sistema de
cultivo, esta relacion se cumplié también para las muestras ecolégicas (Brancellao de la DO
Ribeiro y Mencia de la DO Monterrei tuvieron mayor riqueza de especie que las muestras
convencionales) aunque no se cumplié en la Mencia convencional de la DO Ribeira Sacra.
Mezzasalma et al. (2018) no detectaron una correlacién significativa entre los cultivares y
su perfil microbiano, aunque si una ligera estructuracion de los cultivares en cada
localidad. Asimismo, también podrian influir otros factores como el tamafio y la
compacidad de los racimos. Los cuatro cultivares mostraron diferentes densidades,
tamafios y formas: Treixadura y Albarifio presentan racimos de compacidad media a
elevada, aunque el tamafio de los mismos es grande y pequefio, respectivamente,
Brancellao tiene racimos de tamafio medio, de compacidad baja o suelta y Mencia de
tamafio pequefio-medio y compacidad media.

Por lo tanto, el conjunto de todos estos factores (tamafio de la baya y del racimo,
antocianinas, pruina, grosor de la epidermis y hollejos, volumen de pampanos y hojas, etc.)
pudieron tener una influencia en el acceso y la permeabilidad de las levaduras. Pero
también podria influir en la respuesta de la poblaciéon de levaduras a las condiciones
ambientales y a las relaciones intermicrobianas. Sin embargo, teniendo en cuenta nuestros
resultados, nuestra hipoétesis esta en linea con Mezzasalma et al. (2018) quienes sugirieron
tras un ACoP que las caracteristicas climaticas de los sitios de muestreo influyen mas sobre
la presencia de microorganismos en la superficie de las uvas que las caracteristicas
ampelométricas de las plantas. Probablemente, las condiciones ambientales locales
combinadas con caracteristicas de manejo agronémico sean mas capaces de modificar el
microbioma de las bayas que las caracteristicas genéticas de las plantas. Esto podria
explicar por qué todos los cultivares de uva de cada localidad comparten una fracciéon
diferente de levaduras (Tabla 4.12, Tabla 4.13, Figura 4.13 y Figura 4.14).
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Por otro lado, algunos factores podrian tener contrarrestado su efecto por la mayor
influencia de otros factores sobre la riqueza y frecuencia de levaduras, difumindndose asi
las diferencias. Ademads, tal y como puede observarse en las variaciones obtenidas, los
resultados merecen precaucion debido a la existencia de factores no considerados (como la
migracion microbiana a través de salpicaduras de lluvia, vientos, polinizadores, etc. desde
plantas y el suelo) (Belda et al., 2017b) y otras interacciones atin desconocidas entre las
plantas y el medio ambiente tal y como concluyen Mezzasalma et al. (2018).

Expandiendo las comparaciones para grupos con los tres factores DO + variedad +
sistema de cultivo, casi todas presentaron diferencias significativas entre todas las
muestras. Los mayores valores de F se siguieron encontrando especialmente en las DOs
Rias Baixas y Ribeira Sacra de cultivo ecolégico en las comparaciones con las DOs Ribeiro y
Monterrei de cultivo convencional.

Si se reducen los grupos al nivel de un solo factor por grupo, en general se resumen
los resultados anteriores (Tabla 4.20).

Tabla 4.20. PERMANOVA; reducciéon de un grupo por factor DO, variedad y sistema de produccién
en mostos (A) y uva (B) en 2015.

A Mo Ri RS RB A Trx Men Bra Alb

Mo 3.227 11.14 27.08 Trx 4.466 3.662 7.281

Ri 01368 1663 365 |Men 0036 T 8564  3.569
RS 0.0006  0.0006 2512 |Bra 0.0972  0.0006 ~—_ 19.30

RB 0.0006 0.0006 0.2682 Alb 0.0012  0.1314 0.0006

A Eco Con

Eco 10.05

Con 0.0001
B Mo Ri RS RB B Trx Men Bra Alb
Mo 3.074 57.69 17.73 Trx 4211 3.786 1.338

Ri 02634 T~ 2203 9347 |Men 00114 4098 1786

RS 0.0006  0.0006 8762 |Bra 00101 00217 2715

RB 0.0006 0.0006 0.0006 Alb 0.2254 0.1551 0.0728
B Eco Con
Eco 3.6

Con 0.0174

Los valores del estadistico F se muestran encima de la diagonal y el nivel de significancia (p-valor)
con la correccién de Bonferroni se muestra debajo de la diagonal.

Se encontraron diferencias significativas en todos los casos, especialmente entre
sistemas de cultivo, excepto entre los mostos y uvas de las DOs Ribeiro-Monterrei, los
mostos de las DOs Rias Baixas-Ribeira Sacra, los mostos de Brancellao-Treixadura y
Albarifio-Mencia y las uvas de Albarifio y el resto de variedades. Las mayores diferencias
de acuerdo con el valor de F se encontraron entre los mostos y uvas de las DOs Rias Baixas
y Monterrei, los mostos de las DOs Rias Baixas y Ribeiro, las uvas de la DO Ribeira Sacra
con las DOs Monterrei y Ribeiro y entre las variedades Albarifio y Brancellao.

Cuando se aplic6 el PERMANOVA de doble via los resultados fueron similares a los
encontrados en el ANOSIM de doble via. Mostraron diferencias significativas en todos los
factores (DO, variedad y sistema de cultivo) para los datos de frecuencias (Tabla 4.21). Pero
ademads de revelar diferencias significativas en el factor DO cuando se utilizaron los datos
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de la riqueza de especies también mostraron diferencias significativas entre sistemas de
cultivo ecolégico y convencional. Sin embargo, el PERMANOVA tampoco present6
diferencias significativas en los grupos analizados conjuntamente variedad-sistema de
cultivo para el nimero de especies identificadas durante los tres afios.

Tabla 4.21. PERMANOVA de doble via para los factores DO, sistema de cultivo y variedad en la
frecuencia y riqueza de especies (S).

Two-way PERMANOVA Frecuencia (%) Riqueza de especies (S)*

Permutacién N: 9999 Variedad Cultivo |DO Cultivo | Variedad Cultivo | DO Cultivo
F 48.774 86.021 [19.376 16.941 |0.29114 0.64286 |4.267 34.286
p 0.0001 0.0001 |0.0001 0.0001 |0.5719 0.206 |0.0007 0.0153

* Se utilizaron datos de todas las muestras: mosto y uva de todos los afios.

De acuerdo con el conjunto de resultados podemos afirmar que los factores que mas
influyeron en la diversidad fueron la DO seguido del sistema de cultivo y en menor
medida de la variedad y el afio. Sin embargo, el valor de F devuelto por PERMANOVA
realizado entre DO y sistema de cultivo para la riqueza de especies fue mayor en el sistema
de cultivo. Por lo tanto, los analisis ANOSIM y PERMANOVA confirmaron la existencia de
diferencias regionales en la poblacion de levaduras entre sistemas de cultivo. Demostramos
asi la existencia de diferentes patrones biogeograficos en la distribucion de las
comunidades de levaduras entre los sistemas de cultivo ecolégico y convencional con una
marcada influencia regional entre las distintas DOs de Galicia. Esto permite asociar un
terroir microbiano a regiones concretas que explicarfan la tipicidad de sus vinos (Belda et al.,
2017b; Bokulich et al., 2016; Knight, et al., 2015).

4.2.7. Representacion grifica de la distribucion de las levaduras (ACP) y (ACoP)

Se evalu6 gréficamente la influencia de los factores sistema de cultivo y DOs sobre la
riqueza de especies entre las muestras de los diferentes afios mediante un andlisis de
componentes principales (ACP).
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Figura 4.12. ACP de la riqueza de especies de levadura (S) en muestras de produccién ecolégica B y
convencional B en uva de 2015 (ul5) y mostos de 2013, 2014 y 2015 (m13, ml4 y ml5,
respectivamente) en diferentes DOs: Mo (Monterrei), Ri (Ribeiro), RS (Ribeira Sacra) y RB (Rias
Baixas).
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El ACP agrup¢ los valores de S entre sistemas de cultivo (con una mayor dispersiéon
en ecoldgico) y entre DOs (Monterrei-Ribeiro y Rias Baixas-Ribeira Sacra) (Figura 4.12). Por
otro lado, la mayor S se correspondié mejor con las DOs Ribeira Sacra y Rias Baixas: en
2013 y 2014 con el sistema convencional y en 2015 con el ecolégico. El biplot muestra
también la correspondencia de una mayor S en los afios 2014 y 2015 que en 2013.

En la Figura 4.13, el ACP realizado en los mostos de 2015 representa graficamente la
distribucién de las muestras en base a la frecuencia de especies mayoritarias y la influencia
del sistema de cultivo en las diferentes DOs y variedades. Se consideraron los dos primeros
componentes principales cuya suma explica el 68.03% de la varianza (CP1: 52.51%, CP2:
15.52%). Se observé una clara agrupacién de las muestras de distintas DOs de Galicia y
sistemas de cultivo en funcién de las levaduras presentes en cada una de ellas.

Figura 4.13. ACP de las muestras de mosto (2015) en base a la frecuencia de especies de levadura
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mayoritarias. Violeta: convencional, verde: ecol6gico; asterisco: DO Ribeira Sacra, circulo: DO
Monterrei, cuadrado: DO Ribeiro, tridngulo: DO Rias Baixas. Biplot: A: Aureobasidium spp., C:
Candida spp., Cm: Cy. macerans, Cr: Cryptococcus spp., Dh: D. hansenii, Hu: H. uvarum, It: 1. terricola,
Lt: L. thermotolerans, Mp: Metschnikowia spp., P: Pichia spp., R: Rhodotorula spp., Sb: Starm. bacillaris,
Zb: Zy. bailii.

Las especies més relevantes que contribuyeron a la agrupacion de las muestras
fueron Aureobasidium spp., H. uvarum, L. thermotolerans, Cryptococcus spp. y Metschnikowia
spp. confirmando los resultados del analisis SIMPER. Ademas, el ACP mostr6 que las tres
primeras especies no estan correlacionadas entre si (son casi ortogonales y estdn alejadas
del centro). De acuerdo con la frecuencia de especies, el ACP separ6 claramente las
muestras de mosto de las DOs Rias Baixas y Ribeira Sacra de las de las DOs Ribeiro y
Monterrei. Esta agrupacion de los mostos esté relacionada con los valores mas altos de H'
en las DOs Rias Baixas y Ribeira Sacra. Ademads, son consistentes con los valores de
similitud obtenidos por el ANOSIM (Tabla 4.16 y Tabla 4.17) y apoyan la existencia de un
terroir microbiano asociado a las distintas zonas. Cabe destacar también que en mostos las
especies L. thermotolerans y Metschnikowia spp. fueron las principales especies caracteristicas
en el cuadrante 1 (Mencia ecolégica de la DO Monterrei), Cryptococcus spp. en el 2 (mostos
ecolégicos de la DO Ribeiro y Treixadura de la DO Monterrei), Aureobasidium spp. en el 3
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(mostos convencionales de las DOs Ribeiro y Monterrei) y H. uvarum 'y Starm. bacillaris en el
4 (mostos de ambos sistemas de cultivo de las DOs Ribeira Sacra y Rias Baixas) (Figura
4.13). Complementando los resultados del ANOSIM y PERMANOVA, nuestros analisis
sugieren que algunas variedades mostraron una frecuencia de especies diferente,
especialmente en las especies minoritarias (Tabla 4.13 y Figura 4.14).
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Figura 4.14. ACP de las muestras en mostos (2015) segtin variedad y sistema de cultivo en base a la
frecuencia de especies de levadura minoritarias. Violeta: convencional, negro: ecoldgico; Biplot: Cb:
C. bentonensis, Co: C. oleophila., Cs: C. cf. sorbosivorans, Dh: D. hansenii, Mg: Me. guilliermondii, Cc: C.
californica, Crc: Cr. carnescens, Crs: Cr. stepposus, Ps: P. sporocuriosa, Pk: P. kluyveri, Pm: P.
membranifaciens, Rn: R. nothofagi, Td: T. delbrueckii, Zh: Z. hellenicus/meyerae, Zyb: Zy. bailii.
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Figura 4.15. ACP de las muestras de uva ecoldgica (Eco) y convencional (Con) de diferentes DOs de
Galicia en 2015 en base a la frecuencia de especies. Violeta: convencional, verde: ecolégico; asterisco:
DO Ribeira Sacra, circulo: DO Monterrei, cuadrado: DO Ribeiro, tridngulo: DO Rias Baixas. Biplot:
Ap: Aureobasidium spp., Ca: Candida spp., Cm: Cy. macerans, Cr: Cryptococcus spp., Dh: D. hansenii,
Hu: H. uvarum, Lt: L. thermotolerans, Mp: Metschnikowia spp., Pk: P. kluyveri, Rg: Rhodotorula spp., Sr:
Sp. ruberrimus.
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En los mostos, C. bentonensis, C. cf. Sorbosivorans, C. oleophila y Me. guilliermondii
aparecieron casi exclusivamente en Albarifio ecolégico; R. graminis e I. terricola en Albarifio
convencional; C. oleophila, Cr. victoriae y Zy. bailii en Treixadura ecolégica; Cr. carnescens y
Cy. macerans en Treixadura convencional; C. apicola, P. membranifaciens y P. sporocuriosa en
Mencia ecolégica; R. nothofagi y T. delbrueckii en Mencia convencional; Cr. terrestris en
Brancellao ecolégico y Cr. Stepposus en Brancellao convencional.

En el ACP realizado en uva las muestras se distribuyeron en diferentes cuadrantes
teniendo en cuenta las mismas levaduras principales que en mostos (Figura 4.15). Este ACP
también mostré una agrupaciéon de las muestras por DOs (Ribeira Sacra-Rias Baixas y
Monterrei-Ribeiro) similar a la obtenida para los mostos.

Por otra parte, debido a que PERMANOVA es sensible a las diferencias en la
dispersiéon multivariante, para verificar si las dispersiones son significativamente diferentes
se aplicaron Anadlisis de Coordenadas Principales (ACoP o MDS) para buscar patrones. El
ACoP calcula los valores de disimilitud en si mismos (en coherencia con la filosofia de
PERMANOVA). La suma de los dos ejes principales de todos los ACoP fue del 67-88%, lo
que garantiza su validez. E1 ACoP de la Figura 4.16 remarca la influencia del sistema de
cultivo sobre la distribucion de las muestras en base a la frecuencia de especies,
especialmente minoritarias, en los mostos de 2015.
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Figura 4.16. ACoP de las muestras de mosto ecolégico (verde) y convencional (violeta) de 2015 en
distintas DOs en base a la frecuencia de especies.

Muestra una separacion entre los mostos de ambos sistemas de cultivo: los mostos
ecolégicos se agrupan en los cuadrantes superiores y los convencionales en los cuadrantes
con valores negativos del eje Y. Los resultados obtenidos en las muestras de uvas de 2015
(gréfico no mostrado) fueron similares si bien la dispersion fue més marcada en las
muestras de cultivo convencional. Esto indica que el sistema de cultivo influye
significativamente sobre la diversidad de levaduras, especialmente en la proporcién de las
especies minoritarias.
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Figura 4.17. ACoP de los mostos (2013 a 2015) y uvas (2015) ecoldgicos (verde) y convencionales
(violeta) en base a la riqueza de especies de las diferentes variedades (Treixadura: rojo, Trx;
Albarifio: amarillo; Alb; Brancellao: marrén, Bra; Mencia: negro, Men) y DOs (Mo: Monterrei; Ri:
Ribeiro; RS: Ribeira Sacra; RB: Rias Baixas).

El ACoP de la Figura 4.17 remarca la influencia de la variedad sobre la riqueza de
especies. Teniendo en cuenta que hay mdas muestras de la variedad Treixadura que de la
variedad Mencia se observé una dispersion igual o superior, es decir, una mayor
disimilitud, en la riqueza de especies en la variedad tinta. Sin embargo, entre la variedad
Albarifio y Brancellao con igual nimero de muestras se observé una dispersion mayor en
la variedad blanca.
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Figura 4.18. ACoP de los mostos y uvas ecolégicos (verde) y convencionales (violeta) en base a la
riqueza de especies de los diferentes afios (2013 a 2015) y DOs (Mo: Monterrei; Ri: Ribeiro; RS:
Ribeira Sacra; RB: Rias Baixas).

En cuanto a la influencia del afio en la riqueza de especies, el ACoP de la Figura 4.18
remarca una correspondencia alta entre las muestras de 2013 y 2014, separadas de las de
2015 cuya campafa presentd, en general, una mayor riqueza de especies. También puede
observarse que la dispersion de las muestras en 2015 fue mayor, ocupando tres cuadrantes
con las muestras de las diferentes DOs separadas ampliamente entre si.
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Figura 4.19. ACoP de la riqueza de especies (S) en mosto ecolégico (negro) y convencional (violeta) en las distintas variedades (Alb: Albarifio, Trx:
Treixadura, Bra: Brancellao, Men: Mencia); agrupacion eliptica por DO: Mo (Monterrei), Ri (Ribeiro), RS (Ribeira Sacra), RB (Rias Baixas).
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El ACoP de la Figura 4.19 muestra una agrupacion eliptica de la riqueza de especies
de las muestras de las diferentes variedades. La riqueza de especies mostré una dispersiéon
similar entre las DOs Monterrei y Ribeiro y una separacion entre las muestras ecolégicas y
convencionales, aunque no entre variedades, ni entre blancas y tintas. La riqueza de
especies de las variedades de las DOs Ribeira Sacra y Rias Baixas se agruparon separadas
de las DOs Monterrei y Ribeiro, excepto la riqueza de especies de la Mencia ecolégica de la
DO Ribeira Sacra. Hay que destacar ademds que la riqueza de especies de las muestras
tanto ecolégicas como convencionales de la DO Rias Baixas mostré una menor dispersion
que el resto, lo que indica una gran homogeneidad en todos los afios y muestras, mayor
incluso que la riqueza de especies de la DO Ribeira Sacra con la mitad de variedades y
muestras.

En general, los ACP y ACoP apoyan en una representacion grafica los resultados
obtenidos en las pruebas ANOSIM y PERMANOVA. Representan una separacion entre las
muestras en base a la diversidad y riqueza de especies de levadura presentes en uva y
mostos influidos por los diferentes factores estudiados. Los patrones, tal y como ya
apuntaron Mezzasalma et al. (2018) no se deben a una alta similitud dentro de las
muestras, porque cuando analizamos diferentes factores se observé una estructuracion en
la que el factor geografico fue el mas importante.

4.2.8. Influencia de las condiciones climdticas sobre la diversidad de levaduras

Los microorganismos son esenciales para garantizar el equilibrio del ecosistema y son
capaces de influir en las relaciones entre las plantas y elementos abiéticos (por ejemplo,
suelo, agua y luz solar) y bioticos (por ejemplo, otros microorganismos y seres vivos)
(Mezzasalma et al., 2018). Estos microorganismos tienen como factores primordiales para
su desarrollo las condiciones climaticas. Comprender qué factores ambientales influyen en
el desarrollo microbiano que coloniza las uvas y sus interrelaciones es clave en el manejo
del vifiedo y su influencia en el vino. Este es, por otra parte, un tema desafiante de
preocupaciéon emergente (Morgan et al.,, 2017). Dicha informacién puede proporcionar
objetivos biol6gicos para futuras aplicaciones biotecnolégicas, asi como informacién
adicional para controlar la diversidad microbiana de campo. Se podrd asi mejorar el
rendimiento productivo del vifiedo, especialmente en el cultivo ecolégico, el proceso de
fermentaciéon del vino y actuar como firma de origen de la uva (Gilbert et al., 2015;
Grangeteau et al., 2017a y 2017b; Jara et al., 2016). Estudios de ADN apoyaron que el
microbioma de uva estd relacionado ademds de con la ubicaciéon, con las condiciones
climaticas y otros factores asociados con el vifiedo (Bokulich et al., 2014 y 2016).

Algunos pardmetros ambientales tales como la velocidad del viento, la HR o la
pluviometria tienen una gran importancia por su relaciéon con la presencia de una mayor o
menor diversidad de levaduras. Ademas, estos factores estan estrechamente relacionados
con el desarrollo de otros hongos y enfermedades que compiten con las levaduras y tienen
la capacidad de deteriorar las uvas proporcionando la liberacién de mosto. Se crea asi un
sustrato muy diferente a la superficie de la piel de las bayas y racimos sanos que esta
directamente relacionado con la biodiversidad de levaduras (Barata et al., 2012; Cordero-
Bueso et al., 2011; Guzzon et al., 2014; Schmid et al., 2011).
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Como ya se ha discutido, la diferencia de la comunidad de levaduras en uva y mosto
fue mayor por DO que entre tipo de cultivo, afio y variedad, probablemente debido a un
gran ntumero de factores variables no independientes (precipitacion, viento, temperatura,
enfermedades, plagas, précticas viticolas y plaguicidas, etc.), que influyen en la proteccién
e integridad de la piel y pueden modificar la ecologia de las bayas (Barata et al., 2012). Las
condiciones climatolégicas registradas en Galicia en el periodo de duracién del proyecto
han sido muy heterogéneas segun el area y la afiada (Tablas 3.1, 3.2 y 3.3; Figura 3.1).
Durante nuestro estudio, hubo un aumento significativo de las precipitaciones en 2014,
especialmente en las fechas cercanas a la cosecha. Estas condiciones son muy propicias
para la incidencia de enfermedades fingicas como el mildiu o la Botrytis, que determinaron
una alerta continua en el tratamiento del vifiedo. En la DO Ribeira Sacra la vifia en
ecologico se tratdé con azufre y cobre exclusivamente, mientras que en las DOs Ribeiro y
Rias Baixas se utilizaron ademads diferentes soluciones hidroalcohdlicas en épocas
puntuales. En los vifiedos convencionales se aplicaron también materias activas
penetrantes y sistémicas, variando el nimero de tratamientos en funciéon de la zona.

Dada la importancia de las condiciones climaticas en la poblacion de levaduras se
realizé un analisis de correspondencia canénica (ACC) para determinar la influencia de
las variables climaticas sobre la abundancia de especies de levadura en las muestras
ecologicas y convencionales de las distintas DOs.

°m14E
*rsM
1.
®m14C min
Altitud
o H 4
52 , V. Vient MoM
@ T2 méax HR mi m13Ee
ey min '3

2 HR media = o150 m13¢ Mo T
ea\JF -2 -1 1
sy, [ )
& 'm15C

HR max -T2 on.

P max 4 media RiB:  Ppyp
. P media
RBT ®415E
*rBa !
®m15E
Ejel, 60.45%

Figura 4.20. ACC de la influencia de las condiciones climaticas sobre la diversidad regional de
especies. Denominaciones de Origen: Mo (DO Monterrei), Ri (DO Ribeiro), RS (DO Ribeira Sacra),
RB (DO Rias Baixas); variedades de uva: A (Albarino), B (Brancellao), M (Mencia), T (Treixadura);
abundancia de especies en las muestras: m (mosto), u (uva de 2015), mt (mosto de los tres afos); afio:
13 (2013), 14 (2014), 15 (2015); sistema de cultivo: E (ecolégico), C (convencional); variables
ambientales: V. viento (velocidad media del viento), HR (humedad relativa), T* (temperatura media
mensual durante el afio agronémico del vifiedo), P (pluviometria media mensual durante el afio
agronémico).
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En el triplot del ACC (Figura 4.20) se observo la correspondencia de las variables
ambientales con la diversidad en las distintas zonas y campafias. Teniendo en cuenta el
conjunto de datos, se observé una correspondencia positiva entre el aumento de la
diversidad de levaduras y la temperatura media y la precipitacion y HR maximas en la DO
Rias Baixas. En la DO Ribeira Sacra la correspondencia fue mayor con la precipitacion
minima, la HR media y la mayor velocidad del viento. En cuanto a la biodiversidad en la
DO Monterrei se observé una correspondencia entre la HR minima y la altitud mientras
que en la DO Ribeiro se encontré una correspondencia menos definida entre los factores
ambientales estudiados y el aumento de la biodiversidad. La diversidad de levaduras fue
mayor en la DO Rias Baixas, regiéon con una mayor pluviometria/HR.

Los estudios previos dentro de esta area ya habian puesto de manifiesto un aumento
significativo en el niimero de especies en las cosechas con mas precipitaciones (Longo et al.,
1991). Sin embargo, el aumento de diversidad no estuvo relacionado con afios de mayor
precipitacion. Por ejemplo, en la DO Ribeiro donde se recogié mayor precipitacién anual
que en la DO Ribeira Sacra, el nimero de especies fue inferior; ni siquiera en la produccién
ecologica donde estan prohibidos los tratamientos fitosanitarios organicos. Los datos sobre
la diversidad de especies no son concluyentes en relacién con las precipitaciones para las
investigaciones a gran escala, ya que no demuestran ninguna relacién entre las condiciones
climaticas y la diversidad de levadura como indican Barata et al. (2012). En general,
detectamos una mayor diversidad en 2015, el afio de menor pluviometria. Rementeria et al.
(2003) concluyeron que los afios secos y calurosos aumentan la poblacién de levaduras. Por
lo tanto, no se puede deducir como norma general que tnicamente la diversidad de
levaduras aumente con la pluviometria; aunque si se observé una mayor correspondencia
entre la mayor HR y velocidad del viento y la mayor diversidad de levaduras. Se debe
tener en cuenta que otros factores como la orografia, pendiente y orientacién también
pueden influir a nivel de microclima de parcela. La orografia y pendiente fue maés
acentuada en las parcelas de las DOs Ribeira Sacra y Ribeiro en menor medida. Sin
embargo, cabe recordar que en la primera se utilizé azufre en la proteccién del vihedo,
mientras que en la segunda las soluciones hidroalcohélicas de extractos de plantas
utilizadas no son en si mismas un fungicida sino més bien fitofortificantes. Al mismo
tiempo, la parcela de la DO Ribeira Sacra linda con el rio Sil, por lo que la HR fue mayor
que en la DO Ribeiro, aunque tuviera una menor precipitacion.

Como ya se ha discutido, el aumento de las lluvias implica mdas tratamientos
fungicidas que afectan a la poblacién de levaduras (Grangeteau et al., 2017 a y 2017b;
Milanovi¢ et al., 2013; Schmid et al., 2011). El ACC de la Figura 4.21 confirm¢é que existio
una correspondencia entre los afios més lluviosos y la mayor concentracion de Cu en el
mosto (Figura 4.22). Se ha demostrado que existe una relacién entre la cantidad de
fungicidas aplicados a base de cobre y la presencia de este metal en las uvas, y por
consiguiente en el mosto, no solo por la cantidad de cobre acumulado directamente sobre
las bayas, sino también por absorcion a través de las hojas, otras partes de la planta y el
suelo (da Costa et al., 2014; Provenzano et al., 2010; Vazquez Vazquez et al., 2016). A partir
del complejo arcillo-htmico del suelo, la planta puede absorber Cu metal procedente de
campafias anteriores. Estos razonamientos explicarian la mayor cantidad de cobre
encontrada en los mostos de 2015 en algunas DOs.
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Ademés, en 2015 se encontraron diferencias significativas en la concentraciéon de Cu
entre casi todos los mostos de origen ecolégico y convencional (Tabla 4.1 a Tabla 4.7). En
cuanto al sistema de cultivo, l6gicamente las condiciones ambientales son las mismas entre
las parcelas, por lo que los ACC fueron dispares (datos no mostrados) y no se encontraron
agrupamientos entre ellas. Tampoco entre variedades.

Algunos autores han sugerido que las diferencias en la diversidad de levaduras entre
afiadas podrian explicarse por las variaciones climaticas (Drumonde-Neves et al., 2017;
Grangeteau et al., 2017a). Cuando se analiz6 gréficamente esta correspondencia entre
concentracion de Cu en el mosto, condiciones climéticas y riqueza de especies se encontrd
una mayor riqueza de levaduras en los mostos con menor concentracion de Cu (Figura
4.22). Asi, para ambos sistemas de cultivo, una excesiva concentracién de Cu en el mosto (>
10 mg/L), como las encontradas en 2013 y 2014, se correspondieron con una diversidad de
levaduras inferior a la encontrada en 2015 cuando la pluviometria, HR y aplicacién de
fitosanitarios fue inferior. 2015 fue el afio con la precipitacion més baja y el mas calido (> T*
media) de las tres campafias (Tabla 3.1), con una diferencia de pluviometria de
aproximadamente -35% (DO Rias Baixas y Monterrei), -40% (DO Ribeira Sacra) y -45% (DO
Ribeiro) con respecto al afio anterior 2014.

Cabe mencionar las particularidades encontradas en algunas DOs. Por ejemplo, la
concentracion de Cu mads elevada en la DO Ribeira Sacra se produjo en los mostos
ecologicos de 2014 y 2015 (< 10 mg/L) con la menor precipitacion en 2015 y la mayor
riqueza de especies en 2014 y 2015. Por el contrario, en la variedad Albarifio de la DO Rias
Baixas la mayor concentracion de Cu se obtuvo en los mostos convencionales de 2014 (> 35
mg/L) y 2015 (12 mg/L) siendo la riqueza de especies el doble en el mosto ecolégico (4
mg/L de Cu). Sin embargo, en la variedad Treixadura de la DO Rias Baixas, donde las
condiciones climatolégicas fueron las mismas, la mayor concentraciéon de Cu se produjo en
los mostos ecolégicos de los afios de mayor precipitaciéon 2013 y 2014 (9.6 mg/L en ambos
casos), y fue menor en los mostos también ecolégicos de 2015 (< 4 mg/L) cuando la riqueza
de especies fue mucho mayor.

A la luz de estos resultados podemos afirmar que, en Galicia, las mayores diferencias
entre los factores climaticos se encontraron en la precipitaciéon/HR, siendo los factores mas
influyentes sobre la diversidad de las levaduras directa o indirectamente (por la aplicacion
de fitosanitarios o relaciones microbianas). En consecuencia, la cantidad de levadura en
mostos fue mds alta en 2014 en comparacion con 2013 y 2015 (Figura 4.1 a Figura 4.7).
Combina et al. (2005) también encontraron que los afios con un aumento de las
precipitaciones produjeron mayores recuentos de microorganismos. En este trabajo,
teniendo en cuenta que en 2014 hubo un aumento significativo de las precipitaciones en
épocas proximas a la vendimia, se observé un aumento en la cantidad de levaduras
(UFC/mL) en todas las muestras (excepto en la variedad Mencia convencional de la DO
Ribeira Sacra; Figura 4.1 a Figura 4.7).

Por lo tanto, nuestros resultados no coinciden con los aportados por Comitini y Ciani
(2008) quienes encontraron conteos totales menores en afios con alta precipitacion. Sin
embargo, en cuanto a la diversidad de levaduras solo en algunos casos se encontré una
relacién directa entre aumento de las precipitaciones y aumento de la riqueza de especies
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(Figura 4.9). Como hemos mostrado, levaduras como M. pulcherrima, H. uvarum y A.
pullulans estan presentes en todas las campafias tanto en cultivo ecolégico (sin tratamientos
fungicidas organicos) como convencional, aunque existieran algunas diferencias en las
proporciones de estos microorganismos (Tabla 4.13 y Tabla 4.14). El resto de las especies de
levaduras no siempre aparecieron y lo hicieron con distinta frecuencia dependiendo de la
DO. Algunas especies minoritarias observadas en las muestras de produccién ecolégica
podrian explicarse por el uso de fungicidas contra B. cinerea. La presencia de Starm.
bacillaris en la DO Ribeira Sacra podria explicarse por su resistencia al cobre (Grangeteau et
al., 2017b).

La diferencia en la proporcién de levaduras segtin la cosecha probablemente, estuvo
relacionada con las diferencias climatologicas entre regiones durante el periodo de
floracién y posterior al envero y su influencia sobre la interacciéon entre microorganismos
que podrian ser mas relevantes que la climatologia acaecida durante todo el afio
agronomico, tal y como apuntaron otros autores (Grangeteau et al., 2017a; Setati et al.,
2012). Algunos géneros de levaduras parecen estar asociados con la presencia de ciertos
hongos filamentosos. Por ejemplo, el género Candida ha sido encontrado con elevada
frecuencia en las uvas botrizadas (Mills et al., 2002; Sipiczki, 2003). Este género se identific6
en nuestro estudio en mayor proporcién en las muestras ecoldgicas principalmente en la
DO con mayor pluviometria y HR (Rias Baixas), y en las afiadas en que el desarrollo del
género Botrytis pudo ser mayor. Ademads, H. uvarum, que es conocida por su antagonismo
con B. cinerea (Guzzon et al., 2014), aparecié en mayor proporcién en las regiones con
mayor diversidad: las DOs Rias Baixas y Ribeira Sacra en 2015, campafia con las
precipitaciones mds bajas. Sin embargo, aunque S. cerevisize es sensible al glucano
producido por B. cinerea (Hidalgo, 2003), solo aparecié en mostos en 2014, el afio de mayor
pluviometria. Esto podria ser debido a la mayor liberacién de mosto dadas las condiciones
climaticas desfavorables de esta campania.

Por otro lado, se encontr6é una incidencia importante de L. thermotolerans y Candida
stellata (genética y fenotipicamente cercana a Starm. bacillaris) en la zona vitivinicola de
Madrid (Cordero-Bueso et al., 2011; Tello et al. al., 2011). Estos autores al igual que los
trabajos de Comitini y Ciani (2008) también sugirieron que los tratamientos organicos
favorecen la presencia de levaduras fermentativas. Nuestros resultados apoyan que la
presencia de especies de levadura con interesante aptitud fermentativa fue mayor en
muestras ecoldgicas. Por otra parte, hay que resaltar que la concentracion de Cu en los
mostos revel6 diferencias significativas entre la cantidad de Cu aplicada en cultivo
ecoloégico y convencional, especialmente en 2015. Por lo tanto, las diferencias entre sistemas
de cultivo atribuibles a los fitosanitarios deben sugerirse por la aplicaciéon de fungicidas
orgénicos, pero también inorganicos en elevadas concentraciones.

Finalmente, cabe mencionar que la mayor biodiversidad, en general, de levaduras y
hongos del vifiedo ecolégico puede de hecho actuar como un elemento protector (Setati et
al., 2015). La mayor presencia de levaduras conocidas por su antagonismo con B. cinerea sin
interacciéon negativa con la vinificacién, como H. uvarum (especialmente en la afiada 2015 y
en la variedad Treixadura), Metschnikowia spp., D. hansenii, I. terricola, A. pullulans, Me.
guilliermondii (Pichia guilliermondii) y también la levadura comercialmente utilizada C.
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oleophila debido a su alta actividad de control biol6égico (Corbaci y Ugar, 2017; Guzzon et
al., 2014; Raspor et al.,, 2010; Schmid et al., 2011) resultaron estar en igual o superior
proporcién en muestras ecoldgicas. Esto sugiere que la produccion de vinos ecolégicos, con
un manejo adecuado de la agricultura bioldgica es viable y podria ser tutil para
contrarrestar enfermedades de la vid, reducir el impacto ecolégico del cultivo de la vid y
reducir los riesgos para la salud de los viticultores y consumidores de vino.

A la luz de esta tesis podemos sugerir también, como muestran autores como Setati et
al. (2012), que existe una heterogeneidad significativa de especies entre las muestras en el
mismo vifiedo y que en el vifiedo de producciéon ecolégica (menos tratado), hay un
aumento significativo en la riqueza de especies, incluidas muchas levaduras con potencial
para el control biolégico.

Ademés, se realizé un andlisis de correlacion climatica segtin Pearson. En la Tabla
4.22, Tabla 4.23 y Tabla 4.24 se muestran las correlaciones significativas de las 11 variables
ambientales utilizadas en el estudio y de las distintas agrupaciones de los factores sistema
de produccién, variedad y afio con su correspondiente abundancia de especies en mosto y
uva. Como es logico, se observaron correlaciones positivas significativas entre la
temperatura y la HR y entre la precipitacion y la HR (Tabla 4.22). Entre las correlaciones
negativas se observé que en las DOs de mayor altitud disminuyen la temperatura,
pluviometria y HR y que la temperatura maxima esté correlacionada con HR minima.

Tabla 4.22 Correlacién entre variables ambientales.

Parametro climatico |Altitud

T? min -.801" |T? min

T? media -910™ .750™ |T? media

T max T? max

HR min -746™ |HR min

HR media 799" |HR media

HR max =779  .652" HR max

P min .598* P min

P media -891~ 778" 813" .755%* P media
P max =717 716™ .632" 663" 577*  935**

La correlacién (bilateral) es significativa en el nivel a p < 0.05 (*) y a p < 0.01 (**). Variables
ambientales: V. viento (velocidad media del viento), HR (humedad relativa), T* (temperatura media
mensual durante el afio agronémico del vifiedo), P (pluviometria media mensual durante el afio
agronémico).

En cuanto al sistema de cultivo y afio los factores ambientales mas importantes
fueron velocidad del viento y HR media con correlaciones positivas entre las que hay que
destacar un incremento de la diversidad especialmente en los mostos de 2014 y 2015. En los

mostos de 2015, especialmente en los ecoldgicos, se observé una correlaciéon negativa entre
la altitud y la diversidad de especies (Tabla 4.23).

En cuanto a las distintas variedades de uva, se encontraron correlaciones positivas
entre la riqueza de especies de las muestras de Treixadura: mostraron mayor diversidad
cuanto mayor fue la HR y la precipitacion. (Tabla 4.24). También la variedad Mencia
aumento su diversidad de levaduras con la precipitacién minima y media y con HR media.
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Sin embargo, entre las correlaciones negativas, la diversidad en Treixadura y Mencia
disminuy6 cuanto mayor fue la altitud y en Brancellao cuanto mayor fue la velocidad del
viento y la precipitacion méxima

Tabla 4.23. Correlacion (Pearson) entre variables ambientales y diversidad de levaduras en muestras

de mosto y uva segtn el sistema de producciéon y afio.

Parametro climatico | u15 | m13 | m14 [ m15 | mC | m14C|[m15C| m14E| m15E| u15E
V. viento 785* 598* .763* .624* 497+ .806* 773% 794*
HR min. .548*

HR media 771% 543* 828** 690** 869" 805% .851* .796*
HR max 670+ 879%

P min 732%* 812*

P media .555*

Altitud -611* -.806*

La correlacion (bilateral) es significativa a p < 0.05 (*) y a p < 0.01 (**). Sistema de produccién: E
(ecolégico); C (convencional). Abundancia de especies: m (mosto), u (uva); afio: 13 (2013), 14 (2014),
15 (2015).

Tabla 4.24. Correlacién entre variables ambientales y variedades en uva y mosto.

Pardmetro climatico | m+u T| mT | mB | mM
V. Viento 727*% -855*

HR media .828* .940** 713%
HR max. 874*  874*

P min. 819* .753*
P media 824* .670%
P max. .820%* -.836*
Altitud -.488* -.661%
T% media .756*

La correlacion (bilateral) es significativa en el nivel a p <0.05 (*) y a p <0.01 (**). Variedades de uva:
A (Albarino), B (Brancellao), M (Mencia), T (Treixadura); Abundancia de especies: m (mosto), u
(uva), mt (mosto de los tres afios 2013, 2014, 2015); afo: 13 (2013), 14 (2014), 15 (2015).

Finalmente, como método de ordenaciéon comparable con el ACP, pero con el objetivo
de maximizar la covarianza entre los dos grupos de variables climéticas y correlacionarlos
con la zona geogréfica, se realizé un andlisis Parcial de Minimos Cuadrados (PLS). La
Figura 4.23 muestra los resultados del analisis de regresion PLS calculado para las distintas
DOs en funcién de las variables ambientales para distintas agrupaciones de la abundancia
de especies. Los resultados de la prueba PLS, junto con los anélisis ACP, ACC y Pearson
mostraron una clara separacién entre regiones, aunque mostraron a su vez dos grupos
entre las DOs Rias Baixas y Ribeira Sacra y las DOs Monterrei y Ribeiro.

En definitiva, los resultados obtenidos demuestran que la diversidad de levaduras
asociadas a la uva y el mosto estuvo influenciada por las condiciones climatolégicas
(especialmente por la HR) asociadas a cada zona y afio, las practicas agronémicas en el
sistema de cultivo y, en menor medida, por la variedad. Ademds, apoyamos la hipétesis de
correlacion entre las précticas agronémicas humanas en los vifiedos y la microbiota de la
uva, lo que plantea una interdependencia entre las bases antropogénicas y microbiolégicas
del terroir.
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Figura 4.23. Analisis PLS entre variables climaticas, DO y sistemas de produccion.

4.3. Cinética fermentativa y de la dindmica de la poblacion de levaduras en fermentaciones naturales
de mosto de produccion ecoldgica y convencional.

Las levaduras presentes en el mosto (apartado 4.1) determinaron la evolucién de las
fermentaciones naturales en el laboratorio. Como era previsible, las fermentaciones guiadas
en 2015 en las que se afiadi6 la cepa comercial de S. cerevisine EC1118 fueron mds répidas
que las espontaneas. Patrignani et al. (2017) también encontraron resultados similares en la
duraciéon de las fermentaciones espontineas y guiadas de mostos ecolégicos y
biodinamicos. Esto debe tenerse en cuenta en las bodegas que elaboran vino ecolégico, y
que normalmente fermentan de forma espontdnea, para tomar las medidas necesarias que
garanticen la obtencion de un vino de calidad.

4.3.1. DO Monterrei

4.3.1.1. DO Monterrei: variedad Treixadura

Las vinificaciones de Treixadura de la DO Monterrei mostraron una cinética
fermentativa tipica con diferencias en la velocidad de fermentacién de unas campafas a
otras y, a veces, entre los procesos ecolégicos y convencionales. En 2013 (Figura 4.24) la
fermentacion Ecol presenté una menor velocidad de fermentacion, especialmente al final
del proceso, relacionado con una proporcién menor de levaduras viables en esa fase.
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Figura 4.24. Evolucién de fermentaciones naturales de mosto Treixadura de cultivo ecolégico (Eco) y
convencional (Con) en la DO Monterrei en la campafia de 2013.

Por su parte, la fermentaciéon Con3 tuvo una fase inicial muy lenta, entrando en fase
tumultuosa después de 10 dias. En los procesos convencionales se identificaron
Metschnikowia spp., H. uvarum, L. thermotolerans y Me. guilliermondii al inicio de la
fermentacion, que fueron sustituidas por S. cerevisize durante el proceso. La cepa de S.
cerevisiae presente en Conl fue diferente de Con2 y Con3. En Con3 se encontraron bacterias
en la fase inicial. En las fermentaciones con mosto ecolégico también se identificaron
distintas especies al inicio, incluida S. cerevisiae en Eco2. Al final la cepa que se implant6
varié entre ellas, observandose un fenémeno de codominancia en Ecol.
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Figura 4.25. Evolucién de fermentaciones naturales de mosto Treixadura de cultivo ecolégico (Eco)
y convencional (Con) en la DO Monterrei en la campafia de 2014.
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En 2014 las curvas de fermentacion fueron bastante heterogéneas (Figura 4.25), con
una velocidad fermentativa mayor en el caso de las convencionales, aunque tardaron maés
en arrancar, especialmente Con3. Las fermentaciones se iniciaron con Metschnikowia spp.,
H. uvarum, L. thermotolerans y fueron sustituidas por S. cerevisiae. En las ecolégicas Ecol y
Eco2 se implant6 la misma cepa mientras que en Eco3 se observé una codominancia de dos
cepas. En las fermentaciones convencionales Conl y Con2 se implanté la misma cepa de S.
cerevisiae y en Con3 una diferente.
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Figura 4.26. Evolucién de fermentaciones naturales de mosto Treixadura de cultivo ecolégico (Eco) y
convencional (Con) en la DO Monterrei en la campafia de 2015.

En 2015 todas las fermentaciones tuvieron una evoluciéon similar excepto Ecol que
mostré una velocidad de fermentacion mas lenta (Figura 4.26). En todas ellas se implant6 la
cepa S. cerevisize EC1118 inoculada tras arrancar el proceso levaduras no-Saccharomyces
como Metschnikowia spp., L. thermotolerans y H. uvarum.

4.3.1.2. DO Monterrei: variedad Mencia

Con la variedad tinta Mencia las fermentaciones mostraron una evolucién tipica en
las dos campanas estudiadas, con una velocidad de fermentacién répida, ya que se alcanz6
la fase final en 6 dias (Figura 4.27 y Figura 4.28).

A nivel microbiolégico en 2013 se observé que en la fase inicial de la fermentacion ya
estaban presente S. cerevisiae, aunque también se identificaron otras especies con menor
capacidad fermentativa habituales en mostos como L. thermotolerans, Metschnikowia spp. y
H. uvarum. Esto explica la rdpida evolucién de las fermentaciones. En las fermentaciones
con mosto ecolégico habia dos cepas de S. cerevisiae actuando en codominancia, mientras
que en las convencionales se encontré solo una cepa dominante.
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Figura 4.27. Evoluciéon de fermentaciones naturales de mosto Mencia de cultivo ecolégico (Eco) y
convencional (Con) en la DO Monterrei en la campafa de 2013.

En 2015 las fermentaciones arrancaron con distintas levaduras incluida Saccharomyces,
L. thermotolerans, Metschnikowia spp. y H. uvarum. En las convencionales al final se implant6
la levadura comercial afiadida, pero en las de mosto ecolégico habia diferentes cepas de S.
cerevisiae al final del proceso.
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Figura 4.28. Evolucién de fermentaciones naturales de mosto Mencia de cultivo ecolégico (Eco) y
convencional (Con) en la DO Monterrei en la campafa de 2015.
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4.3.2. DO Ribeiro
4.3.2.1. DO Ribeiro: variedad Treixadura

Las fermentaciones con mosto de Treixadura no mostraron una cinética homogénea
en 2013. En algunas fermentaciones (Conl, Con3 y Eco3) se consumi6 el azticar dando
lugar a un vino seco (Figura 4.29). Las fermentaciones arrancaron con las levaduras
Metschnikowia spp., H. uvarum y L. thermotolerans, que fueron reemplazadas por S. cerevisiae,
excepto en Ecol y Con2. La cepa S. cerevisiae que se implant6 fue diferente en Eco2, Eco3 y
Con3. En Conl fermentaron dos cepas en codominancia.
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Figura 4.29. Evolucién de fermentaciones naturales de mosto Treixadura de cultivo ecolégico (Eco) y
convencional (Con) en la DO Ribeiro en la campafia de 2013.

En 2014 todas las muestras acabaron la fermentacion, pero la evolucién de la misma
varié entre ellas (Figura 4.30). La velocidad de fermentacién fue mayor en los mostos
ecologicos, relacionado con una poblacion de levaduras también superior en las distintas
fases del proceso. En todos los casos la fermentaciéon se inicié con distintas especies de
levaduras como Metschnikowia spp., H. uvarum y también L. thermotolerans. En las
fermentaciones ecoldgicas se implant6 la misma cepa de S. cerevisiae en Ecol y Eco2, pero
en Eco3 y en las fermentaciones convencionales se encontré una cepa diferente.

En 2015 las fermentaciones tardaron més en empezar, pero una vez arrancadas e
inoculadas con S. cerevisiae, la velocidad de fermentacion fue rapida, especialmente en las
muestras convencionales (Figura 4.31). Las fermentaciones con mosto ecolégico
evolucionaron de forma mas lenta. Ecol fue una excepcién, ya que arrancé al segundo dia
y ferment6é mds despacio. Las fermentaciones con mosto ecoldgico se iniciaron con
Metschnikowia spp., y L. thermotolerans; en las convencionales ademds aparecian las
levaduras H. uvarum y C. pimensis. En todos los casos, estas especies fueron sustituidas por
la cepa de S. cerevisize inoculada la final de la fermentacion, aunque seguian presentes
algunas levaduras no-Saccharomyces.
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Figura 4.30. Evolucién de fermentaciones naturales de mosto Treixadura de cultivo ecolégico (Eco) y
convencional (Con) en la DO Ribeiro en la campafa de 2014.
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Figura 4.31. Evolucién de fermentaciones naturales de mosto Treixadura de cultivo ecolégico (Eco) y
convencional (Con) en la DO Ribeiro en la camparia de 2015.

4.3.2.2. DO Ribeiro: variedad Brancellao

Todas las fermentaciones de la variedad tinta Brancellao mostraron una evoluciéon
tipica con consumo de los aztcares por debajo de 2.0 g/L (aprox. 7 °Brix). En 2013, la
fermentacion con los mostos ecoldgicos fue mas homogénea que con los convencionales
(Figura 4.32). Con2 comenz6 a fermentar en los dos primeros dias, mientras que los otros
dos mostos convencionales tardaron 3-4 dias en arrancar. Una vez iniciado, el proceso
tardé 9 dias en finalizar. La poblaciéon de levaduras aumenté en la fase tumultuosa y
descendi6 al final, especialmente en Ecol. En esta campafia se observo la presencia de
distintas especies de levaduras al inicio de la fermentacién como: L. thermotolerans, H.
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uvarum, Me. guilliermondii, P. kudriavzevii y S. cerevisiae. Esta ultima fue la levadura
dominante al final de las fermentaciones y también al inicio en Con3. Se identificaron 4
cepas diferentes de S. cerevisiae en los procesos convencionales, pero solo una en los

ecologicos.
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Figura 4.32. Evolucién de fermentaciones naturales de mosto Brancellao de cultivo ecoldgico (Eco) y
convencional (Con) en la DO Ribeiro en la campafa de 2013.

Las fermentaciones en 2014 también fueron bastante heterogéneas (Figura 4.33).
Empezaron al tercer dia y finalizaron 10 dias mas tarde. No se observé disminucién en la
poblacién de levaduras al final, excepto en Con2 y Eco2. La dindmica de la poblacién de
levaduras en los mostos ecolégicos fue similar a 2013 con diferentes especies al inicio que
fueron sustituidas por una cepa dominante de S. cerevisize durante el proceso. En las
fermentaciones convencionales Metschnikowia spp. y H. uvarum fueron las especies
mayoritarias al inicio, excepto Con2 que fue fermentada por S. cerevisiae desde el principio.
Conl terminé la fermentacién con un solo tipo de S. cerevisize, pero en Con3 se
identificaron diferentes cepas al final del proceso.

En 2015 la cinética fermentativa fue similar en todas las muestras (Figura 4.34). Las
fermentaciones de mostos ecolégicos se iniciaron mayoritariamente con Metschnikowia spp.,
aunque también se detecté H. uvarumy S. cerevisiae. La levadura inoculada tras el inicio (S.
cerevisinze EC1118) fue la cepa dominante al final. Sin embargo, en las fermentaciones con
mosto convencional Conl y Con3 se encontré una cepa mayoritaria diferente. En las fases
iniciales se encontré Metschnikowia spp. y H. uvarum, pero también D. hansenii y H.
clermontiae. En contraste con los procesos ecoldgicos, no se detect6 S. cerevisize durante el
inicio espontaneo de las fermentaciones.
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Figura 4.33. Evolucién de fermentaciones naturales de mosto Brancellao de cultivo ecolégico (Eco) y
convencional (Con) en la DO Ribeiro en la campafia de 2014.
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Figura 4.34. Evolucién de fermentaciones naturales de mosto Brancellao de cultivo ecolégico (Eco) y
convencional (Con) en la DO Ribeiro en la campafa de 2015.

4.3.3. DO Ribeira Sacra: variedad Mencia

En 2013 la cinética de las fermentaciones con Mencia de la DO Ribeira Sacra fue muy
heterogénea (Figura 4.35); solo los procesos Con2 y Eco3 completaron la fermentacion. Las
demas vinificaciones, aunque arrancaron rapido solo consumieron parte de los azudcares.
La fermentacion Conl mostré una acusada disminucion de °Brix al inicio, pero después se
par6 antes de los 10 dias dejando aztcares residuales. En las fermentaciones restantes la
disminucién del °Brix fue gradual, estabilizandose a los 15 dias.
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A nivel microbiolégico en las fermentaciones que consumieron los azuacares (Con2,
Eco3 y Eco2) se observo un claro dominio de S. cerevisiae al final del proceso. En los otros
ensayos se encontraron otras levaduras con menor capacidad fermentativa como
Metschnikowia spp. o H. uvarum (especies mayoritarias), y también Starm. bacillaris y Zy.
bailii en ecolégico, L. thermotolerans en convencional o C. californica, en ambos sistemas.
Ademas, se observo la presencia de bacterias en las distintas fases de la fermentacion.
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Figura 4.35. Evoluciéon de fermentaciones naturales de mosto Mencia de cultivo ecolégico (Eco) y
convencional (Con) en la DO Ribeira Sacra en la camparia de 2013.

Las fermentaciones ecolégicas en 2014 mostraron una evolucién tipica (Figura 4.36)
con descenso a menos de 8 °Brix (aztcares < 2.0 g/L) y produccion de alcohol (12.4% vol.).
Por el contrario, en los mostos convencionales la fermentacién no se completo, pararon
muy rapido y no disminuy¢ el °Brix. Se detuvo en torno al intervalo 19-17 °Brix, dando
lugar a vinos con aztcares residuales (138.5 g/L) y bajo contenido en alcohol (3.6% vol.)
(Tabla 4.29). En 2015 las fermentaciones de Mencia de la DO Ribeira Sacra mostraron una
evolucién normal, como era de esperar ya que fueron inoculadas una vez iniciadas (Figura
4.37). Los mostos ecolégicos iniciaron antes la fermentacién, acorde con un ntimero mayor
de levaduras viables en el mosto. En todas ellas se implant6 la cepa de S. cerevisiae afiadida.

El estudio de la dindmica de la poblacién de levaduras durante las fermentaciones de
2014 y 2015 indic6 que las fermentaciones arrancaron (Fi) con las especies mayoritarias H.
uvarum y Metschnikowia spp., aunque también se identificaron otras como P. kluyveri en
convencional, Zygosaccharomyces spp. en ecoldgico y Starm. bacillaris y C. californica en
ambos sistemas de cultivo (esta dltima solo en 2014). En los mostos ecolégicos estas
levaduras fueron reemplazadas durante la fermentacion por S. cerevisiae que aparece como
dominante al final del proceso. Sin embargo, en las fermentaciones con mosto convencional
las especies de la Fi no fueron sustituidas por S. cerevisize, aunque en alguna si habia
levaduras de esta especie, deteniéndose la fermentaciéon y aprecidandose la presencia de
bacterias. Estas diferencias microbiolégicas explican los datos obtenidos en los vinos
(apartado 4.4.3).
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Figura 4.36. Evoluciéon de fermentaciones naturales de mosto Mencia de cultivo ecolégico (Eco) y
convencional (Con) en la DO Ribeira Sacra en la camparia de 2014.
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Figura 4.37. Evolucién de fermentaciones naturales de mosto Mencia de cultivo ecolégico (Eco) y
convencional (Con) en la DO Ribeira Sacra en la camparia de 2015.

4.3.4. DO Rias Baixas
4.3.4.1. DO Rias Baixas: variedad Albarivio

La cinética fermentativa de las fermentaciones de Albarifio de la DO Rias Baixas en
2013 se muestra en la Figura 4.38. Los mostos ecolégicos fermentaron completamente el
azucar disponible (°Brix < 7), excepto uno de ellos, al igual que se observé para Treixadura
en la DO Ribeiro (Figura 4.29). Sin embargo, los mostos convencionales fermentaron mas
lentamente y no se consumi6 todo en aztcar. La poblacion de levaduras no mostré muchas
diferencias a nivel cuantitativo, aumentando en la fase inicial (dia 7) para disminuir
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ligeramente al final del proceso (dia 27). La identificacion de las levaduras en las distintas
fermentaciones mostro la presencia de S. cerevisiae en las que se consumieron los aztcares,
mientras que otras especies como Metschnikowia spp., H. uvarum, 1. terricola y Candida spp.
con menor poder fermentativo estuvieron presentes en los demas ensayos.
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Figura 4.38. Evolucién de fermentaciones naturales de mosto Albarifio de cultivo ecolégico (Eco) y
convencional (Con) en la DO Rias Baixas en la campafia de 2013.

En 2014 todas las vinificaciones mostraron una cinética fermentativa normal, aunque
las muestras de mosto convencional presentaron menor nimero de levaduras y tardaron
mas dias en empezar a fermentar (Figura 4.39). Una vez iniciado el proceso la velocidad de
fermentacion fue rapida para ralentizarse de nuevo hacia el final. La poblacién de
levaduras en mosto fue superior a la anterior campafia, y también aument6 més durante la
fermentacion, alcanzandose del orden de 1.4 x 108 células/mL en las muestras ecolégicas.
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Figura 4.39. Evolucién de fermentaciones naturales de mosto Albarifio de cultivo ecolégico (Eco) y
convencional (Con) en la DO Rias Baixas en la campaifia de 2014.
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En las muestras ecolégicas de 2014 la fermentacion se inicié con distintas especies
no-Saccharomyces incluyendo Metschnikowia spp., H. uvarum, I. terricola, Starm. bacillaris y
Candida spp., que fueron sustituidas por S. cerevisiae al final del proceso. La cepa de S.
cerevisize dominante fue diferente en las distintas fermentaciones. En las muestras
convencionales también se identificaron distintas especies al inicio de la fermentaciéon y S.
cerevisine como levadura dominante al final del proceso. En 2015 la cinética fermentativa
fue muy regular, y similar en todas las fermentaciones (Figura 4.40), como era de esperar
ya que fueron inoculadas con S. cerevisize una vez arrancaron con las levaduras presentes
en el mosto (Metschnikowia spp., H. uvarum, Starm. bacillaris y Candida spp.).
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Figura 4.40. Evolucién de fermentaciones naturales de mosto Albarifio de cultivo ecolégico (Eco) y
convencional (Con) en la DO Rias Baixas en la campafia de 2015.

4.3.4.2. DO Rias Baixas: variedad Treixadura

Las fermentaciones de Treixadura en 2013 mostraron una evolucién diferente entre
ellas. Los mostos ecolégicos tardaron mdas dias en empezar a fermentar (especialmente
Ecol) y Eco3 mostr6 una velocidad de fermentacion més lenta (Figura 4.41). Las
fermentaciones arrancaron con distintas especies incluyendo Metschnikowia spp. y H.
uvarum que fueron sustituidas por S. cerevisiae al final del proceso. La cepa de S. cerevisiae
dominante fue la misma en Ecol y Eco3, pero diferente en Eco2. La cinética de las
fermentaciones con mostos convencionales fue méas uniforme con una mayor diversidad de
levaduras al inicio del proceso. Las cepas dominantes de S. cerevisiae fueron diferentes en
Conl y Con2.
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Figura 4.41. Evolucién de fermentaciones naturales de mosto Treixadura de cultivo ecolégico (Eco) y
convencional (Con) en la DO Rias Baixas en la campafia de 2013.

En 2014 todas las fermentaciones de Treixadura presentaron una evolucién similar, si
bien las convencionales empezaron y terminaron antes que las ecolégicas. Una vez iniciado
el proceso, la velocidad de fermentacion fue rapida llegando a la fase final en menos de 10
dias, donde se ralentiz6 (Figura 4.42), acorde con una mayor poblacién de levaduras
viables en todas las fases del proceso. De nuevo, las fermentaciones arrancaron con
distintas especies de levaduras incluyendo Metschnikowia spp., H. uvarum, 1. terricola, Starm.
bacillaris, Candida spp., D. hansenii y Pichia spp., que fueron sustituidas por S. cerevisiae al
final del proceso; aunque seguian presentes algunas levaduras de la fase inicial como
Metschnikowia spp. y Starm. bacillaris, y aparecieron otras como P. kudriavzevii que no habia
sido identificada al inicio de la fermentacion. En las fermentaciones con mosto ecolégico la
cepa dominante de S. cerevisize fue la misma en Eco2 y Eco3, mientras que en Ecol se
observ6 un fenémeno de codominancia de distintas levaduras.
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Figura 4.42. Evolucién de fermentaciones naturales de mosto Treixadura de cultivo ecolégico (Eco) y
convencional (Con) en la DO Rias Baixas en la campaifia de 2014.
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En 2015 las fermentaciones fueron rapidas (10 dias) y presentaron una evoluciéon
similar, excepto la Ecol que mostré menor velocidad de fermentacion y se prolongé hasta
20 dias (Figura 4.43). Las levaduras H. uvarum, 1. terricola, Starm. bacillaris y P. kluyveri
iniciaron la fermentacién y fueron sustituidas por S. cerevisiae. En todas las fermentaciones
se implanto la cepa EC1118 de S. cerevisiae inoculada.
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Figura 4.43. Evolucién de fermentaciones naturales de mosto Treixadura de cultivo ecolégico (Eco) y
convencional (Con) en la DO Rias Baixas en la campafia de 2015.

Obviamente, la composicién del mosto y la evolucién de la fermentaciéon repercuten
en las caracteristicas del vino. Por esta razdn, la utilizacion de cultivos iniciadores mixtos
autéctonos no-Saccharomyces/Saccharomyces, capaz de explotar la diversidad de cepas
nativas, podria ser una alternativa valida para una fermentaciéon estable que garantice o
mejore las propiedades organolépticas del vino al disminuir la microbiota alterante
(Comitini et al., 2011; Ciani y Comitini, 2015).

Nuestros resultados coinciden con los de otros autores en los que Hanseniaspora,
Metschnikowia y Candida son los principales géneros de levaduras fermentativas detectados
en los mostos de uva al comienzo de la FA, y en los que también se ha observado una gran
variabilidad en la frecuencia de no-Saccharomyces (Capozzi, 2015; Combina et al., 2005; Fleet
et al., 2003; Prakitchaiwattana et al., 2004; Oro et al., 2014). H. uvarum y Metschnikowia
predominaron en todas las muestras, pero junto con las otras no-Saccharomyces fueron
reemplazadas durante la fermentacion por S. cerevisize tal y como han concluido
numerosos estudios (Canonico et al., 2016; Ciani et al., 2010; Povhe Jemec et al., 2001; Torija
et al., 2001). Metschnikowia spp. tienen un comportamiento oxidativo y son parte de la
microbiota asociada a la uva cultivada en climas himedos y lluviosos (Longo et al., 1991).
Ademas, M. pulcherrima tiene actividad antimicrobiana sobre otras levaduras del vino
(Capozzi et al., 2015; Oro et al., 2014) debido a un efecto antagénico entre levaduras,
incluida S. cerevisiae, es decir, un efecto killer diferente al de S. cerevisiae, relacionado con el
pigmento pulcherrimina que produce (Jolly et al., 2014). Dicho efecto se produce, aunque la
presencia de M. pulcherrima se limite a los primeros dias de la FA debido a su baja
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capacidad fermentativa y tolerancia al etanol (Milanovi¢ et al., 2013; Sadoudi et al., 2012).
También se ha encontrado actividad antimicrobiana contra otras levaduras en algunas
especies de Pichia y Kluyveromyces (Comitini et al., 2004; Middelbeek et al., 1980; Santos et
al. 2009). Dependiendo de las diferentes regiones de muestreo, Hanseniaspora spp.
(principalmente H. uvarum y H. guilliermondii) se han aislado al comienzo de la FA en un
porcentaje que oscila entre 16 y 78% (Pramateftaki et al., 2000; Povhe Jemec et al., 2001;
Combina et al., 2005). H. uvarum tiene baja potencia de fermentacién, pero su presencia es
importante en la producciéon de compuestos volétiles del vino. Asi, la composicién quimica
de vinos elaborados con Hanseniaspora spp./S. cerevisize difieren de la de vinos de
referencia fermentados con solo S. cerevisiae (Mateo et al., 1991; Romano et al., 1997b; Lleixa
et al.,, 2016). En algunos trabajos se ha observado, ademas, que el crecimiento inicial de
Hanseniaspora tuvo un efecto retardante en el crecimiento posterior de S. cerevisiae (Jolly et
al., 2014). Este fendmeno podria ser una causa adicional de las fermentaciones rezagadas o
atascadas encontradas en algunas de las muestras. Por otra parte, algunas cepas de
Zygosaccharomyces pueden reiniciar las fermentaciones atascadas debido a su naturaleza
fructofilica, atil en mostos con altas concentraciones de aztcar donde la concentracion de
fructosa puede exceder la de glucosa al inicio de la fermentacion afectando el crecimiento
de S. cerevisiae (Jolly et al., 2014). También se han descrito toxinas killer (zymocins)
producidas por P. kluyveri que pueden inhibir el crecimiento de ciertas cepas de S. cerevisiae
(Middelbeek et al., 1980). Zygosaccharomyces spp. y P. kluyveri aparecieron principalmente
en las fermentaciones de Mencia de la DO Ribeira Sacra y en menor medida en Treixadura
de la DO Rias Baixas. Esto podria explicar la cinética fermentativa de algunas de dichas
muestras.

Cabe resaltar que las levaduras oxidativas mayoritarias en algunas muestras de uva
y/o mostos, incluyendo A. pullulans (todas las DOs), Rhodotorula spp. (DO. Rias Baixas) y
Cryptococcus spp. (DO Ribeiro), fueron las primeras en declinar y no se detectaron durante
la fermentacion. Este comportamiento también fue observado por otros investigadores
(Bagheri et al., 2015). Sin embargo, aunque con caracter simboélico, R. mucilaginosa se
encontré en dos muestras (una en Fi y otra en Ff), persistiendo durante la fermentacion tal
y como han demostrado otros estudios (Diaz et al., 2013). Setati et al. (2012) y Cordero-
Bueso et al. (2011a) encontraron L. thermotolerans en fermentaciones de mostos
biodindmicos y convencionales. Bagheri et al. (2015) encontraron esta especie como
predominante en las fermentaciones Fi-Ft de mostos convencionales. Por el contrario, en
nuestras muestras L. thermotolerans se encontrd principalmente en fermentaciones de mosto
ecologico (DOs Ribeiro y Monterrei), como también hallaron Tello et al. (2011). L.
thermotolerans es una especie comtn en muchas regiones del mundo. En 2015, la mayor
concentracion de L. thermotolerans se obtuvo con similar frecuencia (31%) en mosto
ecologico de la misma variedad (Treixadura). En estas muestras la diversidad de no-
Saccharomyces también fue similar, con baja proporciéon total (4-4.5 log UFC/mL, mayor en
convencional) y sin especies fermentativas. L. thermotolerans se detect6 en la Ff en la DO
Monterrei donde las tres fermentaciones fueron exitosas mientras que solo aparecié en Fi
en las muestras de la DO Ribeiro que transcurrieron con lentitud prolongédndose durante el
doble de tiempo (hasta 25 dias). Por lo tanto, pudieron influir también otros factores como
los componentes del mosto. Los mostos, con una elevada concentraciéon de azacar (> 250
g/L) fueron muy similares a excepcién de la concentracién de NFA que pudo ser limitante

David Castrillo Cachon, 2018 183



Resultados v discusién

(Tabla 4.1 y Tabla 4.3); fue muy baja en los mostos de la DO Ribeiro (106 mg/L),
aproximadamente la mitad que en los de la DO Monterrei. Sin embargo, los vinos secos
obtenidos fueron sorprendentemente similares a excepcion de una mayor concentracion de
glicerol en los vinos de la DO Monterrei (Tabla 4.25). No obstante, no se encontré L.
thermotolerans en los mostos convencionales andlogos que también fueron muy parecidos,
incluso en el valor de Cu y de NFA que no fue limitante (> 200 mg/L) y presentaron una
diversidad de levaduras similar. Por lo tanto, la dindmica fermentativa es compleja, en la
que pueden influir numerosos factores de diversa indole. Se ha sugerido que la proporcion
de L. thermotolerans estd influenciada por la densidad celular inicial, pero ademas por la
competencia e interacciones entre levaduras (Bagheri et al, 2015). En un ntmero
significativo de fermentaciones se encontraron L. thermotolerans y Starm. bacillaris en la Ff lo
que indica que estas especies sobreviven a elevadas concentraciones de etanol. Algunas no-
Saccharomyces fueron detectadas en la Ff incluso en las fermentaciones guiadas tal y como
ya apuntaron otros autores (Tofalo et al., 2011). Ademas, en algunos casos como en las DOs
Ribeira Sacra y Ribeiro en 2013 y en Brancellao de 2014 la presencia de estas levaduras con
capacidad fermentativa podria explicar una mejor evolucién de la fermentacién. Sin
embargo, en otros casos no fue suficiente para garantizar una fermentacion rapida como en
el caso de las muestras convencionales de la DO Ribeira Sacra en 2014 o en el Albarifio de
2013. En la misma linea, nuestros resultados también coincidieron con los obtenidos por
Bagheri et al. (2015) en que Starm. bacillaris fue mayoritaria en la Fi-Ft de mostos de ambos
sistemas de cultivo. Hay que destacar que en las DOs donde Starm. bacillaris aparecio, se
detect6 una mayor frecuencia (Tabla 4.13 y Figura 4.10) en los mostos con el nivel de aztcar
mas alto (Tabla 4.1 a Tabla 4.7), lo cual es consistente con estudios previos que
comunmente han asociado esta levadura con uvas botrizadas (Mills et al., 2002) o mostos
con alto contenido de aztcar (Setati et al., 2015; Tofalo et al., 2012). Esto sugiere que
algunas de las diferencias de la diversidad de levaduras en las muestras de mostos se
pueden atribuir en parte a las diferencias en los niveles de madurez. Sin embargo, no se
identificé Starm. bacillaris en otros mostos de este trabajo con alto contenido en azacar. Por
otra parte, algunas de nuestras especies minoritarias como I. terricola, C. apicola o P. anomala
también fueron encontradas durante el inicio de la fermentacién por otros autores,
generalmente en bajas proporciones en ambos sistemas de cultivo (Bagheri et al., 2015;
Cordero-Bueso et al., 2011a; Setati et al., 2012; Tello et al., 2011).

En cuanto al NLV/mL (UFC/mL), Patrignani et al. (2017) y Tofalo et al. (2011)
describieron valores inferiores a los nuestros de no-Saccharomyces (3-4 log UFC/mL) en
fermentaciones espontdneas de mostos ecolégicos a los 3 dias. Sin embargo, los valores en
fermentaciones guiadas de mostos ecolégicos fueron similares (4-7 log UFC/mL). A
grandes rasgos, nuestros resultados también coinciden con los de estos y otros autores en
que durante la fermentaciéon tumultuosa (4-10 dias desde el inicio de la fermentacion) la
poblacién de levaduras no-Saccharomyces mostré un notable aumento de 10> a 108 UFC/mL
independientemente del tipo de fermentacién (guiada o espontdnea) y del sistema de
cultivo; la poblacién de S. cerevisize se increment6é rdpidamente a 107-108 UFC/mL y
posteriormente se produjo el declive constante de levaduras hasta que la mayor parte del
azucar fue consumido (Bagheri et al., 2015; Patrignani et al., 2017a). En cuanto a la
duracioén, la fermentacion espontdnea tard6 mas tiempo que la guiada, pero el alto niimero
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de levaduras no-Saccharomyces no parecio afectar a la fermentacion de S. cerevisiae, segun el
contenido de azucar residual tal y como también concluyeron Tofalo et al., 2011. Ademas,
la duraciéon de la fermentacién espontanea de los mostos ecolégicos no fue, en general,
superior a la de los convencionales. La carga de células de Saccharomyces y no-
Saccharomyces decrecié més radpidamente en las fermentaciones guiadas comparadas con las
espontaneas. En algunos casos durante los tres afios se observé un conteo similar de células
viables en ambos sistemas de cultivo en Ft y Ff; sin embargo, en Fi la carga microbiana
vario entre afos.

4.4. Andlisis de los vinos obtenidos mediante fermentacion natural de mostos de produccion
ecologica y convencional

Las diferencias observadas durante la fermentacién se reflejan y confirman con los

datos de los vinos resultantes.
4.4.1. DO Monterrei: variedades Treixadura y Mencia

En 2013 no se pudieron estudiar las diferencias entre los vinos de Treixadura debido
a los problemas encontrados en las fermentaciones. En la Tabla 4.25 se muestra la media de
dos de las fermentaciones con mosto ecolégico y un vino convencional; el grado alcohélico
adquirido, la acidez total y el pH fueron similares en el vino ecolégico y los
convencionales. En 2014 se observaron diferencias significativas solo en el pH y en el
contenido de cobre. Los vinos de mosto convencional presentaron mayor grado y acidez
total, asi como menor pH que los ecoldgicos. Por el contrario, en 2015 el grado fue mayor
en cultivo ecolégico, aunque esas diferencias no fueron significativas. Sin embargo, si lo
fueron en el contenido en cobre, mayor en cultivo convencional, como en 2014.

Tabla 4.25. Caracteristicas de los vinos de la variedad Treixadura (Trx) obtenidos mediante
fermentacién natural de mostos de origen convencional (Con) y ecolégico (Eco) en la DO Monterrei.

. Trx-2013 Trx-2014 Trx-2015

DO Monterrei Eco Con Eco Con Eco Con
Grado alcohdlico (%vol.)  14.5£0.8 14.1 13.5+0.9 14.2+0.5 14.9+1.1 13.8+0.7
Glucosa + fructosa (g/L) 0.5£0.0 0.1 1.5+0.8 3.743.1 0.8+0.8 0.6£0.0
Acidez total (g tart./L) 6.2+0.0 6.4 7.5+0.7 8.5+0.4 7.0+1.1 7.2+0.1
Acidez volatil (g acetico/L)  0.45£0.40 0.29 0.63+0.23  0.65+0.18 0.34+0.09  0.36+0.15
Acido lactico (g/L) 1.3+0.5 22 2.367 2.4+1.8 1.5¢1.2 0.3+0.2
Acido malico (g/L) 1.0+0.3 0.4 0.3+0.3 0.8+0.6 1.0+0.7 1.7+0.2
Acido tartarico (g/L) 3.0£0.3 34 2.940.6 3.9+1.3 3.6£0.6 3.9104
pH (-)? 3.62+0.01 3.55 3.38+0.09 3.16+0.09 3.30+0.10  3.18+0.09
Extracto Seco Total (g/L) 24.841.1 222 258+24  29.0#4.8  21.6£1.8  21.1+0.5
Glicerol (g/L) 9.3+0.5 59 9.4+0.1 6.611.9 8.5t1.8 8.2+0.3
Cobre (mg/L)? 0.10+0.00 0.10 0.11+0.02 27.45£5.59 0.10+£0.00 0.29+0.16

Los datos son la media de tres repeticiones * desviacion estandar (excepto en 2013 Eco2 y Eco3-dos
repeticiones; Con2-una fermentacién). El superindice ? indica que existen diferencias significativas
(p < 0.05) entre cultivo ecolégico y convencional para ese parametro en 2014.
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Tabla 4.26. Caracteristicas de los vinos de la variedad Mencia (Me) obtenidos mediante fermentacién
natural de mostos de origen convencional (Con) y ecolégico (Eco) en la DO Monterrei.

. Men-2013 Men-2015

DO Monterrei Eco Con Eco Con
Grado alcohdlico (%vol.)13 12.9+0.2 10.6+1.3 13.6+0.2 12.3+0.3
Glucosa + fructosa (g/L) 0.2+0.2 0.0+0.0 0.3+0.1 0.2+0.0
Acidez total (g tart./L) 7.7¢1.7 6.4+1.4 5.7+0.3 6.1+0.1
Acidez volatil (g acetico/ L) 0.48+0.12 0.39£0.19 0.53+0.31 0.31£0.15
Acido lactico (g/L) - - 2.8+1.6 1.6+0.4
Acido malico (g/L) 0.1+£0.1 0.6£0.5 0.4+0.6 0.5+0.1
Acido tartarico (g/L)! 2.9+0.1 3.4+0.3 3.4+0.3 4.0+0.3
pH () 4.28+0.31 3.82+0.08 4.20+0.18 3.73+0.07
Extracto Seco Total (g/L)'3 34.3+2.2 26.3£2.6 36.7+3.8 29.1+1.5
Glicerol (g/L)! 7.7£1.0 5.7+0.4 8.5+1.8 8.2+0.3
Cobre (mg/L) 0.10£0.00 0.10£0.00 0.24+0.02 0.25+0.02

Los datos son la media de tres repeticiones + desviacién estandar. Los superindices ! y 3 indican que
existen diferencias significativas (p < 0.05) entre cultivo ecolégico y convencional para ese parametro
en 2013 y 2015, respectivamente.

Con la variedad Mencia solo se evaluaron las campafias de 2013 y 2015. Los
resultados muestran que el grado y extracto seco fue significativamente mayor en cultivo
ecologico en las dos campafias, y también el glicerol en 2013 (Tabla 4.26). El pH fue mas
alto en los vinos ecolégicos. En casi todos los casos los vinos llevaron a cabo la FML,
aunque algunos solo parcialmente.

4.4.2. DO Ribeiro: variedades Treixadura y Brancellao

En los vinos elaborados en 2013 con Treixadura (Tabla 4.27), no se consumieron los
azucares en todas las fermentaciones. Se han considerado Conl y Con3, y Eco3. El grado
obtenido fue mayor en ecolégico mientras que la acidez fue maés elevada en los vinos
convencionales. En ambos casos los vinos iniciaron la FML.

Tabla 4.27. Caracteristicas de los vinos de la variedad Treixadura (Trx) obtenidos mediante
fermentacién natural de mostos de origen convencional (Con) y ecolégico (Eco) en la DO Ribeiro.

. Trx-2013 Trx-2014 Trx-2015
DO Ribeiro Eco Con Eco Con Eco Con
Grado Alcohdlico (%vol.)?3 14.7 11.3£0.6  125+0.5 11.4+0.6 154401  14.4+04
Glucosa + Fructosa (g/L)? 1.1 0.5+0.1 1.3+1.1 8.9+4.5 1.7+0.3 1.0+0.4
Acidez Total (g tart./L)23 6.7 11.4+£2.9 8.0£0.6 6.7£0.6 8.8+0.2 5.9+0.8
Acidez Volatil (g acstico/ L)? 0.54 0.86+0.04 0.82+0.11 0.97£0.20 0.48+£0.03 0.34+0.01
Acido Lactico (g/L) 2.6 0.9+0.1 0.6x0.9 0.9+0.5 0.1+0.0 0.2+0.0
Acido Malico (g/L)3 0.8 0.9+0.4 1.7+0.6 0.9+0.7 0.9+0.3 1.9+0.1
Acido Tartérico (g/L)3 2.7 6.5%1.3 4.841.6 3.3x0.7 7.8+£0.3 2.8+£0.5
pH (-3 3.89 2.95+0.43 3.02+0.32 3.34+0.11 3.07+£0.06 3.43+0.20
Extracto Seco Total (g/L) 27.3 36.0£5.4  24.7+19  27.7+54 244404  22.8+2.1
Glicerol (g/L) 9.2 8.1+3.1 9.0£0.9 8.2+0.6 4.7+0.7 6.7+£0.9
Cobre (mg/L) 0.1 0.10£0.00 0.38+0.28  0.15+0.08 * *

Los datos son la media de tres repeticiones + desviacién estdndar (Excepciones: en 2013 media de
Conl y Con3; Eco3. En 2015 Ecol no se consideré para la media; Conl hizo la FML y no se consider6
para la media de acido lactico y tartdrico). Los superindices 2 y 3 indican que existen diferencias
significativas (p < 0.05) entre cultivo ecolégico y convencional para ese parametro en 2014 o 2015,
respectivamente. * En 2015 no se determiné el cobre.
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En 2014 los vinos convencionales presentaron més azucares residuales y menor grado
y acidez que los ecolégicos. En 2015 (afio mas calido), los vinos presentaron mayor grado
que en las otras dos campafias. Ecol no se consideré para la media porque presentaba
azucares, mayor acidez y glicerol y realiz6 la FML. También lo hizo la fermentacion Conl.
Se observaron diferencias significativas tanto en grado como en acidez total, volatil, acido
malico, tartarico y pH. El vino ecolégico tuvo mas grado y también mayor acidez total y
contenido de &cido tartarico, pero menor pH que el convencional.

Con la variedad tinta Brancellao las fermentaciones terminaron con el consumo total
de aztcares (Tabla 4.28). No se encontraron diferencias significativas en cuanto al grado
adquirido entre los vinos ecolégicos y convencionales, aunque si se observé que en 2015
fue mayor en ambos casos. En esta tltima campafia se observaron diferencias en cuanto a
la acidez total y contenido en &cido tartérico de los vinos, mds alto en los ecolégicos. De
acuerdo a esto, el pH fue més bajo, como ocurrié también en 2013 en estos vinos. El
contenido de tartarico también fue superior en 2014 en los vinos ecolégicos.

Tabla 4.28. Caracteristicas de los vinos de la variedad Brancellao (Br) obtenidos mediante
fermentacién natural de mostos de origen convencional (Con) y ecoldgico (Eco) en la DO Ribeiro.

oy . Br-2013 Br-2014 Br-2015
DO Ribeiro Eco Con Eco Con Eco Con

Grado alcoholico (%vol.) 10.83+0.40 11.10£1.92 11.20£2.19 11.30+0.95 12.57+0.21 12.57+0.06
Glucosa + fructosa (g/L) 0.03+0.06 0.07+0.12  0.2+0.00  0.60+£0.69 0.23£0.06  0.40£0.20

Acidez total (g tart./L)3 5.98 6.57+1.19 6.1320.06 6.10£0.62 7.30+0.52 6.10+0.26

Acidez volatil (g acetico/ L)? 0.558 0.91+0.42 0.45+0.04 0.60£0.12 0.31+0.03 0.37+0.02

Acido lactico (g/L) - - 0.67£0.15 0.90+0.62 0.20+0.10  0.10+0.00

Acido malico (g/L)? 0.27£0.21 0.27+0.29 0.67£0.06 1.27+0.57 0.97+0.21 2.13+0.31

Acido tartarico (g/L)2? 4.17+0.70 3.87+0.81 3.53+0.31 2.43+0.59 6.23£042 3.63%0.29

pH (-)13 3.63£0.09 3.88+£0.06 3.39+0.056 3.48+0.19 3.24+0.04 3.70+0.09

Extracto Seco Total (g/L) 32.30+7.90 31.27+#5.01 26.00+0.95 24.85+0.07 30.30+1.92 29.63+0.06
Glicerol (g/L) 5.0720.93  4.60+£0.56 10.20+1.57 8.30+1.25 7.80+0.40 7.83+0.06

Cobre (mg/L) 0.1 0.10£0.00 0.20+0.03  0.25%0.09 * *

Los datos son la media de tres repeticiones + desviacién estandar. Los superindices 1 2 y 3 indican
que existen diferencias significativas (p < 0.05) entre cultivo ecolégico y convencional para ese
parametro en 2013, 2014, o 2015 respectivamente. * En 2015 no se determiné el cobre. § Solo se
considerd Eco3 para ese parametro.

4.4.3. DO Ribeira Sacra: variedad Mencia

Las caracteristicas de los vinos elaborados con uvas Mencia de la DO Ribeira Sacra de
origen ecolégico y convencional se muestran en la Tabla 4.29. En los ensayos en los que se
consumio6 el aztcar con producciéon de alcohol como es de esperar en una fermentacién
controlada se observd que el vino de cultivo ecolégico (Eco3) presenté mayor grado
alcoholico, pero menor pH y acidez volatil que el convencional (Con2). En los demads
ensayos el grado alcohdlico vari6é de unas fermentaciones a otras, indicando diferencias en
como las levaduras y/o bacterias habian metabolizado los aztcares. La fermentacién
natural de los mostos convencionales de 2014 condujo por tanto a la obtenciéon de vinos con
azucares residuales y de elevada acidez. En 2013 se incluyen los datos de los vinos Ecol y
Con2; en las demas fermentaciones no se consumieron los azucares, el grado alcanzado fue
inferior a 9% y la acidez volatil muy elevada. Se comprob6 ademés que, especialmente en
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las variedades tintas, los vinos de 2015 tuvieron mayor graduacién alcohélica que en los
dos afios precedentes.

Tabla 4.29. Caracteristicas de los vinos de la variedad Mencia (Me) obtenidos mediante fermentacion
natural de mostos de origen convencional (Con) y ecolégico (Eco) en la DO Ribeira Sacra.

_— Me-2013* Me-2014 Me-2015
DO Ribeira Sacra Ecol Con2 Eco Con Eco Con
Grado alcohdélico (%vol.) 12.5 11.9 12.440.1 3.6£1.0 13.0+0.6  13.8£0.5
Glucosa + fructosa (g/L) 0.7 0.3 0.6£0.6 135.5+20.5 0.3x0.1 0.6£0.7
Acidez total (g tart./L) 6.0 6.0 5.840.1 29.543.8 5.9+0.1 5.9+0.2
Acidez volatil (g acético/L)3 0.48 0.83 0.63+0.01 13.53+1.7 0.3240.02 0.48+0.08
Acido lactico (g/L) - - 0.1£0.0 0.1+0.0 0.1+0.1 0.1+0.0
Acido malico (g/L) 1.7 1.0 1.6£0.3 14.9+£1.9 1.3£0.1 1.7£04
Acido tartarico (g/L) 2.8 2.8 2.5£0.3 12.2+1.7 3.7£0.1 3.1+0.4
pH (-)? 3.69 3.82 3.69+0.07 2.94+0.15 3.61+0.02 3.75%0.09
Extracto Seco Total (g/L) 25.8 26.3 26.6+0.7 160.9+16.1 27.5+0.1 29.5£1.6
Glicerol (g/L) 8.1 8.8 9.5£0.5 14.8+0.7 9.0+0.4 8.3+0.4
Cobre (mg/L) 0.10 0.10 0.24+0.00 0.27+0.03  0.34+0.06 *

Los datos son la media de tres repeticiones + desviacién estdndar. 2013-Ecol y Con2. 2014-Eco-
media de Eco2 y Eco3. El superindice 3 indica que existen diferencias significativas (p < 0.05) entre
cultivo ecoldgico y convencional para ese pardmetro 2015. * En 2013 se incluyen los datos de los
vinos Ecol y Con2. ** En 2015 no se determiné el cobre.

4.4.4. DO Rias Baixas: Albariio y Treixadura

Dada la evolucién de las fermentaciones de Albarifio de la campafa del 2013, en las
muestras convencionales y en Eco3 se obtuvo un grado alcoholico bajo, elevada acidez
volatil y > 60 g/L de azacares (Tabla 4.30). Los vinos de las campafias 2014 y 2015 no
mostraron diferencias significativas en grado, acidez ni pH, pero si en el contenido de
glicerol en ambas campafas, y en acidez volatil en 2015.

Tabla 4.30. Caracteristicas de los vinos de la variedad Albarifio (Alb) obtenidos mediante
fermentaciéon natural de mostos de origen convencional (Con) y ecolégico (Eco) en la DO Rias
Baixas.

Alb-2013* Alb-2014 Alb-2015
Ecoly2 Con3 Eco Con Eco Con
Grado alcohdlico (%vol.) 10.8+£0.9 9.0 11.7¢04 109+1.3 134406 13.7+0.6
Glucosa + fructosa (g/L) 1.0+0.7 67.3 1.1+1.4 0.3+0.1 1.0+0.7 1.1+0.5

DO Rias Baixas

Acidez total (g tart./L) 9.8+0.7 10 8.710.6  9.7+09 104+0.8 9.2+0.4
Acidez volatil (g acetico/L)?  0.4740.11 241 0.60+£0.30 0.99£0.06 0.79+0.12 0.36x0.06
Acido lactico (g/L) 0.1+0.1 0.2 0.1+0.0  0.1+0.0  0.1+0.0  0.1+£0.0
Acido malico (g/L) 1.5+0.2 3.2 3.4+03  3.740.8 24407  2.3+0.3
Acido tartarico (g/L) 6.0£0.7 6.3 46103  52+0.7 65+0.6  5.9+0.3
pH (-) 2.95+0.04 3.16 3.16+0.04 3.30£0.25 2.98+0.05 3.02+0.04
Extracto Seco Total (g/L)® 28.00+£3.68  90.6 252424 282412 282114 24.30.7
Glicerol (g/L)%3 8.5+0.3 12.7 8.0+0.8 10.5+0.8 9.6+0.7 7.27+0.46
Cobre (mg/L) 9.15+12.37 0.2 15.92+7.01 9.83+7.12 ** **

Los datos son la media de tres repeticiones + desviacién estandar (excepto en 2013). Los
superindices ' 2 y 3 indican que existen diferencias significativas (p < 0.05) entre cultivo ecoldgico y
convencional para ese parametro en 2013, 2014 o 2015, respectivamente. * En 2013 se muestran los
resultados de la muestra Con3 y la media de Ecol y Eco2. ** En 2015 no se determiné el cobre.
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Sin embargo, con la variedad Treixadura si se observaron diferencias significativas
en el grado alcohdlico, superior en los vinos ecolégicos en todas las camparias (Tabla 4.31).
En 2014 ademas de en el grado, los vinos se diferenciaron en la acidez total y el contenido
de malico y tartarico, superiores en los vinos convencionales. En esta campafa las uvas atn
no habian alcanzado el grado 6ptimo de madurez, como ya habiamos observado en las
caracteristicas del mosto. En todos los casos, excepto las vinificaciones convencionales de
2015, la acidez volatil fue muy elevada, especialmente en el segundo afio, lo que indic6
problemas durante la fermentacién.

Tabla 4.31. Caracteristicas de los vinos de la variedad Treixadura (Trx) obtenidos mediante
fermentaciéon natural de mostos de origen convencional (Con) y ecolégico (Eco) en la DO Rias
Baixas.

Trx 2013 Trx 2014 Trx 2015

DO Rias Bai
ias Baixas Eco Con Eco Con Eco Con

Grado alcohdlico (%vol.)12  14.5+0.6  11.5+0.9  10.7+0.2 7.9+0.2 13.0£15  10.8+0.6
Glucosa + fructosa (g/L)1>  1.0+£0.3 0.2+0.1 22412 0.2+0.0 1.241.8 0.3+0.1
Acidez total (g tart./L)? 7.4+1.9 8.6x1.7 8.4+0.9 12.3£1.5 7.4+0.7 7.5£1.0
Acidez volatil (g acetico/L)> 1.02£0.05  1.31+0.35 1.43+£0.87 3.49+1.32 0.80£0.04 0.48+0.19

Acido lactico (g/L)! 0.7£0.2 0.4+0.2 0.1£0.0 0.1£0.0 0.1£0.1 1.2+1.2
Acido malico (g/L)? 2.1+0.3 22404 3.7+0.8 6.3+1.2 2.9+0.7 1.5+1.2
Acido tartarico (g/L)2? 2.941.3 3.9+1.3 2.7+0.6 5.4+0.6 1.60.1 3.9+0.2
pH (-)? 3.65+0.20 3.31+0.31 3.3740.08 3.27+0.11 3.40+0.03 3.22+0.11
Extracto Seco Total (g/L)® 29.0£4.8  25.8+29  26.7+1.3  27.6x1.5 277803  23.2+2.7
Glicerol (g/L) 8.9+0.9 9.3+1.2 10.0£1.0 9.7+0.7 12.3+0.9 8.5+2.7
Cobre (mg/L) 0.25+0.07 0.30+0.17 0.8240.41 0.15+0.10 * *

Los datos son la media de tres repeticiones * desviaciéon estdndar (excepto en eco 2013-dos
repeticiones). Los superindices 1 2 y 3 indican que existen diferencias significativas (p < 0.05) entre
cultivo ecolégico y convencional para ese pardmetro en 2013, 2014 o 2015, respectivamente. * En
2015 no se determiné el cobre.

Los resultados obtenidos en los vinos fueron consistentes con las caracteristicas de los
mostos influenciados por la microbiota presente en ellos.

Cabe destacar que cuando se produjo una sustituciéon adecuada de las especies de
levaduras durante la fermentacién se obtuvieron vinos correctos. Los mostos de 2015
(fermentaciéon guiada) y los ecolégicos de 2013 (espontdnea) presentaron mayor
concentraciéon de azicar y por tanto produjeron mayor concentracion de alcohol cuando S.
cerevisiae se implant6 correctamente. Ademas, estos fueron los afios de mayor temperatura
lo que pudo influir favorablemente en las muestras ecolégicas. En algunas fermentaciones
espontaneas, como Albarifio o la Mencia de la DO Ribeira Sacra incluso se encontré una
mayor concentraciéon de alcohol en los vinos ecolégicos que en los convencionales a pesar
de que estos ultimos tuvieran una cantidad superior de aztcar y sin presentar factores
limitantes. Esto podria indicar que la diversidad de levaduras en estas muestras fue mas
eficiente en términos fermentativos. En comparacion con la fermentacién guiada, en
general, las fermentaciones espontaneas generaron menos grado alcohodlico aun cuando
tuvieron similar concentracién de aztcar. Los mostos de Treixadura presentaron un alto
rendimiento de la fermentacién, aunque con mayor concentracién de alcohol en los mostos
ecolégicos que en los convencionales, tanto en las fermentaciones espontaneas como en las
que se afiadio S. cerevisiae.
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En vinos obtenidos a partir de fermentacion espontanea y guiada de mostos
ecologicos de concentraciéon de aztcares similar, Patrignani et al. (2017) también
encontraron una alta concentracion de alcohol (> 14%). En general, aunque eran
fermentaciones de distintos afios, los vinos de las otras variedades presentaron mayor
diferencia en el rendimiento entre la fermentacién espontdnea y la guiada, con una menor
concentracion de alcohol en la espontdnea. Una de las razones del mayor contenido de
azucar residual en vinificaciones espontaneas podria deberse a cepas silvestres de S.
cerevisine que no estdn dotadas de una alta tolerancia al alcohol. Es conocida la amplia
variabilidad de la tolerancia al alcohol y la produccién de acido acético, también en
relacion con las condiciones de estrés durante la fermentacién, en especies como S.
cerevisiae; son deseables cepas que den lugar a una conversion eficiente de los aztcares de
la uva en alcohol y bajos niveles de liberacién de acido acético en el vino (Pretorius, 2000;
Vernocchi et al., 2015).

Asimismo, al contrario que lo descrito por Patrignani et al. (2017), los vinos de
fermentaciones espontdneas de mosto ecolégicos no mostraron niveles mds altos de
azucares reductores que los de las guiadas, aunque si ocurrié asi en varios de los mostos
convencionales. Esto demuestra que, aunque algunas de las fermentaciones espontaneas de
mostos ecolégicos como en Treixadura de la DO Ribeiro en las que la fermentacién
transcurrié lentamente y se prolongé durante varias semanas, pueden obtenerse vinos
secos. Sin embargo, en cuanto a la acidez volatil nuestros resultados si coinciden con los
descritos por Patrignani et al. (2017), en los que la concentracién fue mayor en las
fermentaciones espontdneas que en las guiadas. La materia seca fue mayor en muestras
convencionales. La acidez total, el pH y el acido lactico tampoco mostraron un patrén
definido en cuanto a su diferenciacion entre fermentaciones espontdneas y guiadas ni
tampoco entre sistemas de produccién, aunque si se observé una tendencia hacia una
mayor acidez total en las muestras convencionales, que fue mayor en los vinos blancos que
en los tintos. La concentracién de 4cido tartdrico fue mayor en muestras ecolégicas en
ambos sistemas de fermentaciéon. Ademads, los vinos de fermentacién espontdnea
mostraron concentraciones mas bajas de acido tartdrico en comparaciéon con los de las
fermentaciones guiadas, tal y como mostraron Patrignani et al. (2017). La capacidad de
liberacion de manoproteinas durante la fermentacién y por autolisis de las distintas cepas
de S. cerevisiae influye en la estabilidad tartarica (Vernocchi et al., 2015). Probablemente se
debié al dominio de la fermentacion espontdnea por cepas dotadas de una menor
capacidad para liberar manoproteinas, aunque las cepas no-Saccharomyces desempefien un
papel importante en la liberacién de manoproteinas (Domizio et al., 2014). Si bien algunas
caracteristicas enoldgicas tales como etanol, produccién de metabolitos o acidez volatil son
cepa-dependientes (Patrignani et al., 2017). Algunos vinos alcanzaron un pH elevado (en
torno a 4), pero esto no afectd significativamente a la tasa de crecimiento o la biomasa
celular de las levaduras, hecho que también fue encontrado por Charoenchai et al., 1998.

Por otra parte, la baja frecuencia de Hanseniaspora spp. durante la fermentacién se ha
propuesto como una razon para la falta de complejidad aromaética en vinos del norte de la
peninsula (Rementeria et al., 2003). Se han descrito vinos fermentados con H. uvarum/S.
cerevisiae con mayores concentraciones de alcoholes superiores, acetatos, ésteres etilicos y
acidos grasos de cadena media (Andorra et al., 2010; Moreira et al., 2008; Tristezza et al.,
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2016). Otros aspectos del metabolismo de Hanseniaspora spp. implican la formacién de
aminas biogénicas no deseadas en el vino (Caruso et al., 2002) y la capacidad deseada de
reducir los niveles de ocratoxina A (Angioni et al., 2007). Las levaduras apiculadas también
son conocidas como altas productoras de acido acético (0.75-2.25 g/L) y acetato de etilo
(Rojas et al., 2003). Sin embargo, nuestros vinos no presentaron una elevada concentracién
de este compuesto debido a las levaduras; las muestras con elevadas concentraciones de
acido acético fueron contaminadas por bacterias. Se sabe que existe una alta variabilidad en
la produccion de acido acético y algunos son comparables con los niveles producidos por S.
cerevisine (Romano et al., 1997b; Ciani y Maccarelli, 1998). Las cepas seleccionadas de
levaduras apiculadas podrian, por lo tanto, favorecer la mejora de aroma y sabor en los
vinos (Jolly et al., 2014).

L. thermotolerans produce vinos con mayores concentraciones de acido lactico, glicerol
y 2-feniletanol durante las fermentaciones mixtas (Comitini et al., 2011). Sin embargo,
cuanto més tarde se inocula mas acido lactico y glicerol contendra el vino final (Gobbi et
al., 2013). No encontramos un incremento de &cido lactico en las muestras en que estuvo
presente L. thermotolerans, aunque si encontramos un incremento de la concentracion de
glicerol en algunos casos (por ejemplo, en la Mencia convencional de la DO Ribeira Sacra
donde se alcanzaron concentraciones de glicerol superiores a los 14 g/L o en la Treixadura
de la DO Monterrei, > 9 g/L). En fermentaciones en las que se ha coinoculado Starm.
bacillaris junto con S. cerevisiae, Ciani y Ferraro (1998) y mas recientemente Englezos et al.
(2016a) han encontrado concentraciones de glicerol superiores a 12 g/L. Estos autores
también coinciden con nuestros resultados en que Starm. bacillaris produjo una menor
concentraciéon de glicerol en la fermentacién mixta que en cultivo puro. Por otro lado, la
concentracién de glicerol fue, en general, mayor en vinos ecolégicos que en convencionales
en ambos sistemas de inoculacion, y en los vinos cuyas fermentaciones tuvieron mayor
presencia de no-Saccharomyces productoras de elevadas concentraciones de glicerol como
Starm. bacillaris.

Por otra parte, M. pulcherrima estuvo presente en algunas fermentaciones con elevado
grado alcohélico. Esto es consistente con lo citado por otros autores, aunque casi no se
encontré en Ff (Diaz et al., 2013; Torija et al., 2001). M. pulcherrima tiene capacidad de
mejorar el perfil aromatico de los vinos fermentados espontdneamente (Clemente-Jiménez
et al.,, 2004; Varela et al., 2016) y posee propiedades antimicrobianas contra varias
levaduras alterantes (Capozzi et al., 2015). Zygosaccharomyces spp. se consideran
contaminantes de la bodega que producen altas cantidades de acido acético (Loureiro y
Malfeito-Ferreira, 2003). Esto explicaria las altas concentraciones de acido acético
encontradas en algunas de las fermentaciones de la DO Rias Baixas y DO Ribeira Sacra
donde Zygosaccharomyces spp. estuvieron presentes. Sin embargo, algunas de estas
muestras no presentaron una elevada concentraciéon de 4acido acético. Estudios que
investigan una contribucién positiva de Zygosaccharomyces spp. a la fermentacién del vino
incluyen una cepa Zy. bailii que mostré degradaciéon de acido malico, baja produccién de
H>S y floculacion (Romano et al., 1997a). Vinos elaborados por fermentacién mixta Zy.
bailii/S. cerevisine han mostrado una mayor produccién de polisacaridos, que pueden tener
una influencia positiva en el gusto del vino (Domizio et al., 2011).
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4.5. Diversidad de levaduras en fermentaciones espontineas en bodegas gallegas de produccion
ecoldgica.

En este estudio, llevado a cabo durante tres cosechas en cinco bodegas diferentes, se
caracterizaron genéticamente un total de 863 colonias diferentes de levaduras de las que se
identificaron 66 cepas distintas de la especie S. cerevisiae. Esto estd de acuerdo con la gran
diversidad microbiana esperada en las bodegas (Pretorius, 2000; Renouf et al., 2007a) y més
concretamente con la proporciéon de levaduras aisladas en fermentaciones espontdneas
(Scholl et al., 2016). Las bodegas muestreadas elaboran vino mediante fermentacion
espontanea.

El ntmero de aislados y fermentaciones analizadas en cada bodega varié
dependiendo del tamafio de las bodegas y la campafa lo que influy6 en la diversidad de
cepas; en las DOs Monterrei y Ribeiro (Pazo de Vieite) se tomaron més muestras y la
diversidad de cepas encontradas fue mayor (Tabla 4.32). Algunos de los perfiles obtenidos
se muestran en la Figura 4.44.

Tabla 4.32. Andlisis de la diversidad de levaduras en bodegas ecoldgicas de Galicia.

Denominacién Bodega Fermentaciones N°¢ aislados  Diversidad*
de Origen analizados (n° cepas/%)
Monterrei Quinta da Muradella (QM) 18 262 34 (52%)
. Adega Beatriz (AB 4 42 16 (24%
Ribeiro Pazgo Vieite (I§V) ) 14 452 46 E70%§
Ribeira Sacra Diego de Lemos (DL) 9 80 8 (12%)
Rias Baixas Corisca 4 27 6 (9%)

* La diversidad esta indicada como el nimero de cepas de S. cerevisiae identificadas en cada bodega
y % respecto al nimero total de cepas.

En cuanto a los indices de biodiversidad, estos fueron elevados con un valor total de
H” = 3.56 (Tabla 4.33). Cabe destacar ademas el alto valor de H" = 3.14 de la bodega PV,
cercano al valor H'owa1, donde se encontré la més alta diversidad y baja dominancia. Estos
valores son mas altos que los encontrados en estudios previos (19 cepas de un total de 446
levaduras analizadas) en la bodega experimental de la EVEGA (Blanco et al., 2006) y
confirman que la préctica de fermentacion espontidnea y no usar LSA potencian la
diversidad de levaduras en la bodega. Sin embargo, aunque superiores, estos resultados
son mas parecidos a los encontrados para la diversidad de cepas de S. cerevisiae en otros
estudios de produccién ecolégica en Espafia (Madrid) (Cordero-Bueso et al., 2011b; Tello et
al., 2011).

Tabla 4.33. Indices de biodiversidad de cepas de S. cerevisiae en las distintas bodegas ecolégicas.

Indices de biodiversidad Total Corisca DL AB PV oM
H'=-28p;In(p)) 3.56 1.12 1.73 251 3.14 2.70
E =H/logx(S) 0.85 0.63 0.89 0.91 0.82 0.77
1-D=1-XS (pi)? 0.96 0.53 0.79 0.90 0.94 0.90
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Figura 4.44. ADNmt-RFLPs de diferentes cepas de S. cerevisine aisladas en fermentaciones
espontdneas de uva ecoldgica en distintas bodegas. M: marcador de peso molecular 1kB (Promega).

La menor diversidad se obtuvo en la bodega Corisca (H = 1.12) donde se
identificaron 6 cepas diferentes de S. cerevisiae, ya que solo se muestrearon 4
fermentaciones (en dos campafas) y siempre de mosto blanco Albarifio. La bodega DL
tampoco presenté una diversidad muy alta (8 cepas; H = 1.73). En este caso, se tomaron
muestras durante las tres campafias tanto de fermentaciones de vino blanco como de tinto,
pero los volimenes de los depoésitos fueron mayores. DL es la bodega que ha elaborado los
primeros vinos certificados como ecolégicos en Galicia (desde 2002), por ello es posible que
existan levaduras residentes bien adaptadas a esta bodega que se implantan en las
fermentaciones afio tras afio imponiéndose sobre las que llegan en la uva. La presencia de
una elevada diversidad de cepas en fermentaciones espontaneas y el predominio de varias
de ellas también fue observado en la bodega experimental de la EVEGA (Blanco et al., 2011,
Blanco et al., 2013) y por otros autores (Guzzon et al., 2011). Ademas, se ha observado que
esto contribuye positivamente a la complejidad de los vinos. La evaluacién sensorial de los
vinos ecoldgicos de la campafia del 2013 confirmé su aceptacion por los catadores
(apartado 4.6). Tello et al. (2011) encontraron desde solo 1 cepa hasta 23 distintas en
algunas bodegas de la DO Vinos de Madrid. En AB la diversidad de especies fue un poco
mas alta, 16 cepas (H = 2.51); en particular, aunque es una bodega muy pequefia, se
elabora tanto vino blanco como tinto, y en ningtin momento se han introducido levaduras
comerciales. En QM y PV se muestrearon un nimero mayor de tanques y, por tanto, la
diversidad encontrada fue mayor, con 34 y 46 cepas diferentes (H = 2.70 y 3.14),
respectivamente. Sin embargo, en la bodega QM se encontré una menor riqueza de cepas
que en PV, aunque se muestrearon mas fermentaciones (18).

En la Tabla 4.34 se muestran las cepas identificadas en cada una de las bodegas. Los
resultados indican que algunas cepas estuvieron presentes en mas de una bodega. Asi, R7,
R9, R14 y R46 se identificaron en cuatro de las 5 bodegas estudiadas; R7 no se encontré en
AB, tampoco R9 y R14 en Corisca y R46 en DL. El perfil genético de la cepa R7 ya habia
sido identificado en fermentaciones espontaneas en la bodega experimental de la EVEGA
(Blanco et al., 2006) y coincide ademds con el de una levadura comercial (Blanco et al.,
2011). En la bodega donde nunca han utilizado inéculos comerciales (AB) no se encontré
R7. R1, R15 y R71 aparecieron en tres bodegas: R1 en DL, ABy PV y R15 y R71 en QM, AB
y PV.
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Las demds cepas comunes estuvieron presentes en dos bodegas: R25 y R42 en DL y
PV; R3 y R23 en Corisca y PV; R6, R12, R16, R18, R21, R28, R31, R39, R41, R44, R45, R66 y
R77 en QM y PV; R17, R26, R29, R36, R40, R48 y R61 en ABy PV; R56 y R63 en QM y ABy
R88 en QM y DL. Otros autores como Scholl et al. (2016) y Zhang et al. (2010) también
encontraron en estudios realizados sobre fermentaciones espontaneas una composicién de
las cepas de S. cerevisiae diferente para cada bodega en cultivares diferentes.

Por tanto, los datos confirman que existen algunas cepas que son propias de cada una
de las bodegas, mientras que otras levaduras presentan una distribucién geogréfica mas
amplia, estando presentes en bodegas de varias Denominaciones de Origen.

Tabla 4.34. Cepas de S. cerevisiae identificadas en cada una de las bodegas.

) uinta da Diego de Adega . .
Corisca l?/[uradella Lei;nos Beatlf';iz Pazo Vieite
R3 R6 R50 R1 R1 R1 R23 R44
R7 R7 R51 R7 R9 R3 R25 R45
R23 R9 R52 R9 R14 R5 R26 R46
R46 R12 R53 R14 R15 R6 R27 R47
R14 R54 R25 R17 R7 R28 R48
R15 R55 R42 R26 R9 R29 R61
R16 R56 R59 R29 R11 R31 R66
R18 R57 R88 R40 R12 R32 R67
R21 R63 R46 R13 R33 R70
R28 R66 R48 R14 R34 R71
R31 R68 R56 R15 R37 R77
R39 R71 R61 R16 R38 R80
R41 R77 R63 R17 R39
R44 R83 R71 R18 R40
R45 R84 R75 R19 R41
R46 R86 R78 R20 R42
R49 R88 R21 R43

En negro se presentan las cepas que son comunes a mas de una bodega. En color se destacan las
cepas propias de cada bodega.

Los datos obtenidos en este estudio ponen de manifiesto una especial adaptacion
evolutiva de ciertas cepas que aparecen ligadas a bodegas de las distintas zonas,
probablemente debido a los numerosos factores estresantes de los entornos de las bodegas,
diferentes del vinedo (Liti et al., 2009). Constanti et al. (1997) comprobaron que en una
bodega recién establecida algunas cepas de Saccharomyces se convirtieron en residentes de
una campafia a otra, proliferando y participando activamente en los procesos de
fermentacion. Ciani et al. (2004) confirmaron que estas cepas autdctonas son aquellas que
llevan a cabo el proceso fermentativo espontdneamente.
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Figura 4.45. Dendrograma de
distancias; arbol filogenético
de las 66 cepas de S. cerevisiae
identificadas durante las
fermentaciones espontaneas.
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Figura 4.46. Arbol filogenético en formacién de constelacion con la distribucién de cepas de S.
cerevisige en las distintas bodegas ecoldgicas de fermentacion espontdnea: rombo-Corisca; cuadrado-
DL; tridngulo-AB; circulo-PV; estrella-QM.

Las cepas nativas podrian sufrir una rapida seleccién ante la elevada presiéon que
supone desarrollarse en un entorno fermentativo industrial (Liti et al., 2009). Se realizé un
analisis de conglomerados jerdrquico a las 66 cepas de S. cerevisiae encontradas cuyos
resultados se muestran en la Figura 4.45 y Figura 4.46. Las cepas identificadas se agrupan
en cinco clusters. Sin embargo, no se aprecia una correlaciéon genética de las cepas
pertenecientes a cada una de las distintas bodegas.

Tal y como se aprecia en el arbol filogenético (Figura 4.45), los perfiles de las cepas
obtenidos dan informacién acerca de la similitud genética entre las mismas, pero las
agrupaciones observadas no estdn relacionadas con las bodegas donde fueron aisladas, es
decir, con la zona geogréfica, de acuerdo con lo descrito por Tello et al. (2011). Si bien es
cierto que en algunas bodegas hay una mayor presencia de algunas cepas, no se observa
claramente un patrén biogeogréfico (Figura 4.46). El hecho de que ciertas cepas aparezcan
indistintamente en diferentes regiones puede deberse a la dispersion causada por agentes
antrépicos, naturales o a procesos evolutivos simultdneos desde un antecesor comun
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(Versavaud et al., 1995). Asi, las pocas levaduras presentes en uva evolucionaran hacia
cepas diferentes en la bodega. Distintas variables como las técnicas de vinificacion, la
competencia con cepas comerciales y otros factores influirian en esta divergencia evolutiva
(Alvarez Pérez, 2011).

Ademés, en los ultimos afios, las técnicas moleculares mejoradas para el andlisis de
poblaciones de levaduras han demostrado que, junto con la variabilidad de las especies, la
fermentacion espontdnea posee una biodiversidad intraespecifica significativa (Cocolin et
al., 2001; Morgan et al., 2017; Rossouw y Bauer, 2016), asi como un polimorfismo genético
de la poblaciéon de S. cerevisiae (Tofalo et al., 2013; Vigentini et al., 2009 y 2015). Es decir, la
poblacién de levaduras correlacionada con fermentaciones espontdneas consiste en cepas
genotipicamente diferentes, generalmente con diferentes propiedades fenotipicas y, por lo
tanto, capaces de influir en proporcién a su abundancia relativa, en las propiedades
aromaticas del producto final del vino (Romano et al., 2003). Las cepas de S. cerevisiae
muestran una diversidad genética que produce cantidades variables de subproductos
fermentativos, con efectos deseables o indeseables en el aroma del vino (Capece et al., 2012;
Pretorius, 2000; Romano et al., 2003). En general, solo unas pocas cepas de S. cerevisiae son
capaces de dominar las etapas finales del proceso (Vincenzini et al., 2005). Pero algunas
cepas predominantes de S. cerevisiae podrian aparecer en fermentaciones espontdneas en la
misma bodega durante distintos afios, asumiendo cierta correlacion cepa-vifiedo. Ademés,
algunas cepas de S. cerevisiae aisladas de diferentes bodegas en la misma regioén podrian ser
muy similares, destacando una correlacion entre la cepa y regién enoldgica (Knight et al.,
2015; Schuller et al., 2012; Vigentini et al., 2015).

La existencia de diferentes poblaciones de S. cerevisize en diferentes vifiedos y el
hecho de encontrar genotipos comunes a mas de un vifiedo fue descrito por Tello et al.
(2011). También observaron en la fermentacién algunos patrones inicialmente encontrados
en los vifiedos. La conexion entre vifiedo, mosto y diversidad de Saccharomyces spp. se ha
descrito tanto en vifiedos como en bodegas (Barata et al., 2008 y 2012), de acuerdo con el
analisis genético de poblaciones de S. cerevisine que muestran los mismos genotipos
presentes en el ambiente local y en las fermentaciones (Knight et al., 2015; Morrison-
Whittle y Goddard, 2018). Ademads, el entorno de la bodega puede ser colonizado por
levaduras comerciales utilizadas como agentes iniciadores en anteriores afiadas, capaces de
adaptarse a las condiciones de la bodega y permanecer en el equipamiento de unas
campafas a otras (Blanco et al., 2011; Tello et al., 2011).

Por otro lado, en contraposicién con algunos autores (Alvarez Pérez, 2011), nuestros
resultados no pueden apoyar la hipétesis de la existencia de cepas autéctonas intimamente
relacionadas con la variedad de uva ya que se identificaron las mismas cepas en mostos de
diferentes variedades y zonas.

Considerando la existencia del terroir microbiano (Bokulich et al., 2014 y 2016; Setati et
al.,, 2015), que postula sabores y aromas en el vino tipicos de una region particular debido
en parte a la diversidad microbiana autéctona local, es adecuado descubrir y cuantificar las
similitudes entre la diversidad de las levaduras de las uvas con respecto a los hdébitats
controlados, como las bodegas de la misma zona. Recientemente, Morrison-Whittle y
Goddard, (2018) encontraron una superposiciéon entre las comunidades de levaduras de
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vifiedos y las bodegas, incluidas las especies mas abundantes tanto en mostos como en
fermentaciones. También mostraron que las comunidades de levadura presentes en el
mosto son similares a las encontradas en uvas en la vifia para cada region, y que el 30% de
las especies presentes en las fermentaciones se encuentran en los bosques nativos locales.
La participaciéon de distintas levaduras y cepas durante la vinificacion contribuye a
aumentar la complejidad de los vinos. Ademas, el hecho de que en cada bodega y zona se
identifiquen cepas caracteristicas y tnicas puede influir en la diversificacion y singularidad
de los vinos elaborados (Ciani et al., 2004).

4.5.1. Frecuencia de las distintas cepas de S. cerevisiae en las bodegas

Ademads de la diferenciacion de cepas de S. cerevisize, este estudio también muestra la
frecuencia de cada una de ellas durante las distintas campanas. En 2013 se identificaron un
total de 16 cepas de S. cerevisiae entre todas las bodegas, pero solo 4 de ellas aparecian con
una frecuencia > 5% (Tabla 4.35). En la campana de 2014 se identificaron hasta 38 cepas
diferentes, con predominio de una de ellas, R68, con una frecuencia > 20% con carécter
killer. Finalmente, en 2015 la diversidad encontrada fue de 52 cepas, de las cuales 6
aparecieron en una proporcién mayor del 5% y R14 fue la mayoritaria. La levadura neutra
R44 estaba presente en las tres campanas y fue aislada con una frecuencia significativa en
las bodegas PV y QM. Por tanto, aunque la diversidad de cepas encontrada fue elevada,
solo un namero reducido de ellas aparecian con mayor frecuencia y en varias campafas en
las distintas bodegas.

Tabla 4.35. Numero total de cepas por campafia y frecuencia de las cepas de S. cerevisiae
mayoritarias.

Cepas con Campaiia
frecuencia >5% 2013 2014 2015
R3 - 31 77
R6 416 245 6.2
R7 - 245 6.0
R9 - 55 05
R14 - 9.8 142
R23 - 6.7 43
R28 125 12 26
R38 - - 53
R44 167 74 843
R46 - 49 07
R56 8.3 - 0.5
R68 - 202 05

R79 12.5 - -

N° total de cepas 16 38 52

Las similitudes-disimilitudes en la abundancia de cada cepa respecto a los factores
afio y bodega, asi como la interacciéon entre ellos se analiz6 mediante ANOSIM vy
PERMANOVA (Tabla 4.36).
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Tabla 4.36. Analisis de similitud-disimilitud en la distribucién de las cepas de S. cerevisiae entre las
diferentes bodegas (ANOSIM y PERMANOVA)

ANOSIM Corisca DL AB PV oM
Permutacion N: 9999 Corisca 09167 1 1 1
Rango medio dentro: 26.13 DL 01037 T 03333 04444 03704
Rango medio entre-grupos: 57.83 AB 0.1002 0.1018 \ 0.5926  0.5556
R: 0.6039 PV 0.0662 0.0256  0.0296 \ 0.5556
p (global): 0.0001 oM 0.1045 0.1021  0.1008  0.0269
PERMANOVA Corisca DL AB PV QM
Permutacién N: 9999 Corisca 4.272 11.38 13.37 7.909
sdc total: 3.533 DL 0.0995 \ 2.029 1.807 1.705
sdc entre-grupos: 1.406 AB 0.1003  0.102 \ 2.77 2.623
F: 3.781 9% 0.0688 0.0813 0.0298 2513
p (global): 0.0001 QoM 0.0951 0.2008 0.0974  0.0285

Los valores del estadistico R y F se muestran encima de la diagonal y el nivel de significancia (p-
valor) se muestra debajo de la diagonal; sdc: suma de cuadrados.

Los resultados de los andlisis PERMANOVA (F = 3.533) y ANOSIM (R = 0.604)
mostraron diferencias muy significativas p = 0.0001 para la diversidad de levaduras entre
las distintas bodegas (Tabla 4.36). El ANOSIM mostré diferencias significativas entre PV y
el resto de bodegas (pcorisca = 0.066). PERMANOVA confirm6 estos resultados excepto entre
las bodegas PV-DL donde no mostré diferencias significativas (p = 0.0813). Los valores mas
altos de R y F se obtuvieron en la bodega Corisca con respecto a todas las demas. Scholl et
al. (2016) también encontraron diferencias muy significativas mediante PERMANOVA en
la composicion de cepas de S. cerevisine entre bodegas, pero también entre cultivares.
Lamentablemente, en nuestro estudio no tenemos informacién detallada acerca de los
cultivares empleados en las fermentaciones para realizar andlisis estadisticos. Pero si
podemos sugerir que, puesto que en general las bodegas utilizaron mostos con variedades
diferentes o al menos mezcla de cultivares con distintas proporciones, no se puede
descartar la hipétesis de que parte de esta variaciéon se deba también al cultivar. Esta
hipétesis tendria en cuenta nuestros hallazgos sobre diversidad y terroir microbiano
respaldada por las conclusiones de Torija et al. (2001) y Blanco et al. (2012), quienes
también sugirieron que los cultivares de uva influyen en la composicién de las especies de
levadura en las fermentaciones esponténeas.

Por otro lado, no hubo diferencias significativas entre afios para las frecuencias de la
diversidad de cepas entre bodegas; prermanova = 0.849, F = 0.707 y panosm = 0.613, R = -
0.029. Los resultados tampoco fueron significativos en el ANOSIM de dos vias cuando se
analizaron los factores afio y bodega conjuntamente; factor afio: p = 0.505, R = 1; factor
bodega: p = 0.199, R = 1. Ni siquiera se encontraron diferencias significativas utilizando el
indice de similaridad de Bray Curtis (menos conservador). Sin embargo, cuando se aplicé
PERMANOVA de dos vias si se encontraron diferencias significativas: factor afo: p = 0.047,
F = 1.878; factor bodega: p = 0.044, F = 3.762; interaccién: p = 0.044, F = 1.866. Generalmente
se obtienen resultados similares entre ANOSIM y PERMANOVA, sin embargo, no ocurre
asi cuando el efecto del factor no es suficientemente fuerte. Esto sugiere que el factor afio es
débil, es decir, es influyente porque el valor de R de ANOSIM es méximo, pero no es el
mas determinante en la diversidad de cepas entre bodegas. Este argumento se sustenta
ademas en que el valor F de PERMANOVA no es elevado. Con mas de 2 factores, las
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interacciones entre ellos influirdn en los resultados, aunque PERMANOVA responde mejor
con este tipo de problema. PERMANOVA es un anélisis de distribucion libre de varianza
mientras que ANOSIM es un andlisis de distribucién libre de similitud por lo que no
analizan las mismas propiedades de los datos (Anderson, 2001; Anderson y Walsh 2013).
Cabe mencionar ademés que PERMANOVA y ANOSIM prueban si la distribucion es tnica
0 no, no directamente si el factor es significativo o no.

Por dltimo, hay que recordar que ademads del cultivar, la region o el afio, existen otros
numerosos factores que contribuyen a las diferencias en la composicién de las cepas de S.
cerevisiae entre bodegas; por ejemplo, la composiciéon del mosto, el procesamiento de la uva,
los protocolos de fermentacién, la limpieza, la tolerancia al etanol de las cepas e incluso el
factor killer (Diaz et al., 2013; Pérez et al., 2001; Pina et al., 2004). Ademads, la mayoria de las
fermentaciones de nuestro estudio se realizaron en depodsitos abiertos donde factores
propios del ambiente de la bodega como vectores, aire, superficie, equipamiento, etc.
ejercen una influencia importante en la transmisién de cepas (Ciani et al., 2004; Francesca et
al., 2012). Aunque se requiere investigaciéon adicional en esta drea para establecer una
fuerte interrelacion de estos efectos en la composicion de las cepas de S. cerevisiae (Scholl et
al., 2016), nuestros resultados confirman la clara influencia de las cepas comerciales en
fermentaciones en bodega tanto inoculadas como espontaneas.

4.5.2. Contribucion de las distintas cepas de S. cerevisiae a la diversidad: andlisis SIMPER

Para evaluar estadisticamente la contribucién a la diversidad global de las cepas de
S. cerevisiae en las distintas bodegas ecoldgicas se realizé un analisis SIMPER (Tabla 4.37).
La mayor contribucién entre bodegas se debi6é a la cepa R79 encontrada tGnicamente en
Corisca, seguida de R42, R14, R1 y R44.

Tabla 4.37. Contribucién de las veinte cepas de S. cerevisize mayoritarias (obtenida por analisis
SIMPER).

Cepa Disimilaridad % % Media Media Media Media Media
media Contribucion Acumulativo Corisca DL AB PV QM

R79 13.34 14.82 14.82 0.667 0.000 0.000 0.000 0.000
R42 6.59 7.32 2214 0.000 0.325 0.000 0.009 0.000
R14 5.25 5.83 27.97 0.000 0.200 0.024 0.128 0.004
R1 4.40 4.89 32.86 0.000 0.163 0.024 0.115 0.000
R44 4.09 4.55 37.41 0.000 0.000 0.000 0.004 0.202
R46 3.67 4.08 41.49 0.037 0.000 0.167 0.007 0.004
R63 3.46 3.84 45.33 0.000 0.000 0.048 0.000 0.149
R56 3.41 3.79 4912 0.000 0.000 0.167 0.000 0.008
R88 2.94 3.27 52.38 0.000 0.138 0.000 0.000 0.019
R7 2.82 3.14 55.52 0.111 0.013 0.000 0.022 0.073
R68 2.67 297 58.49 0.000 0.000 0.000 0.000 0.134
R26 2.54 2.82 61.31 0.000 0.000 0.119 0.016 0.000
R6 2.48 2.75 64.06 0.000 0.000 0.000 0.080 0.084
R9 2.45 2.72 66.79 0.000 0.113 0.024 0.009 0.004
R23 242 2.69 69.48 0.111 0.000 0.000 0.020 0.000
R3 2.36 2.63 72.10 0.037 0.000 0.000 0.100 0.000
R18 1.96 218 74.28 0.000 0.000 0.000 0.089 0.019
R29 1.95 217 76.45 0.000 0.000 0.095 0.004 0.000
R71 1.52 1.69 78.13 0.000 0.000 0.071 0.009 0.004
R15 1.49 1.66 79.79 0.000 0.000 0.071 0.007 0.004
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Se consideran cepas dominantes aquellas que comprenden 10% o mas de la
abundancia relativa durante la fermentacion (Sabaté et al., 1998). Las 20 cepas mas aisladas
en todas las bodegas contribuyeron casi en un 80% a la diversidad global. Estas cepas
mayoritarias pertenecieron a diferentes bodegas. En la Figura 4.47 se representa
graficamente la frecuencia acumulativa de cepas de S. cerevisiae en cada bodega en la que
puede observarse la contribucién de cada una de ellas a las poblaciones totales, tal y como
indica el analisis SIMPER.
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Figura 4.47. Frecuencia acumulativa de cepas de S. cerevisiae en cada bodega. R-bodega indica las
cepas especificas de cada bodega y r-minor las cepas minoritarias que se encontraron en muy baja
proporcion.

4.5.3. Distribucion de las cepas de S. cerevisiae en las distintas bodegas; andlisis grificos

Se realiz6 un andlisis de correspondencia (AC) y un ACP para evaluar
estadisticamente la distribucion de las cepas de S. cerevisiae entre las distintas bodegas
ecologicas. En el AC se muestra la correspondencia cepa-bodega (Figura 4.48). El biplot del
ACP indica la importancia de esta correspondencia (Figura 4.49). En consonancia con los
resultados del anélisis SIMPER, es evidente el peso de la cepa R79 en la bodega Corisca ya
que es exclusiva de esta bodega y ademds se encuentra en una gran proporciéon. Sin
embargo, el AC y ACP permiten discernir gréficamente la correspondencia e importancia
de otras cepas que aparecen en otras bodegas. Por ejemplo, la cepa R42 tiene relevancia en
la bodega DL, R18 en PV, R44 en QM, R56 en AB y R63 en estas dos ultimas (Figura 4.49).

Existe un gran ntcleo de cepas que se encuentran en la parte central lo que indica que
no presentan importancia desde el punto de vista de la diferenciacién entre bodegas
debido a su pequefio porcentaje o distribucién. En cuanto a la agrupacion, hay que decir,
que cada bodega tiene una comunidad de cepas diferente, aunque algunas de ellas sean
comunes ya que su proporcién es diferente. Tanto en el AC como en el ACP las bodegas
Corisca, DLy el grupo de QM y AB se encuentran en cuadrantes diferentes. La bodega PV
se encuentra mas cerca de QM en el AC probablemente debido a que el recuento de cepas
es mayor (Figura 4.48). El AC hace una diferenciacion mayor entre el grupo de cepas de
QM-AB ya que en el ACP estd muy proximo.

David Castrillo Cachon, 2018 201



Resultados v discusiéon

Eje2, 26.98

R79-R82

Ro3
Corisca

R3
R7

R42 'r50
R25 Rag

R14
R1- R9

R67R5 _ R34

R43 R80-R70Ra7
S S e
R737.539 70

2

1

R46

ARz
R71:
-R26
R61R15R43R40
R56°R29

Ejel, 30.16%

Figura 4.48. Analisis de correspondencia (AC) entre cepas de S. cerevisiae de las distintas bodegas.

En cuanto al ACP realizado para los distintos afios se observa como la frecuencia de
las cepas varia en funcién de la afada (Figura 4.50). Teniendo en cuenta, ademads, los datos
del ACP de distribucién de cepas por bodegas (Figura 4.49), se observa que algunas cepas
asociadas a una bodega en particular aparecen en mayor frecuencia en determinados afios
como por ejemplo R79-Corisca-2013, R68-QM-2014 y R14-DL-2015. Considerando el factor
afos y la frecuencia de cepas de S. cerevisiae, el ACoP agrupé gréficamente las distintas
bodegas por su diversidad (Figura 4.51). Las bodegas mds parecidas en cuanto a su
diversidad de cepas de S. cerevisiae segtin el afio fueron PV, AB y QM. Se confirm¢é ademaés
que la diversidad en Corisca fue muy diferente al resto de las bodegas también por afios.
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Figura 4.49. ACP de la distribucién de cepas de S. cerevisiae entre las distintas bodegas ecolégicas.
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Figura 4.50. ACP de frecuencias de cepas de S. cerevisine de las bodegas ecoldgicas entre distintos
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Figura 4.51. ACoP entre diversidad de cepas de S. cerevisiae para el factor afio. Bodegas: AB (verde),
Corisca (amarillo), DL (morado), QM (azul) y PV (rojo).

4.5.4. Dindamica de la poblacion de levaduras durante la fermentacion en Cume do Avia/PV

En bodegas que realizan estrictamente fermentaciones espontdneas, se cree que
dominan las cepas indigenas o locales de una regién vinicola, mientras que las cepas
comerciales son aisladas con poca frecuencia (Diaz et al., 2013; Sabaté et al., 1998; Torija et
al, 2001). En bodegas donde tienen lugar tanto fermentaciones espontaneas como
inoculadas, se ha demostrado que las cepas comerciales de S. cerevisinze dominan sobre las
cepas indigenas en fermentaciones espontadneas (Beltran et al., 2002; Mannazzu et al., 2007;
Scholl et al., 2016; Zhang et al., 2010). Las caracteristicas sensoriales son, en parte, un reflejo
de la diversidad y composicion de las levaduras presentes durante la fermentacién. Por ello
es importante determinar si el uso continuo de cepas comerciales en una bodega afecta a la
microbiota de las fermentaciones espontdneas. Puesto que las fermentaciones de la bodega
ecolégica Cume do Avia se realizaron en la bodega PV donde se elaboraban ademaés vinos
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de produccién convencional con inoculaciéon de levaduras comerciales, se profundizé en el
estudio de las fermentaciones espontaneas.

Asi, se tom6 muestra en varias etapas de la fermentacion encontrdndose en todos los
casos elevada diversidad de cepas de S. cerevisiae, aunque solo dos o tres eran mayoritarias
y actuaron en codominancia durante el proceso.

En el caso de las vinificaciones con uva blanca dominaron la fermentacion las cepas
R3 y R8 con una frecuencia de 55% y 22%, respectivamente en la fermentacién 1 (F1; Figura
452y de un 28% y 26%, respectivamente en la F2 (Figura 4.53). En la primera de ellas la
frecuencia de R3 fue mayor que la de R8, pero en la segunda la proporcién de ambas cepas
fue similar. Una mayor diversidad de cepas (14 en F2 frente a 7 en F1) podria explicar esta
codominancia en F2.

En la fermentacion F1 se observé una mayor diversidad de cepas (5) en el mosto, que
fue disminuyendo ligeramente y cambiando a medida que avanzo la fermentacién. La cepa
dominante R3 estuvo presente en las tres fases muestreadas con elevada frecuencia (<
50%). La frecuencia de la cepa R8 aumento en fase tumultuosa para disminuir de nuevo al
final de la misma. En la Ft se encontré la cepa R10 que no estuvo presente en el mosto y
aument6 hasta un 20% en la fase final (Figura 4.52).

De igual forma, en la fermentacién F2 habia mayor diversidad de cepas (9) en el
mosto que en las demés fases (7 en fase Ft-Ff y 6 en la Ff). Las cepas dominantes fueron las
mismas, R3 y R8. La frecuencia de R3 aument6 a medida que avanzaba la fermentacion; sin
embargo, R8 aument6 en Fi-Ft, pero disminuy6 en la fase final, igual que ocurri6 en la
fermentacion F1. En la fase final encontramos otra cepa diferente, R5, con una frecuencia >
15%; también se identificaron R15 y R21 que no aparecieron en las otras fases (Figura 4.53).
Por tanto, ademdas de encontrar diferencias en la diversidad y frecuencia de cepas, se
observo una sustitucion de cepas durante el proceso.
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Figura 4.52. Evolucién de la diversidad y frecuencia de cepas de S. cerevisiae durante la fermentacion
F1. m- mosto; Ft- fase tumultuosa; Ff- fase final.
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Figura 4.53. Evolucién de la diversidad y frecuencia de cepas de S. cerevisize durante la fermentaciéon
F2. m- mosto; Fi-Ft- fase inicial-fase tumultuosa; Ff- fase final.

Las fermentaciones F3 (Figura 4.54) y F4 (

Figura 4.55) se realizaron con mosto procedente de uva tinta de produccion ecolégica. En la
primera de ellas (F3) se identificaron hasta 16 cepas diferentes, mientras que en F4 la
diversidad fue menor (7 cepas). En ambas se tom6 muestra en fase tumultuosa y final. En
F3 la diversidad de cepas fue mayor en la fase tumultuosa (11 cepas) que al final de
proceso (8 cepas) y se encontré una cepa dominante diferente en la Ft (R18) que en la fase
final (R3) (Figura 4.54). Lo mismo se observé en F4, aunque en este caso la cepa dominante
fue la R18 en ambas fases, alcanzando una frecuencia mayor del 50% en la final (

Figura 4.55). En esta dltima fermentacion se observé una codominancia de R18 con R3 que
alcanzaba también frecuencias superiores al 20%.
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Figura 4.54. Evolucién de la diversidad y frecuencia de cepas de S. cerevisiae durante la fermentacion
F3. Ft- fase tumultuosa; Ff-fase final.
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Figura 4.55. Evolucién de la diversidad y frecuencia de cepas de S. cerevisiae durante la fermentacion
F4. Ft- fase tumultuosa; Ff-fase final.

En las fermentaciones con uva tinta destacaron como cepas mayoritarias R3, R13 y
R18. La primera de ellas, R3, también fue dominante en las fermentaciones con uva blanca,
pero la R18 apareci6 solo como dominante en las fermentaciones tintas. En F3 las cepas R3
y R18 presentaron una frecuencia de 30% y 25% respectivamente; sin embargo, en F4 la
frecuencia de R18 fue mayor (45%) que la de R3 (25%), siendo también notable la
participacion de R13.

En las elaboraciones convencionales los andlisis realizados demostraron una
implantacién clara de las levaduras comerciales inoculadas (Figura 4.56). Algunos estudios
que también llevaron a cabo fermentaciones espontaneas en paralelo con fermentaciones
inoculadas en bodegas, mostraron que las fermentaciones estan influenciadas por la
diversidad de cepas, y no por cepas comerciales (Gayevskiy y Goddard, 2012; Mortimer et
al., 1999; Tello et al., 2011).

Algunos autores ilustraron una clara influencia de las cepas de LSA comerciales
inoculadas sobre la composiciéon de cepas de S. cerevisiae en fermentaciones espontdneas en
bodegas que realizan fermentaciones tanto inoculadas como espontdneas (la mitad de las
cepas de S. cerevisine identificadas fueron comerciales) (Beltran et al., 2002; Scholl et al.,
2016). Ademas, existen pocos estudios relativos a la poblacion de S. cerevisiae en bodegas de
producciéon ecolégica. En bodegas de la DO Vinos de Madrid, Tello et al. (2011)
demostraron que las précticas ecolégicas favorecian la diversidad y abundancia de
levaduras en comparacién con las técnicas convencionales. También encontraron que las
fermentaciones con cepas comerciales inoculadas generaron un desplazamiento de las
cepas autéctonas de S. cerevisiae en ocasiones de forma completa. Sin embargo, mostraron
que, aunque son las levaduras residentes de las bodegas las que predominan en las
vinificaciones, algunas cepas no comerciales fueron capaces de dirigir las fermentaciones
hasta el final. En el caso de las fermentaciones espontaneas, se aprecié una gran sustitucion
de diferentes cepas de S. cerevisiae, siendo mas diversa a medida que avanzaba el proceso
de fermentacion. Al igual que ellos, en nuestro estudio hemos observado que algunas de
las cepas maés frecuentes (por su incidencia o por su distribucién en la mayoria de bodegas
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muestreadas) presentaban perfiles similares a levaduras comerciales contenidas en nuestra
coleccién, pero otras no coincidian con las levaduras comerciales habitualmente utilizadas.

Se ha demostrado que las cepas comerciales dominantes se usaron previamente o
concurrentemente en sus respectivas bodegas, lo que demuestra la capacidad de las cepas
comerciales para establecerse como residentes de la bodega e implantarse en otras
fermentaciones que ocurren en toda la bodega (Scholl et al.,, 2016). Sin embargo, al
comparar los perfiles de las cepas comerciales con los encontrados en las vinificaciones
espontdneas encontramos que el perfil A (comercial) fue similar al R3 (ecolégico). Esto
indica que algunas cepas son residentes en la bodega, capaces de implantarse sobre las
demds en una fermentacién, aunque no hayan sido inoculadas. Estudios previos realizados
en la bodega experimental de la EVEGA confirman la buena adaptacion de ciertas cepas a
las condiciones de bodega (Blanco et al., 2011). Sin embargo, su prevalencia en la bodega
no afectaba a la diversidad de levaduras durante las vinificaciones espontdneas ecolégicas.
Es maés, otras cepas como R8 y R18 alcanzaron frecuencias elevadas compitiendo con éxito
frente a las levaduras residentes en las distintas fases de la fermentacion.

Por ultimo, cabe mencionar que algunas cepas comerciales de S. cerevisize podrian
colonizar y persistir en el vifiedo a través de la maquinaria, aguas residuales, aire, insectos,
aves, etc. (Francesca et al., 2012; Schuller et al., 2005; Valero et al., 2007). En ocasiones
presentan un largo plazo de supervivencia en diferentes partes de la vid o el suelo
alrededor de la vid que pueden actuar como reservorio natural (Belda et al., 2017b;
Cordero-Bueso et al., 2011c).
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Figura 4.56. Caracterizacién genética mediante ADNmt-RFLPs de cepas de S. cerevisiae aisladas en
fermentaciones convencionales inoculadas. Carril 1: perfil A; M- marcador de peso molecular 1kB
(Promega); carril 13: perfil B; carriles 1 a 12 y 13 a 22: colonias aisladas de distintas fermentaciones.

Algunas cepas autdctonas de S. cerevisiae pueden ser capaces de sobrevivir junto con
el resto de especies nativas hasta dominar la fermentacion originando una disminucion de
las levaduras no-Saccharomyces lo que produce vinos con caracteristicas quimicas y
sensoriales diferentes (Suzzi et al., 2012). Cordero-Bueso et al. (2011c), también encontraron
que algunas cepas autdctonas de S. cerevisiae (cepas no comerciales originarias del vifiedo)
se encontraron en las etapas finales de la fermentacién, aunque las levaduras residentes en
las bodegas resultaran ser predominantes en el proceso.
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Los diferentes grados de dominancia de las cepas pueden tener consecuencias
positivas o negativas en la calidad del vino y deben considerarse. Aunque, en general, la
presencia de diferentes levaduras se asocia con aumento de la complejidad y diferenciacion
de los vinos por lo que algunos endlogos prefieren fermentaciones espontaneas a
inoculadas (Santamaria et al., 2005). Nuestros resultados indican que la utilizacién de cepas
comerciales en otras fermentaciones de la bodega no afect6 a la elaboracién ecolégica en
cuanto a la diversidad de cepas encontradas durante la fermentacion.

4.5.5. Caricter killer y produccion de dcido sulfhidrico de las cepas de S. cerevisiae

El carécter killer y la capacidad de producciéon de H»S sobre agar BiGGY de las
diferentes cepas de S. cerevisine identificadas en las fermentaciones espontdneas de las
bodegas se resumen en la Tabla 4.38.

Tabla 4.38. Caréacter killer y producciéon de &cido sulfhidrico de las cepas de S. cerevisiae

Cepa | Killer | HoS | Tono agar BiGGY | Cepa | Killer | H,S | Tono agar BiGGY
R1 S + 3 R43 S + 3
R3 S + 3 R44 N +/- 2
R4 S +/- 2 R45 S + 3
R5 S + 3 R46 S + 3
R6 S + 3 R47 K + 3
R7 S + 3 R48 N +/- 2
R9 S +/- 2 R49 S + 3
R11 S +/- 2 R50 K + 3
R12 K +/- 2 R51 S + 3
R13 S + 3 R52 S +/- 2
R14 K + 3 R53 N +/- 2
R15 S +/- 2 R54 K + 3
R17 S + 3 R55 K + 3
R18 S +/- 2 R56 S + 3
R19 S/N - 1 R57 S + 3
R20 K +/- 2 R59 S + 3
R21 S +/- 2 R61 N - 1
R23 K +/- 2 R63 S +/- 2
R25 K + 3 R66 S + 3
R26 K + 3 R67 S +/- 2
R27 S + 3 R68 K + 3
R28 S +/- 2 R70 N +/- 2
R29 S +/- 2 R71 S +

R31 K + 3 R75 K + 3
R32 K + 3 R77 S +/- 2
R33 S + 3 R78 K + 3
R34 S +/- 2 R79 K +/- 2
R37 K +/- 2 R80 K +/- 2
R38 S +/- 2 R82 K +/- 2
R39 K + 3 R83

R40 S + 3 R84 S + 3
R41 S +/- 2 R86 N +/- 2
R42 K +/- 2 R88 S + 3

K, cepa killer; N, cepa killer neutra; S, cepa killer sensible; 1 (-): cepa H2S negativo; 2 (+/-): cepa de
baja produccién de H»S; 3 (+): cepa HaS positivo.
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La amplia distribucién geografica de una cepa indica una buena adaptacién a las
caracteristicas de los mostos de distintas zonas, asi como al ambiente de las bodegas. El
carécter killer de las levaduras podria facilitar su prevalencia en el medio y su dominio
durante la fermentacion. Ademads, el uso de un iniciador con carécter killer puede suprimir
levaduras indeseadas, mejorando notablemente la calidad del producto final (Pérez et al.,
2001).

El estudio del fenotipo killer en las cepas de S. cerevisinze mostr6é que, de las 66 cepas
analizadas, 22 fueron positivas (33.3% de las cepas), otras 7 resultaron ser neutras (sin
presentar caracter killer, tampoco mostraron sensibilidad a la toxina; 10.6%) y el resto de
cepas analizadas mostraron fenotipo sensible (56.1%). El caracter killer facilita a las cepas
que lo presentan la implantacién o predominando sobre el resto de las cepas presentes en
el mosto durante la fermentaciéon (Magliani et al., 1997; Marquina et al., 2002). De hecho, en
algunas bodegas existi6 una relacién entre la existencia de cepas mayoritarias que ademas
poseian factor killer: R79 (Corisca), R42 (DL), R14 (DL y PV) o R26 (AB) tal como mostraron
otros autores (Alvarez Pérez, 2011). Sin embargo, este hecho no necesariamente esta
asociado con su implantacion. Algunas cepas killer se encontraron en mas de una bodega,
siendo solo en dos de ellas mayoritarias (Corisca-81.5%, DL-56.3%, PV-30.3%, QM-19.5% y
AB-19.0%). En algunos casos se han descrito cepas con fenotipo sensible capaces de
predominar y llevar a buen término las fermentaciones (Blanco et al., 2011). En todas las
bodegas estudiadas se aislaron levaduras con cardcter killer coexistiendo con levaduras
sensibles. Por ejemplo, las cepas R1 (mayoritaria en las bodegas DL y PV), R88 (en DL), R46
y R56 (en AB) y R63 (en QM) son sensibles o R44 que present6 cardcter neutro (mayoritaria
en QM).

La relacion existente entre células killer y sensibles no es determinante para su
implantacién con valores muy dispares en la bibliografia. Una proporcién inicial del 2-6%
de la poblaciéon total de S. cerevisiae sera suficiente para controlar las posibles levaduras
sensibles presentes en el mosto con capacidad de disminuir la calidad del producto final
(Pérez et al., 2001; Van Vuuren y Wingfield, 1986). Otros autores indican proporciones
superiores al 50% (Petering et al., 1991). También son factores importantes en el cardcter
killer 1a presencia de sustancias capaces de absorber proteinas (como la bentonita utilizada
en la clarificacion), el tamafio del inéculo o la cantidad de nitrégeno disponible (Moreno et
al., 1991) que no fueron tenidos en cuenta en el estudio. En las fermentaciones espontaneas
de las bodegas muestreadas, donde participan las levaduras residentes en la bodega, no fue
posible el desplazamiento de las levaduras sensibles por aquellas con carécter killer
(poblaciones similares).

La cantidad de indéculo en una fermentacién dirigida suele ser muy elevado (del
orden de 106 UFC/mL) lo que dificulta la supresion de las células por las cepas killer que
pudieran coexistir en una concentracion mas baja. Asi, la levadura autéctona ScXG3
seleccionada previamente en Galicia por los trabajos de Blanco et al. (2006) presenta un
fenotipo killer sensible con 6ptimos resultados en las pruebas realizadas en fermentaciones
en bodega a escala piloto. De hecho, existen levaduras comerciales en el mercado con
caracter sensible. Por todo ello, el fenotipo killer no debe ser excluyente si una cepa
presenta propiedades enoldgicas adecuadas.
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Por tanto, los resultados obtenidos fueron dispares dependiendo de la bodega,
presentando distinta frecuencia de levaduras con factor killer que no fue determinante en la
distribucién de las cepas.

Por otro lado, la presencia de H»S en el vino imparte sabores indeseables y aromas
sulfurosos o de huevo podrido con un bajo umbral de percepcién (10 a 80 mg/L) (Belda et
al., 2017a). Las levaduras indigenas o seleccionadas tienen la capacidad de producir H,S en
mayor o menor cantidad (Guerrero et al.,, 2015). Asi, la mayoria de las cepas fueron
productoras moderadas de H>S. Un buen manejo de la nutricién de la levadura como el
aporte de oxigeno y la presencia de micro nutrientes (NFA) son factores clave para limitar
la aparicion de compuestos azufrados indeseables (Mestres et al., 2000).

4.6. Analisis sensorial de vinos comerciales ecoldgicos y convencionales

La produccion ecolégica puede aportar un valor afadido al vino que el consumidor
valora positivamente. Pero, ;se traduce esto en diferencias organolépticas reales detectables
para un catador? El analisis sensorial comparando ambos tipos de vino mostré que existian
diferencias entre los convencionales y los ecoldgicos.

4.6.1. Analisis sensorial de los vinos de las distintas Denominaciones de Origen.

De la DO Rias Baixas se cataron exclusivamente vinos blancos de uva Albarifio. Los
vinos de 2012 y 2013 presentaron diferencias significativas para la intensidad de color, pero
no en la intensidad aromaética ni en la calidad global.

A B
Intensidad
Color*
Calidad = Intensidad
globa \' romatica

Citricos* Fruta blanca

Fruta seca* mRB1-Eco  mRB3Eco
=4—RB1-Eco == RB3-Eco RB4-Con RB4-Con ¥ RB5-Con
=== RB5-Con==>%=RB6-Con = RB6-Con

Figura 4.57. A) Perfil sensorial de los vinos de la DO Rias Baixas. B) Porcentaje de preferencia de los
vinos catados. * Indica diferencias significativas entre los vinos para ese descriptor.
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Si se apreciaron diferencias en descriptores de la fase olfativa y/o gustativa. Asi, el
vino ecolégico RB1 destacé por presentar mayor persistencia en boca; RB3, también
elaborado con uva de cultivo ecolégico sobresalié por sus notas a fruta seca. Los vinos
convencionales RB4 y RB5 obtuvieron mayor puntuacion para los descriptores floral y fruta
fresca. Ademas, este tltimo RB5, fue el vino preferido por los catadores (Figura 4.57).

En cuanto a los vinos de la DO Ribeiro, los vinos blancos fueron en general mas
apreciados que los tintos en la cata. A nivel global se encontraron diferencias significativas
en la intensidad de color e intensidad aromaética entre ellos, asi como en algunos
descriptores tanto en nariz como en boca. El vino ecolégico RI4 fue el mejor valorado
(39%), destacando por presentar notas florales y a fruta tropical. El segundo por orden de
preferencia fue RI9 (25%) de producciéon biodindamica, que sobresalié por tener mds
estructura y persistencia en boca y una mayor intensidad aromatica con matices a miel y
fruta seca. Los vinos de producciéon convencional no destacaron especialmente salvo RI2ZA
y RI5, que presentaron notas a fruta fresca (Figura 4.58). El analisis sensorial de los vinos
tintos de la DO Ribeiro demostré que habia diferencias en la fase visual, en nariz y en boca,
pero no en la calidad global de los vinos. El vino tinto mejor valorado fue RI6, de
produccién convencional, con aromas a lactico y vegetal y notas a frutos rojos. Sin
embargo, el vino ecoldégico RI3 presenté mejor calidad en boca y mayor persistencia, asi

como mayor intensidad aromatica con menos caracter vegetal.
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A diferencia de las anteriores DOs, en la DO Ribeira Sacra fundamentalmente se
elaboran vinos tintos. La cata de vinos ecolégicos y convencionales de esta zona también
mostré diferencias estadisticamente significativas (Figura 4.59), especialmente en boca,
pero también a nivel global y para algunos descriptores de aroma. El vino ecolégico RS4
alcanz6 la mayor puntuacién en casi todos los descriptores, destacando las notas a frutos
negros y por estar bien estructurado en boca (Figura 4.59A). Sin embargo, el vino
convencional RS6 que solo resalt6 sobre los deméas por su calidad global en boca, fue el
preferido por los catadores (Figura 4.59B). El vino RS1, también ecolégico, destac6 por su
caracter afrutado con un predominio de los frutos rojos y fue el segundo en el orden de
preferencia. Los otros dos vinos tintos catados no alcanzaron puntuaciones tan altas.
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Figura 4.59. Perfil sensorial de vinos tintos (A) y blancos (C) de la DO Ribeira Sacra. Porcentaje de
preferencia de vinos tintos (B) y blancos (D). * Indica diferencias significativas entre los vinos para
ese descriptor.
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Entre los vinos blancos evaluados de la DO Ribeira Sacra no se observaron
diferencias significativas para la mayoria de los descriptores, aunque si en la calidad global
en boca, persistencia y algunas notas afrutadas (Figura 4.59C). El vino convencional RS5
obtuvo la mayor puntuaciéon en los descriptores de la fase gustativa y también en
intensidad aromatica, persistencia y notas a fruta madura. El otro vino convencional, RSS8,
present6 notas a fruta fresca; mientras que el de origen ecolégico, RS3, solo destacé en
nariz por notas a fruta seca. El cuanto a la preferencia de los catadores, RS8 obtuvo un 37%,
seguido por el vino ecolégico (35%) (Figura 4.59D).

La DO Monterrei es la Denominacién mas reciente. En ella se elaboran vinos blancos
y tintos y, a pesar de tener un clima més seco, solo hay un productor certificado como
ecolégico, por tanto, solo se cataron dos vinos blancos y dos tintos. El perfil sensorial de los
vinos blancos revel6 una clara diferenciacion entre ellos, aunque los catadores no
mostraron una preferencia clara por uno de ellos. El vino ecoldgico destacé por presentar
notas a fruta madura, miel y fruta seca en nariz y ser dulce en boca (Figura 4.60A); por el
contrario, el vino convencional fue calificado con notas a fruta fresca, citricos y acidez en
boca. Ambos obtuvieron cerca de un 50% en las preferencias de los catadores. Lo mismo
ocurrié con los vinos tintos evaluados de esta Denominacién. Aunque no se observaron
diferencias notables en boca, el vino ecolégico mostré6 mayor intensidad aromética y
destaco sobre el convencional por notas a frutos negros; el vino convencional presenté mas
taninos maduros.

Intensidad Intensidad
aromatica color*

Intensidad

lobal* 0SSl aromatica
iy SEN
Fruta .
. _ ///‘¢~ N\ .
madura Persistencia (Jf'y ~“‘/?Og§“ A Frutos rojos

)

1 R 4
L2y

g,
\ N
\PADN

Frutos
negros®

Taninos
maduros

Astringencia*
verdes &

== MO2-Con == MO4-Eco
VD3-Con =¢=VD4-Eco

====MO1-Con ==l=MO2-Eco

Figura 4.60. A) Perfil sensorial de los vinos blancos de la DO Monterrei. B) Perfil sensorial de los
vinos tintos de Monterrei y Valdeorras. * Indica diferencias significativas entre los vinos para ese
descriptor.

En la DO Valdeorras se elaboran vinos blancos (fundamentalmente con la variedad
Godello) y tintos Mencia. Al igual que en la DO Monterrei, solo existe un productor
biolégico certificado que elabora sobre todo tinto. Por ello, solo se evaluaron vinos tintos,
destacando el de produccién ecolégica por presentar notas a frutos rojos, mientras que el
convencional sobresalié por sus notas a frutos negros y obtuvo la mejor puntuacién en
calidad global (Figura 4.60B). Los catadores prefirieron los vinos elaborados en producciéon
ecolégica.
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Los resultados mostraron diferencias significativas entre vinos ecolégicos y
convencionales comerciales. Laureati et al. (2014) también identificaron diferencias
pronunciadas entre vinos tintos ecolégicos y convencionales: mayor concentracion de
compuestos fendlicos y sensacion astringente en los vinos ecolégicos; por el contrario, el
vino convencional tenia una amargura mdas pronunciada. Pagliarini et al. (2013)
encontraron diferencias similares en un amplio estudio de consumidores que no influyeron
en el gusto, ya que los vinos ecolégicos y convencionales fueron hedénicamente
comparables. Aunque, curiosamente, el 61% de los encuestados estaria dispuesto a pagar
mas por los vinos producidos ecolégicamente, sugiriendo buenas perspectivas de mercado
para las practicas ambientalmente sostenibles relacionadas con la calidad del vino.

4.6.2. Analisis sensorial de los vinos de 2014: particularidades de una camparia climatologicamente
desfavorable

En términos generales se observaron diferencias al evaluar las distintas afiadas. Entre
los vinos blancos de 2012 fueron los biolégicos los que presentaron una mayor persistencia
frente a los convencionales que destacaron por su aroma floral y a fruta fresca. Sin
embargo, en general en 2013, estos descriptores se invirtieron, siendo mayor en los vinos
ecolégicos el aroma floral y a fruta fresca y menor la persistencia y el aroma a citricos. En
2013 los vinos tintos ecolégicos destacaron especialmente por su intensidad aromatica y
frutos rojos, presentando los convencionales mayor astringencia y taninos.

La campafia de 2014, climatolégicamente desfavorable con abundantes
precipitaciones, algunas en etapas criticas del ciclo de la vid y/o justo antes de la vendimia,
mostré resultados no tan prometedores para los vinos ecolégicos como en las anteriores. En
esta campania los ataques fingicos provocaron abundantes pérdidas no solo por descensos
de la produccién (Blanco et al., 2016), sino también de la calidad debido al estado sanitario
de la uva, adn con la aplicaciéon de repetidos tratamientos fitosanitarios.

En la evaluacion sensorial de estos vinos los catadores mostraron, en general, una
mayor preferencia por los vinos convencionales que por los de produccién ecolégica,
especialmente en los blancos (Figura 4.61). La reciente campana de 2016, similar a la de
2014 present6é también un gran descenso de los rendimientos, especialmente en el cultivo
ecolégico en Galicia. La menor puntuacién en el analisis sensorial de los vinos ecolégicos
en 2014 se debi6 a que en algunos de ellos se encontraron defectos. Por ejemplo,
especialmente en 2014, en algunos vinos tintos ecoldgicos los catadores apreciaron notas
del compuesto 4-etilfenol a niveles superiores al umbral aceptado como negativo. Este
compuesto es un producto metabolico de la levadura Brettanomyces que puede contaminar
las barricas de las bodegas y otras partes de la bodega (Loureiro y Malfeito-Ferreira, 2006).
La apariciéon de este defecto del vino caracterizado por el aroma a establo y a sudor de
caballo debe prevenirse con una correcta limpieza y desinfecciéon en la bodega. Por lo tanto,
no debe confundirse la elaboracién en ecolégico o artesanal con précticas no cuidadas en la
higiene y desinfeccién de las bodegas.
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Figura 4.61. Puntuacién por preferencia de los catadores de vinos blancos (A) y tintos (B) de 2014.

Los defectos sensoriales asociados directamente a Brett aparecen mayoritariamente
en vinos tintos de calidad y las causas radican en la propia fisiologia del microorganismo.
La biosintesis de fenoles volatiles se realiza a partir de dcidos hidroxicindmicos y en vinos
tintos el contenido de estos compuestos es mayor. Ademads, al ser una levadura de
crecimiento muy lento, la alteracion se presenta principalmente durante el
almacenamiento, acrecentandose el problema en las bodegas que utilizan barricas antiguas
(Suarez et al., 2007).

La percepcién olfativa de estos fenoles voldtiles resulta controvertida ya que los
descriptores sensoriales tipo animal se han considerado tradicionalmente como
caracteristicos de determinados vinos de crianza en madera. En pequenas concentraciones,
estos compuestos contribuyen a la complejidad aromaética del vino, pero por encima de
cierta concentracién enmascaran completamente su perfil sensorial con sensaciones muy
desagradables, considerandose un defecto (Romano et al., 2008). Por esta razén se confirmé
microbiolégicamente la presencia de Brettanomyces asociada a dichos compuestos

aromaticos indeseables.
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La especie B. bruxellensis fue encontrada en cinco vinos de diferentes Denominaciones
de Origen en la cata realizada en 2016, todos ellos tintos y de produccién ecolégica: RS1,
RS6 y RS7 (DO Ribeira Sacra), VD1 (DO Valdeorras) y RI1 (DO Ribeiro).

En conjunto, el andlisis sensorial mostré diferencias entre los vinos ecoldgicos y
convencionales; por tanto, se puede afirmar que el cultivo ecolégico favorece la
diferenciacién y diversificacion de los vinos comerciales elaborados en bodega a nivel
industrial. Ademads, los vinos ecolégicos obtuvieron valoraciones similares a los de
produccién convencional en los test de preferencia y, en algunos casos, fueron preferidos
por los catadores. Sin embargo, no ocurrié asi con los vinos elaborados en campanas
climatolégicamente desfavorables, estando las diferencias entre vinos convencionales y
ecologicos fuertemente marcadas por la campafa. Por otro lado, teniendo en cuenta que la
elaboracién del vino ecolégico con respecto al convencional no requiere procesos muy
diferentes ni excesivamente condicionados (con limites aceptables del contenido maximo
de SO»), la mayor parte de las diferencias se encuentran en el cultivo del vifiedo.

La produccién de la uva ecolégica requiere un especial cuidado y la aplicacién del
conocimiento basado en los equilibrios planta-suelo-clima sobre los que se fundamenta. En
bodega implica un cuidadoso seguimiento del proceso de fermentacién que suele realizarse
con las levaduras propias del mosto. En estas condiciones, la obtencién de un producto
diferenciado de calidad, implica la aplicacion de los saberes de antafio en simbiosis con los
avances enolégicos actuales. En afios climatolégicamente desfavorables elaborar un buen
vino en Galicia supone un gran reto para los productores. Sin embargo, la credibilidad del
vino ecoldgico pasa por conseguir que las botellas contengan ademds de una etiqueta, la
calidad con la que se le asocia. Por daltimo, hay que decir que la caracterizacion sensorial de
los vinos permiti6 destacar ademas la singularidad y peculiaridad aromatica entre las
distintas Denominaciones de Origen aun con vinos elaborados con las mismas variedades.

4.6.3. Anilisis microbioldgico de los vinos sometidos a evaluacion sensorial

El control microbiolégico de los vinos mostré ausencia de microorganismos en casi
todas las muestras analizadas de vinos blancos; sin embargo, en el caso de los vinos tintos
si se detectaron, tanto levaduras como bacterias. En la Tabla 4.39 se incluyen los vinos en
los que habia crecimiento positivo, indicando el tipo y concentracién de microorganismos
cuando fue posible recontarlos. De los vinos blancos analizados solo en 4 de ellos se
observo la presencia de levaduras. Ademads, la concentracion observada no afecté a la
valoracion de la fase visual del vino durante el andlisis sensorial, ya que en ninguno de
ellos se apreciaba turbidez.

Por el contrario, en casi todos los vinos tintos filtrados se detect6 la presencia de
bacterias a elevada concentracion y, en algunos de ellos, también de levaduras. El hecho de
que procediesen de elaboracién ecolégica o convencional no influyé en este aspecto, ya que
estd mas relacionado con las practicas enolégicas en la bodega. Se confirmé la presencia de
la levadura Brettanomyces en todas las muestras en las que los catadores encontraron
aromas tipo animal (4-etilfenol), especialmente en los vinos tintos de 2014.

David Castrillo Cachon, 2018 216



Estudio de la diversidad de levaduras en uva de cultivo ecologico y convencional en Galicia: patrones biogeogrificos e
influencia en las caracteristicas quimicas y sensoriales del vino

Tabla 4.39. Control microbiolégico de los vinos.

Crecimiento microbiano

Codigo Tipo de vino* Levaduras Bacterias** UFC/mL
RB4 Blanco-Con + - 5.2x10?
RI1 Tinto-Eco + - césped
RI2 Blanco-Eco + - 2x100
RI3 Tinto-Eco - + 6.7 x 102
RI7 Blanco-Con + - 6 x 101
RI8 Tinto-Con + + 2.4 x100
RS2 Tinto-Con + + 9x102
RS4 Tinto-Eco - + césped
RS5 Blanco-Con + - 2.1x100
RS6 Tinto-Con - + césped
RS7 Tinto-Eco + - césped
RS9 Tinto-Con + + 8.3 x 102
MO2 Tinto-Con - + césped
MO4 Tinto-Eco - + césped
VD1 Tinto-Eco + + césped
VD3 Tinto-Con - + césped
VD4 Tinto-Eco + + césped

*Con-convencional; Eco-ecolégico. ** El crecimiento bacteriano observado fue tipo césped; no
permiti6 el recuento de UFC/mL.

4.7. Fermentacion de mostos de la variedad Treixadura con levaduras no-Saccharomyces
autoctonas de Galicia

Este ensayo constituye un primer estudio de la influencia sobre las caracteristicas
quimicas, aromaticas (compuestos volatiles) y sensoriales del vino elaborado con cepas
autoctonas de 4 especies diferentes de levaduras no-Saccharomyces. Se utiliz6 la variedad
Treixadura. Las cepas evaluadas se seleccionaron a partir de las levaduras aisladas en
vifiedos de produccién ecolégica y convencional durante el desarrollo de esta tesis. La
fermentacion se llevé a cabo mediante inoculacién secuencial. Primero se afiadi6 la cepa
no-Saccharomyces seguida de la inoculacién de S. cerevisine ScXG3, una cepa también
autéctona aislada y evaluada enolégicamente en investigaciones previas en la EVEGA
(Blanco et al., 2006 y 2013).

4.7.1. Caracterizacion enologica preliminar de levaduras no-Saccharomyces autoctonas

Realizar un analisis con las mas de 2000 levaduras identificadas durante la presente
tesis resultaba inviable. Por tanto, se realiz6 una preseleccion de 30 cepas de cuatro
especies no-Saccharomyces descritas en la bibliografia reciente con interés enolédgico
(Canonico et al., 2016; Ciani et al., 2010 y 2015; Comitini et al., 2011): T. delbrueckii, Starm.
bacillaris, L. thermotolerans y M. pulcherrima. De cada una de las especies relevantes
anteriormente citadas, se seleccionaron entre 4 y 10 aislados de las diferentes
Denominaciones de Origen tanto de cultivo ecolégico como convencional (Figura 4.62). El
hecho de utilizar cepas dentro de la misma especie aisladas en distintas DOs y en distintas
parcelas y sistemas de cultivo permitié tener comportamientos enolégicos distintos con el
fin de seleccionar los més adecuados.
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Las cepas en cultivo puro se inocularon con una concentraciéon de 5 x 106 UFC/mL en
mosto pasteurizado con las siguientes caracteristicas: grado alcohélico probable: 11.5 %vol.,
acidez total: 6.3 g tart./L, acido malico: 4.1 g/L, acido tartarico: 3.1 g/L, azticares: 188 g/L
y SOs total: 15 mg/L. Los datos procedentes de los analisis quimicos (Tabla 4.40) y
aromaticos (Tabla 4.41) de los vinos obtenidos se evaluaron en una matriz de cuantificacion
(Tabla 4.42) valorando cada una de las caracteristicas enolégicas deseadas. Conforme a
estos valores se escogieron las cepas mejor valoradas para cada una de las cuatro especies

descritas al inicio de este parrafo.
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Figura 4.62. Capacidad fermentativa de distintas cepas de especies no-Saccharomyces (LT: L.
thermotolerans, MP: M. pulcherrima, SB: Starm. bacillaris, TD: T. delbrueckii) y la cepa S. cerevisiae

ScXG3.

La capacidad fermentativa de las diferentes cepas no-Saccharomyces en cultivo puro
vari6 de unas cepas a otras, destacando L. thermotolerans y T. delbrueckii por sus altas tasas
de fermentacion tal y como demostraron otros trabajos (Ciani y Maccarelli, 1998; Ciani et
al., 2010; Comitini et al., 2011; Englezos et al., 2015; Gonzélez et al., 2013).
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Tabla 4.40. Parametros enolégicos de los vinos elaborados con las cepas en cultivo puro.

Acidez Acidez Acido Acido Aztcares* Grado

Cepa total volatil Lactico malico reductores Glicerol (g/L) alcohdlico pH

(Btartaricorr) (Bacetica/L) (&/L) (&/L) (&/L) (%ovol.)
ScXG3 6.8+0.0 0.60+0.03 0.1+0.0 3.5+0.1 0.2+0.1 3.8+£0.3 10.05+0.07 3.66+0.01
Lt3 7.910.1 0.39+0.06 1.7+0.6 2.6£0.3 6.1£7.6 5.6£1.0 9.12+0.40 3.58+0.09
Lt18 7.4+0.1 0.38+0.01 0.8+0.3 2.85+0.2 20.3£10.7 5.6£0.3 8.08+0.11 3.58+0.07
Lt93 8.0+0.0 0.43+0.01 2.6x1.0 2.3x0.3 0.8£0.9 6.1£0.2 9.0240.11 3.53+0.08
Lt132 7.61£0.6 0.40+0.04 1.541.1 2.5+0.5 9.845.3 5.5+0.2 9.12+0.54 3.65+0.06
Lt262 6.9+0.1 0.36+0.03 0.5+0.0 3.0£0.0 6.5+8.3 4.9+0.5 8.71£0.22 3.68+0.04
Lt205 7.3 0.36 0.9 2.8 0.6 5.2 8.75 3.58
Td336 7.1+0.0 0.3610.01 0.1+0.0 3.2+0.0 37.510.4 5.1+0.4 7.75+0.03 3.59+0.02
Tdm5 7.7£0.5 0.61+0.12 0.1£0.0 3.9+0.2 2.5+2.6 3.3+0.2 9.25+0.07 3.63+0.07
Td315 7.140.1 0.3940.03 0.1+0.0 3.1+0.0 31.8+5.9 5.7+0.4 8.08+0.30 3.64+0.01
Sb295 6.8+0.3 0.50+0.01 0.1+0.0 3.5+0.1 55.5+4.7 16.7+0.5 6.60+0.36 3.85+0.01
Sb306 6.9+0.1 0.49+0.03 0.1+0.0 3.4+0.0 44.0£1.2 14.5+0.4 7.34+0.24 3.7610.00
Sb326 6.5£0.0 0.41+0.30 0.1+0.0 3.4+0.4 67.4+40.7 16.742.3 6.22+1.70 3.82+0.06
Sb333 6.9+0.4 0.62+0.08 0.1+0.0 3.310.1 47.7+¢11.2 16.1+1.1 6.92+0.32 3.78+0.04
Sb404 6.2+0.4 0.54+0.04 0.1+0.0 3.0+0.5 29.8+144 13.441.8 7.8440.67 3.71+0.06
Sb405 6.5+0.4 0.37+0.21 0.1+0.0 3.6£0.6 66.9+40.4 16.6+2.8 6.25+1.63 3.85+0.05
Sb304 7.1+0.1 0.50+0.04 0.1+0.0 3.2+0.1 0.3+0.1 7.0+0.3 9.70+0.57 3.58+0.04
Sb472 6.5+0.2 0.53+0.09 0.1+0.0 3.1+0.1 41.1£18.7 15.2+¢1.9 7.38+0.52 3.77+0.10
Sb474 6.8+0.2 0.3940.25 0.1+0.0 3.5+0.4 65.9+40.4 17.0£3.0 6.3541.66 3.9240.11
Sb494 6.5+0.4 0.4940.04 0.1+0.0 3.310.1 47.8+04 15.9404 6.9140.08 3.77+0.08
Mp278 6.7+0.4 0.42+0.01 0.6+0.1 1.6+0.0 78.5+10.6 11.6+1.1 4.16+0.51 3.69+0.07
Mpl114 6.8+0.6 0.50+0.02 0.3+0.0 2.0£0.1 86.5+2.1 12.4+0.2 3.61+0.03 3.68+0.01
Mp131 6.310.3 0.52+0.03 0.3+0.0 1.6+0.4 83.517.8 12.9+1.1 3.71£0.36 3.72+0.00
Mp176 7.2+0.0 0.73+0.00 0.3+0.1 2.7+0.0 97.5+2.1 10.1+0.1 3.65+0.11 3.78+0.05
Mp193 6.8+0.1 0.46+0.01 0.4+0.0 2.0£0.3 83.5+2.1 10.8+0.6 4.10+0.08 3.64+0.03
Mp205 7.1+0.1 0.47+0.04 0.4+0.1 2.3+0.1 88.0+1.4 11.5+0.2 3.94+0.13 3.69+0.01
Mp294 6.6+0.1 0.44+0.00 0.2+0.1 2.8+0.3 92.5+17.7 11.3+0.4 3.66£0.20 3.64+0.03
Mp325 7.2+0.1 0.44+0.02 0.6+0.1 1.8+0.1 95.5+0.7 13.2+0.4 3.52+0.06 3.71+0.01
Mp385 6.5+0.3 0.58+0.16 0.4+0.1 2.0£0.1 83.8+£3.9 11.3+0.4 3.99+0.27 3.63+0.12
Mp468 7.5£0.5 0.54+0.00 0.4+0.0 2.2+0.0 88.0+14 11.8+0.4 3.68+0.05 3.69+0.02
Los valores son la media de dos fermentaciones * desviacién tipica. * Glucosa + fructosa.
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Tabla 4.41. Compuestos volatiles mayoritarios y alcoholes superiores analizados en los vinos elaborados con las cepas no-Saccharomyces y ScXG3 en las

microvinificaciones de 70 mL.

Cepa Alcoholes superiores  Etanal Metanol Propanol Isobutanol 1-butanol 2-metil-1- 3-metil-1-butanol  Acetato de
(mg/L) (mg/L)  (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)  butanol (mg/L) (mg/L) etilo (mg/L)
ScXG3 185.0+28.3 8.5+2.1 22.5+0.7 26.842.5 20.4+8.7 3.4+0.6 24.1+£3.4 110.7+15.7 4.5+2.1
Lt3 136.5+57.3 24.5%12.0 25.5+4.9 24.8+12.1 19.1+10.0 2.9£3.6 23.7+4.9 73.2435.1 4.7+1.0
Lt18 162.5+4.9 23.8+0.3 21.2£1.2 29.8+0.4 20.8£1.6 4.9+0.3 27.4+2.1 87.7£3.0 3.2#0.1
Lt93 159.4+46.2 33.5+6.4 25.5+6.4 28.1£8.0 21.448.1 2.7£3.3 24.842.8 88.2+34.2 4.3+1.0
Lt132 116.0+62.2 18.5£3.5 23.5+2.1 32.244.2 22.1£2.1 5.9 14.1+13.2 49.4+50.9 8.746.2
Lt262 154.9+4.5 25.5+4.9 22.020.0 28.3+2.7 17.3+3.4 4.6+0.4 25.6+0.5 85.445.9 4.8+1.1
Lt205 162 15 21 33.0 15.2 4.7 25.0 84.0 4
Td336 116.5+3.5 30.5+2.1 21.020.0 13.5+0.7 17.5%0.7 1.5+0.7 11.020.0 73.0+1.4 6.5£0.7
Tdmb5 131.040.0 16.5+14.8 21.0£1.4 32.5+2.1 17.020.0 1.5+0.7 13.0+1.4 58.0£9.9 6.0£0.0
Td315 122.0+22.6 10.5+2.1 22.5+0.7 13.5+0.7 16.5+2.1 2.0£0.0 11.0+14 74.5+12.0 10.0+0.0
Sb295 80.5+0.7 16.5+6.4 15.048.5 19.7+0.5 46.0£0.7 - 3.3+0.6 11.3#1.1 8.5£3.5
Sb306 81.5+0.7 27.5%16.3 24.5%2.1 25.645.3 39.2+4.9 - 3.9+0.3 12.8+0.5 11.5%2.1
Sb326 66.0+41.0 16.5+2.1 23.5%3.5 25.0£8.0 27.2£25.1 - 4.3+1.3 10.1+5.4 8.5£3.5
Sb333 93.0+2.8 32.5+20.5 22.0+14 31.3+2.4 46.1+0.5 - 4.610.1 11.7+0.2 12.0+14
Sb404 77.5+4.9 22.5+6.4 21.0+14 26.8+0.9 33.4+2.7 - 4.610.1 12.5+1.0 6.5+4.9
Sb405 84.3+10.3 23.0£11.3 23.0+2.8 19.8+14.1 33.744.3 0.4+0.1 7.5+4.7 23.4+15.5 6.5+4.9
Sb304 60.0£24.0 17.5£3.5 23.5%£3.5 24.9+6.8 21.2+13.4 - 4.1£0.1 9.2+4.5 8.5+2.1
Sb472 61.0£29.7 36.0£33.9 24.5+4.9 23.4+8.5 22.3+20.2 - 3.8+0.6 9.9+4.0 9.5£2.1
Sb474 139.0+58.0 20.5+0.7 22.0+14 33.74£10.3 32.5426.6 6.2+0.9 15.4+14.4 52.1+53.0 6.5+4.9
Sb494 84.5+0.7 22.047.1 20.0+¢14 26.5+1.4 38.6+3.3 - 10.1+7.1 14.6+0.6 10.0+0.0
Mp278 110.2+0.6 21.5+2.1 18.0+1.4 9.9+0.5 47.0+7.1 0.9£0.2 8.4+1.5 43.9+6.4 12.0+1.4
Mp114 116.5+2.1 10.5+6.4 19.5+0.7 8.0£1.4 51.0+0.0 1.0£0.1 7.5%0.7 50.0+2.8 40.5£34.6
Mp131 109.0+8.5 10.5+0.7 20.5+0.7 10.0£1.4 49.0£5.7 1.0£0.0 8.0+0.0 42.0+1.4 201.0+41.0
Mp176 104.5+0.7 13.0+2.8 21.0+0.0 14.7+0.9 46.6+2.8 0.0£0.0 8.3+0.6 34.9+2.3 330.0+39.6
Mp193 122.0£24.0 8.5+0.7 20.5+0.7 9.0+0.0 54.5+7.8 0.0£0.0 6.5+0.7 51.5+14.8 55.0+9.9
Mp205 104.0+17.0 8.5+2.1 29.5+13.4 8.5£3.5 49.5+7.8 0.0+0.0 7.020.0 38.045.7 45.5+44.5
Mp294 117.0+15.6 13.0+1.4 33.5+0.7 11.5%2.1 58.5+9.2 0.0+0.0 7.020.0 39.5+4.9 89.5+74.2
Mp325 99.0£8.5 10.0+1.4 19.0+1.4 7.0£0.0 42.0+5.7 1.0£0.0 7.5£0.7 41.0+14 36.0+1.4
Mp385 159.0+1.4 45.0+4.2 15.5£3.5 13.341.1 72.916.4 - 5.70.1 67.3£5.6 133.0£100
Mp468 108.0 26.0 12.0 3.4 64.5 - 4.2 36.2 67.0

Los valores son la media de dos fermentaciones + desviacién tipica.
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Tabla 4.42. Resumen de puntuaciones y justificacién de la eleccion de cepas no-Saccharomyces.

0] adlablevb|b]w | V|l o|H BH N H|  FH]|RP| T F(O|D | T O R
— THEEEEE HEEEEEEHEHEEHEEBEREEEREE
R S~ = A A |RA|RIE|F|D | ||| BB B wB|S|IS|IS|IS|S|S|S|IS|IS|s
Acidez total (g tart./L)| 9 |85|45] 9 55/ 1 [4|8|3|85|65|65[4|7|2|4|8|4|6]| 4|35 4| 1|6|35/55/25/55 2|7
Acidez volatil 24| 5| 113565/ 6|8|2|75] 3| 3 |45/ 12555325/ 5|35|8| 6(55/0]| 765 7|75 45
(g acético/L)
Acido lactico (g/L) 0l25(05/45[2] 0]1lolo]lo]lololololololo|lo]|o]| o|55 2 2 (15 4 [35]/05|55/ 35/ 4
Acido mélico (g/L) 112501 4a|3|0|1|4a|1|5|15] 22|25/ 4(15/3(35 2|25|4| 3 |45/1| 3]|205 4| 3]2
@Z/‘ic)ares reductores | ool 5 | 7| 51557 oles| 1| 3| a|2l355]2|7|al2|35(55 4|4a5/1545|35/25 24535
Glicerol (g/L) 05 5 (55 95| 0|21705 9| 8|65|8|75 5|8|0]|7(8575|4|65| 8 |05 2 |4[35/85/35]5
Grado alcohdlico
Covol) 6 4505 4 [45/25|3|0]6| 1| 2] 3 |1525/3515/55/25/15 24| 1 |15[15/35(25/ 105 3|1
pH 3135| 3|45(1505|3]|5|25/25] 2| 3 (25/25 4|2(553|1|3|3|3]|2]|1]|35[2535 2] 4 |25
Alcoholes superiores | 8 |55|75(75(35 7 [ 8|35/ 8| 5| 3| 3 |2]|4|25/35 0|15 7| 3 |2535] 2|2]45[15/35 1|10/ 2
Etanal (mg/L) 6|35/ 4| 1|5]| 3]|6l05/35 5]|55|45(55/35/45 5|5|3|5]|45|4|55| 5]|5]| 6 [55/5]|5505]|3
Acetato de etilo 8les5| 8| 7103565/ 778]0olal1|al1|5|5[5]3|5| 210/ 9]45/1] 99|75 96538
(mg/L)
g:g;‘g;‘c;’; 50.5|51.5|41.5/58.5| 42|32.5| 48| 43 | 41 |44.5|38.5/36.5| 36| 35| 38| 38| 42| 34 | 43 |35.5| 54 |47.5/40.5| 21|50.5| 46 | 37| 51 |44.5| 43
Los valores son la media de dos fermentaciones. * Glucosa + fructosa.
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Estas levaduras fueron capaces de producir vinos con una mayor concentraciéon de
etanol y de consumir gran parte de los azticares existentes en el mosto, en mayor medida
que Starm. bacillaris y M. pulcherrima cuando se fermentaron en cultivo puro. Esto ocurrié a
pesar de que se ha observado que T. delbrueckii y L. thermotolerans son menos tolerantes a
niveles bajos de oxigeno lo que afecta mdas que la toxicidad por etanol a su crecimiento y
conduce a su muerte durante la fermentaciéon (Kurtzman et al., 2011). La concentracién de
glicerol obtenida por algunas cepas de Starm. bacillaris fue muy elevada (Sb474 > 19g/L)
conforme a lo descrito por otros autores lo que aporta a los vinos untuosidad, volumen,
leve dulzor y sensacion de sedosidad en la boca (Ciani y Maccarelli, 1998; Englezos et al.,
2016b y 2017).

4.7.2. Ensayo de inoculacion secuencial en bodega

De acuerdo con la mayor puntuacién ponderada de los vinos, en funcién de cada
pardmetro enolédgico relevante y su aptitud fermentativa, se seleccionaron las cepas no-
Saccharomyces: 1t93, Td315, Sb474 y Mp278. Estas cepas se utilizaron para llevar a cabo
fermentaciones secuenciales en bodega con mosto de la variedad Treixadura. Primero se
afiadi6 la cepa no-Saccharomyces seguida de la inoculacién de la cepa también autdctona S.
cerevisiae SCXG3.

4.7.2.1. Cinética fermentativa

La evolucién de las fermentaciones varié de unas levaduras a otras, especialmente en
el tiempo que tardaron en comenzar (Figura 4.63): S. cerevisiae SCXG3 y T. delbrueckii Td315
tardaron 2 dias; Starm. bacillaris Sb474, 3 dias; L. thermotolerans 1Lt93 y en el proceso
espontaneo, 6 dias, y, por altimo, M. pulcherrima Mp278 fue la cepa que tuvo un inicio méas
lento, hasta el 9° dia no se observ¢ actividad fermentativa en el depdsito.

1120 —o—Esp

1100 + m% = #-Mp278
-) \ S
5 1080 - O . ——Td315
5 1060 - < —<=Sb474
o
2 1040 - L 5 *—1t93
a ——XG3

1020

1000

980 T T T T 1

0 5 10 15 20 25
Tiempo de fermentacion (dias)

Figura 4.63. Evolucion de las fermentaciones inoculadas secuencialmente con distintas cepas no-
Saccharomyces y S. cerevisine ScXG3.
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Cuando bajé la densidad en torno a 10 g/L se afiadi6é de forma secuencial S. cerevisiae
ScXG3 y las fermentaciones evolucionaron normalmente hasta terminar.

4.7.2.2. Control microbiolégico de las fermentaciones

La dindmica de la poblacién de levaduras y el porcentaje de implantaciéon del inéculo
variaron entre las especies utilizadas. El mosto desfangado contenia 1.2 x 10+ UFC/mL. A
nivel cualitativo estaban presentes levaduras de las especies H. uvarum, M. af. fructicola, L
thermotolerans y D. hansenii. Tras afiadir las levaduras a ensayar se observaron diferencias
entre las fermentaciones (Figura 4.64). En general la poblacién microbiana aumenté en fase
tumultuosa y disminuy6 ligeramente al final con algunas excepciones. Con Td315, el
numero de levaduras fue elevado al inicio del proceso (Fi) para ir disminuyendo en fase
tumultuosa (Ft) y fase final (Ff). Con ScXG3 ocurrié lo contrario, la poblacién aument6 a lo
largo del proceso hasta el final. En las fermentaciones con Sb474 la poblacion de levaduras
fue mayor en todas las fases, respecto a los demas ensayos.
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Cepa de levadura

Figura 4.64. Evolucién de la poblaciéon de levaduras durante la fermentacién con distintas cepas
durante las distintas fases inicial (Fi), tumultuosa (Ft) y final (Ff).

En cuanto al control de implantaciéon de la levadura inoculada, los resultados
indicaron que S. cerevisine ScXG3 aparecia como levadura dominante al 100% en la
fermentacién en la que fue el inéculo afiadido. En el proceso espontdneo se identificaron
hasta 15 cepas diferentes de S. cerevisiae (Figura 4.65), con predominio de dos de ellas que
actuaron en codominancia (46% y 25%, respectivamente). La segunda corresponde a la
cepa ScXG3.

Con las levaduras no-Saccharomyces, el porcentaje de implantaciéon y su presencia una
vez afiadido el segundo indculo vari6 de unas especies a otras (Figura 4.66). En la
fermentacion con Td315 y Sb474 la primera levadura inoculada estuvo presente en elevada
proporcioén, > 85% y 77% respectivamente, hasta el final de la fermentacion. T. delbrueckii y
Starm. bacillaris toleran altas concentraciones de etanol en el vino y esta Gltima ademaés
produce elevadas concentraciones de glicerol durante la FA (Bely et al., 2008; Englezos et
al., 2016b; Renault et al., 2009; Suzzi et al., 2012). Sin embargo, la levadura Mp278 fue
claramente desplazada por S. cerevisize; estuvo presente al 100% al inicio de la
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fermentacion, disminuy6 a menos del 2% en Ft y no se detect6 en Ff. Por altimo, Lt93
apareci6 en todas las fases de la fermentacion, pero en bajo porcentaje (< 20%) por lo que
no se implant6 adecuadamente ya desde Fi. Bagheri et al. (2015) afirmaron que una alta
concentracion inicial de células es crucial para permitir que L. thermotolerans se establezca
durante la fermentacién, pero también las relaciones levadura-levadura. Tampoco se
implant6 la cepa de Saccharomyces inoculada secuencialmente en esta fermentacion.
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Figura 4.65. Cepas de S. cerevisiaze implantadas en la fermentacion espontanea de mosto Treixadura
2016.

Por el contrario, en las fermentaciones Td315, Mp278 y Sb474, la segunda levadura
inoculada, ScXG3, fue la cepa de S. cerevisine dominante en Ft y Ff. Sin embargo, en los
procesos con Lt93 se identificaron distintas cepas de S. cerevisize en codominancia ademas
de ScXG3, al igual que en la fermentacién esponténea.
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Figura 4.66. Porcentaje (%) de implantacion de las levaduras no-Saccharomyces inoculadas en las
distintas fases de la fermentacion.

Starm. bacillaris es una levadura no-Saccharomyces comtn en el vino que se ha
asociado con levaduras apiculadas ubicuas (H. uvarum) y que influye fuertemente en la
composicion analitica del producto final (Englezos et al., 2017). El hecho de que la cepa
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Sb474 (Starm. bacillaris) prevaleciera més tiempo con elevada frecuencia que las demas
especies durante la fermentacién apoya los resultados encontrados por otros autores que
indican que la mayoria de las cepas de esta especie son tolerantes a niveles relativamente
altos de etanol y pueden sobrevivir y persistir hasta la fase intermedia del proceso
fermentativo (Englezos et al., 2015 y 2016b; Rantsiou et al., 2012). La cepa Lt93 no se
implanté en proporcién Optima al inicio de la fermentaciéon. Se ha demostrado un
mecanismo de inhibicién de contacto célula-célula en esta especie no-Saccharomyces en
presencia de altas concentraciones de S. cerevisiae viables (Nissen et al., 2003). Sin embargo,
excepto la cepa débilmente fermentativa Mp278 (que no suele prosperar en alta proporciéon
mas alla del 5-6 %vol. de alcohol en el mosto-vino), el resto de fermentaciones mostraron
que las especies de levadura no-Saccharomyces persistieron durante mds tiempo en la
fermentacion. Este hecho también ha sido descrito en fermentaciones espontdneas de
mostos naturales con cepas no-Saccharomyces autéctonas (Bagheri et al., 2015).

4.7.3. Caracterizacion quimica de los vinos

Los resultados del andlisis quimico de los vinos obtenidos reflejaron el distinto
comportamiento en fermentaciéon de las cepas no-Saccharomyces mostrando diferencias
significativas en todos los parametros determinados (Tabla 4.43). El grado alcohdlico fue
mas elevado en la fermentacién espontdnea y en la inoculada con S. cerevisiae. Con las
levaduras no-Saccharomyces se redujo el grado alcohélico de los vinos, principalmente con
las cepas Starm. bacillaris Sb474 y T. delbrueckii Td315. En menor medida disminuyeron el
grado alcohélico las cepas Metschnikowia Mp278 y L. thermotolerans Lt93. Por otro lado, las
cepas Sb474 y Metschnikowia Mp278 dieron lugar también a vinos con mayor glicerol y
acidez volétil. Ademés, los vinos fermentados con Sb474 presentaron mayor acidez total y
tuvieron, por tanto, un pH mds bajo, coincidiendo con lo descrito en otros trabajos
(Englezos et al., 2016a y 2016b). Con T. delbrueckii Td315 se obtuvieron vinos de menor
grado que con S. cerevisiae, pero con presencia de aztcares y acidez total mayor.

Tabla 4.43. Pardmetros quimicos basicos de los vinos obtenidos por fermentacién de mosto
Treixadura con distintas especies de levaduras.

Parametro ScXG3 Lt93 Sb474 Td315 Mp278 Esp

Grado alcohdlico (%vol.)  14.6+0.12  14.3+0.0>  13.5+0.14  13.9+0.1c  14.4+0.12b 14.6+0.12
Glucosa + fructosa (g/L)  0.6+0.44 0.3+0.14 0.2+0.0d 4.840.52 1.7+0.4c  2.7+0.3P
Acidez total (g tart./L) 4.610.1¢ 4.740.1¢ 5.840.1a 5.1£0.1b 4.740.1¢ 4.840.1¢
Acidez volatil (gacstico/L)  0.3440.02¢  0.36+0.03¢ 0.75+0.012=  0.35+0.01¢  0.46+0.01> 0.31+0.03¢

Acido Lactico (g/L) 0.1+0.0 0.1+0.0 0.1+0.0 0.1+0.1 0.1+0.0 0.1+0.0
Acido Malico (g/L) 1.7+0.0b 1.7+0.1b 2.1+0.1¢ 1.6+0.1ab 1.4+0.0a  1.7£0.1°
Acido Tartérico (g/L) 1.1+0.0ab 1.2+0.1b 1.0£0.12 1.1£0.0eb  1.1+0.0ab  1.1+0.12b
pH (-) 3.4610.0> 3.46+0.02> 3.42+0.0c 3.4940.01> 3.53+0.0a 3.48+0.01°
Extracto seco total (g/L)  18.2+0.52  18.7+0.1=  23.0+0.1c  25.9+0.64  22.7+0.7¢ 20.7£0.3b
Glicerol (g/L) 6.240.2<d 6.610.3¢ 9.3+0.12 5.6+0.14 8.0£0.3>  5.9+0.2d

Sulfuroso libre (mg/L) 12.04#1.02  10.0£0.0>  10.0+0.0b  10.0+0.0®  10.0£0.0® 10.0£0.0®
Sulfuroso total (mg/L) 85.7+3.5k  90.3+0.6><  60.0£0.00=  72.743.2ab 73.0£14.72b 92.7+3.5¢

* Los datos son la media de tres repeticiones + desviacién estandar. Diferentes letras en la misma fila
indican diferencias significativas segtin Tukey (p < 0.05) para ese parametro entre los vinos.
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Conforme a la cinética fermentativa y en contraposicién con lo observado en las
fermentaciones con cultivo puro (4.7.1), en nuestro ensayo en la fermentacion secuencial
con T. delbrueckii/S. cerevisiae no consumi6 todos los aztcares (4.8 g glucosa + fructosa/L); si
lo hicieron Starm. bacillaris y L. thermotolerans (0.2 y 0.3 g glucosa + fructosa/L,
respectivamente). Aunque el grado alcoholico de los vinos obtenidos reflej6 la distinta
eficiencia de las cepas para producir alcohol, siendo superior incluso el de Td315 (13.9
%vol.) al del vino elaborado con la cepa Sb474, que consumié todos los aztcares (13.5
%vol.). Por otro lado, cabe destacar que, aunque el porcentaje de implantacion de la cepa
Lt93 fue muy bajo, aun asi, gener6 diferencias en algunos pardmetros quimicos siendo
significativas para el grado alcoholico con respecto a la levadura ScXG3 en cultivo puro.

En un vino son deseables unos niveles altos de glicerol ya que aporta ligeras notas
dulces, suavidad y cuerpo. S. cerevisize produce durante la fermentacién una cantidad de
glicerol que oscila normalmente entre 1 y 10 g/L, con valores medios de 7 g/L (Ciani y
Maccarelli, 1998; Scanes et al., 1998; Swiegers et al., 2005). Starm. bacillaris puede producir
altas concentraciones de glicerol durante la fermentacion, hasta 14 g/L en cultivo puro
(Ciani y Ferraro, 1998; Englezos et al., 2016a) aunque también se ha encontrado que esta
especie puede aportar a los vinos elevadas concentraciones de acetato de etilo, acido
succinico y azufre (Ciani et al., 2010; Fleet et al., 1984; Tofalo et al., 2012). La elevada
cantidad de glicerol encontrada en los vinos fermentados con Starm. bacillaris se ha
explicado como una de las principales consecuencias de su bajo crecimiento y tasa de
fermentacién; consume fructosa preferentemente a la glucosa (al contrario que S. cerevisiae)
y es considerada una levadura fructofilica (Di Maio et al., 2012; Magyar y Toth, 2011; Soden
et al., 2000). Ciani y Ferraro (1998) encontraron, en un estudio similar (cultivos mixtos de C.
stellata [reclasificada como Starm. bacillaris] y S. cerevisine mediante inoculacién secuencial)
que en mosto con alta concentracion de azucar (270 g/L), los vinos obtenidos no mostraron
azucar residual debido a la utilizacién complementaria de fructosa y glucosa por ambas
cepas. Esto explicarfa el agotamiento de azticares reductores del vino generado por Sb474 y
su mayor cantidad de glicerol. L. thermotolerans y T. delbrueckii también se han descrito
como altamente productoras de glicerol (Comitini et al., 2011; Renault et al., 2009); no
obstante, el vino producido con la cepa Td315 tuvo la menor concentracién de glicerol. Esto
apoyarfa la hipétesis de que la producciéon de glicerol es también cepa dependiente.
Ademéds, hay que decir que los valores de glicerol no fueron muy elevados. Los valores
obtenidos para las dos cepas que destacaron por su mayor concentracién de glicerol,
fueron un 34.7% mayores en Sb474 (9.3 g/L) y un 24.1% en Mp278 (8.0 g/L) con respecto a
la media del resto de cepas (X = 6.08 £ 0.20 g/L). La mayor produccién de glicerol,
desafortunadamente, suele estar vinculada a una mayor producciéon de acido acético
(Scanes et al., 1998). Por ello, estas dos cepas Mp278 y Sb474 son las que presentaron mayor
acidez voléatil, causada mayoritariamente por el acido acético, que no es deseado a niveles
elevados (Ribéreau-Gayon et al., 2000). Sin embargo, las concentraciones de acidez volatil
en Sb474 (0.75 g acético/L) y Mp278 (0.46 g acético/L) entran dentro del rango permitido
en vinos e influyen en la acidez total del vino, lo cual, puede ser beneficioso. La
concentracion maxima adecuada de dcido acético estda comprendida entre 0.6 g/Ly 1.1 g/L
en funcién del tipo de vino y de la acidez total en torno a 5-10 g tartarico/L (Boulton et al.,
1996; Ruffner, 1982).
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T. delbrueckii produce baja cantidad de 4cido acético, acetaldehido y acetato de etilo
(Canonico et al.,, 2016; Renault et al., 2009). Por lo tanto, T. delbrueckii es util en la
produccién de vinos con alto contenido de aztcar, por ejemplo, derivados de uvas
botrizadas (Bely et al., 2008). La concentracion de acidez total de Sb474 fue adecuada (5.8 g
tartarico/L), y ademds 1 g tartarico/L mayor con respecto a la media del resto de cepas (x =
48 + 0.2 g tartarico/L). Asimismo, Sb474 disminuy6 ligeramente el pH del vino con
respecto al resto de cepas. Estos datos confirman que Starm. bacillaris es capaz de consumir
los aztcares obteniéndose vinos con un menor grado alcohélico, mayor acidez total y
menor pH que el resto de cepas, de gran importancia para paliar los efectos del cambio
climatico que afectan a algunas zonas viticolas (Englezos et al., 2016a y 2017).

En general, los datos obtenidos demuestran la capacidad de las diferentes cepas no-
Saccharomyces analizadas para influir en los parametros enolégicos cldsicos (acidez volatil,
acidez total, glicerol, pH, aztcares, etc.) determinantes de la calidad del vino final
(Swiegers et al., 2005).

Por todo ello, las cepas autdctonas de levaduras no-Saccharomyces han sido utilizadas
durante las dltimas décadas como cultivos tnicos o mixtos en fermentaciones con S.
cerevisiae. Estas cepas nativas estan adaptadas a una region particular cuyo uso tiene una
influencia positiva en el perfil del aroma del vino, que refleja la biodiversidad regional con
su propia huella (Bokulich et al., 2014; Capozzi et al., 2015; Knight et al., 2015; Tofalo et al.,
2016). Por esta razon, los cultivos naturales aplicados como una mezcla autéctona mixta no-
Saccharomyces/Saccharomyces en la vinificacion son una herramienta atil como alternativa
valida a las fermentaciones espontdneas, capaces de reproducir la biodiversidad del vino,
mejorando las caracteristicas organolépticas y quimicas del vino pero minimizando o
evitando el riesgo de paradas fermentativas y deterioro por alteraciéon microbiana (Ciani y
Comitini, 2015; Grangeteau et al., 2017a; Tofalo et al., 2016). Este hecho ha sido reforzado a
nivel de fenotipo-metaboloma por otros trabajos como Knight et al. (2015), Bokulich et al.
(2016) y Belda et al. (2017a). Estas practicas se deben enfocar combinando la complejidad
de las fermentaciones espontdneas con la seguridad industrial de fermentaciones
monitoreadas, preservando el terroir distintivo de cada vino con sus peculiaridades
autoctonas (Belda et al., 2017b; Pretorius et al., 1999).

4.7.4. Caracterizacion aromdtica de los vinos

Ademas de los parametros basicos de los vinos también se determinaron 21
compuestos de las cinco familias principales de aromas fermentativos: alcoholes
superiores, acetato de etilo y acetaldehido mediante CG-FID y acetatos de alcoholes
superiores, ésteres etilicos de dcidos grasos y acidos grasos volatiles mediante CG-Masas.

En la Tabla 4.44 y Tabla 4.45 se recogen los descriptores utilizados, el umbral olfativo,
la concentracion y el OAV de los compuestos mayoritarios de los vinos elaborados con las
distintas cepas no-Saccharomyces.
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Tabla 4.44. Concentraciéon (mg/L) de los compuestos volétiles mayoritarios de los vinos elaborados
con cepas no-Saccharomyces y la cepa ScXG3 de S. cerevisiae. Valor de la actividad aromatica (OAV).

Umbral . i s
Compuesto Descriptor olfativo ICe \erIa)?hi: ?:1:/13 De;zlleils;on OAV
(mg/L) P
Alcoholes superiores, acetato de etilo y acetaldehido
Metanol Quimica, 6682 Sb474 33.00 5.20 <1
medicamentos Esp 28.67 2.52 <1
Lt93 28.00 1.00 <1
Mp278 33.33 416 <1
Td315 28.67 0.58 <1
S5cXG3 33.00 1.41 <1
Propanol Acre, duro, fruta 0.832 Sb474 64.00 4.70 7711
madura, alcohol Esp 23.71 0.82 28.57
Lt93 28.20 251 33.98
Mp278 33.58 1.36 4045
Td315 28.20 0.61 33.98
5cXG3 15.99 1.61 19.27
Isobutanol Vino, solvente, 402 Sb474 102.48 12.68 2.56
(2-metil-1- amargo, graso Esp 61.01 3.12 1.53
propanol) Lt93 57.37 5.79 1.43
Mp278 133.41 4.36 3.34
Td315 91.51 8.20 2.29
ScXG3 47.34 1.63 1.18
1-butanol Fusel, espirituoso, 150a ScXG3 1.03 0.33 <1
medicinal, fendlico
2-metil-1-butanol Whisky, malta, 30v Sb474 17.83 2.02 <1
quemado, aspero, Esp 22.10 1.10 <1
esmalte de uhas Lt93 26.23 0.06 <1
Mp278 28.32 1.38 <1
Td315 24.77 1.29 <1
ScXG3 37.12 1.77 1.24
3-metil-1-butanol Whisky, malta, 30p Sb474 162.81 19.13 5.43
quemado, aspero, Esp 212.99 8.02 7.10
esmalte de uhas Lt93 198.67 5.70 6.62
Mp278 233.05 89.58 7.77
Td315 27417 9.83 9.14
ScXG3 233.62 1.67 7.79
Acetato de etilo Esmalte de unas, 7.5p Sb474 26.00 5.29 3.47
(etanoato de etilo) afrutado, pifia, Esp 21.67 2.08 2.89
disolvente Lt93 22.33 2.52 2.98
Mp278 20.00 0.00 2.67
Td315 20.00 0.00 2.67
ScXG3 21.00 1.41 2.80
Etanal Acre, manzana 1002 Sb474 46.67 5.51 <1
(acetaldehido) magullada, jerez, nuez Esp 98.33 2.89 <1
Lt93 91.67 14.43 <1
Mp278 100.00 0.00 1.00
Td315 75.33 7.02 <1
S5cXG3 20.00 0.00 <1

aEtiévant, 1991; ®Guth, 1997.
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Tabla 4.45. Concentracién (ug/L) de compuestos volatiles minoritarios de los vinos de la variedad
Treixadura elaborados con las distintas cepas de levaduras no-Saccharomyces y la cepa ScXG3 de la
levadura S. cerevisiae. Valor de la actividad aromatica (OAV).

Compuesto Descriptor U.mbral Cepade | Media DeSY“’j‘ﬂon OAV
olfativo (ug/L) | levadura | (ug/L) Tipica
Acetatos de alcoholes superiores
ASFET Acetato 2- Rosa, floral, miel, 250a Sb474 25 6 <1
feniletilo tabaco Esp 285 27 1.14
Lt93 160 20 <1
Mp278 422 44 1.69
Td315 65 8 <1
ScXG3 316 21 1.27
Acetato de isoamilo Platano, floral 30a Sb474 190 20 6.33
Esp 668 73 2227
Lt93 812 68 27.06
Mp278 1672 230 55.72
Td315 307 154 10.23
ScXG3 1138 335 37.93
Acetato de hexilo Fruta madura, 1500P Sb474 20 0 <1
dulce, perfumado Esp 42 19 <1
Lt93 38 10 <1
Mp278 13 8 <1
Td315 37 5 <1
ScXG3 0 0 <1
Esteres etilicos de dcidos grasos
C¢C, hexanoato de etilo Frutal, manzana 14¢ Sb474 23 33 1.67
(caproato de etilo) verde, anis Esp 55 46 3.93
Lt93 103 37 7.38
Mp278 215 30 15.36
Td315 5 12 <1
ScXG3 155 72 11.07
CsC; octanoato de etilo Frutal, pera, 5¢ Sb474 92 13 18.33
manzana, dulzén Esp 187 23 37.33
Lt93 250 16 50.01
Mp278 290 213 58.00
Td315 30 15 6.01
ScXG3 255 115 51.02
C10C2 decanoato de etilo Dulce, afrutado, 200r Sb474 27 12 <1
disolvente Esp 32 8 <1
Lt93 42 10 <1
Mp278 45 15 <1
Td315 90 70 <1
ScXG3 121 79 <1
Acidos grasos voldtiles C4
Cs Acido butirico Rancio, queso, 173¢ Sb474 868 22 5.02
Sudor ESp 1282 104 7.41
Lt93 1278 92 7.39
Mp278 1488 70 8.60
Td315 1325 71 7.66
ScXG3 1249 114 7.22
C4 Acido isobutirico Rancio, 2300b Sb474 4910 257 213
(4cido 2-metilpropanoico) mantequilla, Esp 2565 233 1.12
queso Lt93 2865 301 1.25
Mp278 1845 141 <1
Td315 16023 1235 6.97
ScXG3 3690 56 1.60

aGuth, 1997; bFerreira et al., 2000; <Etiévant, 1991.
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Tabla 4.45 (continuacién). Concentracién (ug/L) de compuestos volatiles minoritarios de los vinos de
la variedad Treixadura elaborados con las distintas cepas de levaduras no-Saccharomyces y la cepa
ScXG3 de la levadura S. cerevisiae. Valor de la actividad aromaética (OAV).

Compuestos Descriptor Umbl('::g;)gatlvo l(e: 55:11?12 1(\:[[;1{? De;:;eilcc;on OAV
Acidos grasos voltiles Cs-Ci»
Cs Acido isovalérico Acido, 10004 Sb474 507 8 <1
(3-metilbutirico) rancio, pina Esp 702 16 <1
Lt93 848 57 <1
Mp278 523 48 <1
Td315 967 19 <1
ScXG3 1062 82 1.06
Cs Acido hexanoico Geranio, 42(¢ Sb474 773 189 1.84
vegetal Esp 850 127 2.02
Lt93 842 188 2.00
Mp278 1474 105 3.51
Td315 510 268 1.21
ScXG3 929 697 2.21
Cs Acido octanoico Sudor, 5000 Sb474 943 115 1.89
queso, Esp 1770 191 3.54
hierba fresca Lt93 1997 141 3.99
Mp278 3285 276 6.57
Td315 590 61 1.18
ScXG3 2941 360 5.88
C10 Acido decanoico | Grasa, rancio 1000¢ Sb474 237 50 <1
Esp 482 42 <1
Lt93 432 19 <1
Mp278 1062 31 1.06
Td315 173 29 <1
ScXG3 506 24 <1
Ci1z Acido Jabonoso, 1000e Sb474 57 10 <1
dodecanoico ceroso Esp 60 13 <1
Lt93 53 8 <1
Mp278 155 27 <1
Td315 42 4 <1
ScXG3 157 76 <1

bFerreira et al., 2000; <Etiévant, 1991; dRomano et al., 2008. ¢Francis y Newton, 2005.

El analisis mediante CG-FID y CG-MASAS de los vinos mostré diferencias
significativas en 17 de los 21 compuestos analizados; el resultado del test de Duncan
obtenido para cada parametro analizado, asi como los valores medios, la desviacion
estindar y el nivel de significacién de la prueba ANOVA para el factor cepa en las
dieciocho muestras analizadas se recogen en la Tabla 4.46. Tres alcoholes superiores y
todos los compuestos aromaticos volétiles de las familias acetatos, &cidos y ésteres
analizados mostraron diferencias significativas entre los vinos de las distintas cepas
estudiadas. Estos compuestos volatiles se encuentran comtinmente en los vinos y derivan
de la cepa de levadura en fermentacién y del proceso de vinificaciéon (Swiegers et al., 2005;
Blanco et al., 2013). Solo el compuesto hexanoato de etilo para los vinos elaborados con las
cepas Td315 y Sb474 mostr6 una desviacion estdndar o mas alta que su valor medio. No
hubo una gran desviacién tipica entre el resto de las concentraciones de los compuestos
aromaticos por lo que puede afirmarse que las tres réplicas de cada vino elaborado con
cada inoculacién secuencial de las diversas cepas no-Saccharomyces fueron homogéneas.
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Tabla 4.46. Concentracion de los compuestos volatiles determinados (media, Xy desviacién tipica, o) en los vinos elaborados con distintas cepas no-
Saccharomyces y significacion de acuerdo a ANOVA de una via.

Compuestos _ Sb474 _ Esp _ Lt93 _Mp278 _ Td315 _SCXG3 Sig.
X o X o X o X o X o X o
Alcoholes superiores (mg/L)
Metanol 33.00 5.20 28.67 2.52 28.00 1.00 33.33 416 28.67 0.58 33.00 1.00 ns
Propanol 64.00a 4.70 23.71d 0.82 28.20c 2.51 33.58b 1.36 28.20c 0.61 15.99¢ 1.14  ***
Isobutanol (2-metil-1-propanol) 102.48b 12.68 61.01c 312 5737c¢d  5.79 133.41a 4.36 91.51b 8.20 47.34d 115 ¥
2-metil-1-butanol 17.83e 2.02 22.10d 1.10  26.23bc 0.06 28.32b 1.38 24.77¢ 1.29 37.12a 1.26  ***
3-metil-1-butanol 162.81b 1913  212.99ab  8.02 198.67b 5.70 233.05ab 89.58 274.17a 9.83 233.62ab 1.18 ns
Y alcoholes superiores 347.03bc  33.58 319.81c 7.67  307.00c 7.81 428.36a 9220  418.67ab  11.06 335.10c 2.66 *
Acetaldehido (etanal)(mg/L) 46.67¢ 4.92 98.33a 2.58 91.67a 12.91 100.00a 0.02 75.33b 6.28 20.01d 0.03  ***
Acetato de etilo (etanoato de etilo) (mg/L) 26.00a 473 21.67ab 1.86  22.33ab 2.25 20.00b 0.01 20.00b 0.02 21.00b 0.76 ns
Acetatos de alcoholes superiores (ug/L)
Acetato 2-feniletilo 25e 5 285b 27 160c 20 422a 44 65d 8 316b 21 i
Acetato de hexilo 20b 0 42a 19 38a 10 13b 8 37a 5 Oc 0 i
Acetato de isoamilo 190d 20 668¢ 73 812¢ 68 1672a 233 307d 5 1138b 335 i
Y acetatos 235a 16 995b 104 1010b 68 2107c 272 410a 155 1454b 640 R
Esteres (ug/L)
Hexanoato de etilo 23e 33 55d 18 103¢ 12 215a 30 5e 12 155b 41 wkk
Octanoato de etilo 92e 13 187d 23 250c 15 290a 5 30f 15 255b 50 wkk
Decanoato de etilo 27d 12 32cd 8 42¢ 10 45¢ 15 90a 5 121b 13 ok
Y ésteres 142a 35 273ab 58 395bc 49 550c 246 125a 920 531c 217
Acidos (ug/L)
Acido butirico 868d 22 1282bc 104 1278bc 92 1488a 71 1325b 71 1249c¢ 66 ok
Acido isobutirico 4910b 257 2565d 233 2865d 301 1845e 141 16023a 1235 3690c 66 wkk
Acido hexanoico 773c 24 850c 127 842¢ 188 1474a 105 510d 50 929b 35 ok
Acido isovalérico 507e 8 702d 16 848c¢ 57 523e 48 967b 19 1062a 31 whk
Acido octanoico 943d 114 1770c 191 1997¢ 146 3285a 276 590e 61 2941b 426 xkE
Acido decanoico 237d 50 482¢ 42 432¢ 19 1062a 31 173d 29 506b 131 xkE
Acido dodecanoico 57b 10 60b 13 53b 8 155a 27 42b 4 157a 86 wkk
Y acidos cadena corta C4-C5 6285¢ 261 4548b 338 4992b 449 3857a 251 18315d 1299 6000c 216 b
Y acidos cadena media-larga C6-C12 2010b 322 3162c 350 3342¢ 196 5987e 253 1145a 314 4580d 830 wkk
Yacidos 8295a 235 7710a 325 8315a 471 9843b 175 19460c 1436 10580b 807 ¥

Valores con diferentes letras mintsculas (a-f) en la misma fila tienen diferencias significativas de acuerdo al test de Duncan (p < 0.05). Las notaciones, * y ***
indican diferencias significativas entre las diferentes cepas de levadura a p < 0.05 y p < 0.001, respectivamente. La notacién ns indica que no existen
diferencias significativas a p < 0.05.
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Esto significa que el perfil volatil de los vinos es muy estable para todas las cepas no-
Saccharomyces utilizadas (Vilanova et al., 2010b). Ademas, puesto que el 85% de los volatiles
mostraron diferencias significativas en la prueba ANOVA casi en su totalidad con un nivel
de significaciéon p < 0.001 y una amplia variacion en el test de Duncan, también puede
afirmarse que el efecto de las cepas de diferentes especies es muy importante sobre los
aromas fermentativos. Asi mismo, la respuesta de cada cepa en cuanto a la concentracién
de los distintos compuestos no puede ser atribuida a la variedad de uva o composicion del
mosto, ya que era el mismo. La Figura 4.67 representa los principales grupos de
compuestos volatiles analizados. Las cepas ScXG3 y M. pulcherrima Mp278 presentaron un
contenido mayor de acetatos, ésteres y acidos grasos de cadena larga. Estos datos
confirman el potencial de estas levaduras en la potenciacién del aroma del vino (Blanco et
al., 2014d; Canonico et al., 2016; Gobbi et al., 2013; Liu et al., 2017; Varela et al., 2016). Por
otra parte, en este ensayo, T. delbrueckii Td315 dio lugar a una elevada concentraciéon de
acido isobutirico en el vino.

4,0 -
=35
3,0

‘ B ScXG3 Lt93 Sb474 mTd315 Mp278 mEsp

Concentracion (mg/L
o
o a1 © G

=
Q1

=
o

Yalcoholes Y acetatos Y ésteres Yécidos C4-C-5 Y acidos C6-C12
superiores 1/100 1/10 (1/10)

Figura 4.67. Concentracién de los principales grupos de aromas fermentativos en los vinos
elaborados con distintas levaduras.

Los compuestos seleccionados para su andlisis son responsables del aroma
secundario en el vino. La mayoria se producen durante la FA por las levaduras
responsables del proceso, aunque su concentraciéon depende de varios factores. En nuestro
estudio, la temperatura de fermentacion, el grado de aireacion, el nitrégeno y el contenido
de azdcar del mosto fueron los mismos. Sin embargo, variaciones en estos y otros
parametros utilizando las mismas levaduras podrian ser estudiados para encontrar nuevas
relaciones o diferencias (Hansen et al., 2001; Lambrechts y Pretorius, 2000; Molina et al.,
2007; Sadoudi et al., 2012).

Los resultados recogidos en la Tabla 4.44 y en la Tabla 4.45 muestran que 15 de los 21
compuestos volatiles cuantificados alcanzaron una concentracién por encima del umbral
de olor (OAV > 1) en al menos una cepa de levadura; ademds, 12 y 8 compuestos
alcanzaron una concentracién por encima del umbral de olor en al menos tres y/o en todas
las seis cepas estudiadas. Estos volétiles son, por lo tanto, potenciales contribuyentes al
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aroma global del vino. De entre los compuestos aromaéticos volatiles para todos los vinos,
los OAV mas altos fueron exhibidos por el octanoato de etilo (aroma frutal, manzana) y
acetato de isoamilo (aroma de pldtano), ambos en el vino elaborado con la cepa Mp278
(OAV = 58.00 y 55.72, respectivamente). En cuanto a los alcoholes superiores, los vinos
elaborados con la cepa Sb474 produjeron la mayor concentracién del compuesto propanol
(64 mg/L; OAV = 7711), con efectos sinérgicos que refuerzan el aroma afrutado a
concentraciones comprendidas en el intervalo 11-68 mg/L (Conde Gonzélez et al., 2010;
Cortés-Diéguez et al., 2015).

Los alcoholes superiores y ésteres, producidos durante la FA, juegan un papel
importante en el sabor de los vinos (Nyké&nen, 1986). Dependiendo del tipo de compuesto y
concentraciéon, algunos alcoholes superiores son reconocidos por sus notas herbaceas
(Gomez-Miguez et al., 2007). Los compuestos con notas positivas, ésteres y acetatos,
presentaron mayor concentraciéon en los vinos elaborados mediante inoculacién secuencial
con Mp278, y en menor medida en el vino obtenido con cultivo puro de ScXG3 y en los
vinos resultantes de inoculacién secuencial de Lt93 y la fermentacion espontédnea. Td315
produjo la mayor concentracién de 4cidos volétiles y alcoholes superiores, de estos tltimos
junto con el vino de ScXG3.

De acuerdo con la bibliografia (Belda et al., 2017a), en todos los vinos se encontraron
concentraciones totales de alcoholes superiores y acetato de etilo consideradas como
normales en vinos de calidad (140- 420 mg/L): metanol, 43-320 mg/L; 1-propanol, 11-68
mg/L; 1-butanol, 0.5-2.3 mg/L; isobutanol, 9-148 mg/L y acetato de etilo (41-180 mg/L);
(Conde Gonzélez et al., 2010; Etiévant, 1991; Large, 1986).

Los alcoholes superiores (1-propanol, 2-metil-1-propanol, 2-metil-1-butanol y 3-metil-
1-butanol) no presentan por si mismos un aroma agradable (con descriptores como
alcohoélico, hidrocarburos, quimico...), pero en concentraciones moderadas (< 350 mg/L),
como las encontradas en la mayor parte de los vinos del presente estudio, refuerzan el
aroma del vino contribuyendo a su complejidad (Rapp y Versini, 1991; Ribéreau-Gayon et
al.,, 1976). Los alcoholes evolucionan poco en el tiempo, aunque pueden aumentar
débilmente debido a la hidrdlisis de sus acetatos (Dubois, 1994). Los compuestos 1-
propanol, isobutanol (2-metil-propanol) y 3-metil-butanol fueron los alcoholes superiores
mas abundantes y se consideran muy importantes en el aroma del vino (Cortés-Diéguez et
al., 2015).

Las cepas Mp278 y Td315 produjeron la mayor concentraciéon de alcoholes
superiores totales (428.36 y 418.67 mg/L, respectivamente). Estas concentraciones, aunque
estan dentro de los valores normales, superan el valor de 300 mg/L considerado como
maximo deseable. Sin embargo, no fue determinante en la valoracién de la calidad global
por los catadores en el caso de Mp278 que fue la mejor puntuada mientras que Td315
obtuvo la peor valoracién; ambas presentaron elevadas concentraciones de isobutanol y 3-
metil-1-butanol. Los compuestos propanol, isobutanol (2-metil-1-propanol), 2-metil-1-
butanol y etanal (acetaldehido) mostraron diferencias significativas entre los vinos. La cepa
Mp278 presenté mayor concentracion de isobutanol, mientras que Td315 present6 la mayor
concentracion de 3-metil-1-butanol y las cepas Sb474 y ScXG3 las mayores concentraciones
de propanol y 2-metil-1-butanol, respectivamente. L. thermotolerans y Starm. bacillaris, entre

David Castrillo Cachon, 2018 233



Resultados v discusién

otras especies, han sido descritas como productoras de elevadas concentraciones de
alcoholes superiores tanto en cultivo puro como en fermentaciones mixtas con S. cerevisiae
(Jolly et al., 2014). En cuanto a T. delbrueckii, los resultados son contradictorios a este
respecto, dependiendo de la cepa y del protocolo de inoculacién utilizado (Belda et al.,
2017a; Comitini et al., 2011). No obstante, se desconoce si la diferencia en la concentraciéon
de alcoholes superiores se debe al metabolismo no-Saccharomyces, a las modificaciones de la
regulacion metabdlica de S. cerevisine (debido a su coexistencia), o a una suma de ambos
factores (Jolly et al., 2014).

Otra importante fraccion del volatil cuantificado fue contabilizada por los acidos,
destacando el acido octanoico especialmente en los vinos generados por las cepas mejor
valoradas como Mp278. Las concentraciones de los dcidos hexanoico e isobutirico fueron
similares a las encontradas anteriormente para otras variedades autéctonas de Galicia de
uva blanca (Vilanova et al., 2010a y 2010b) y tinta (Cortés-Diéguez et al., 2015). Acidos
como el hexanoico, octanoico y decanoico son dcidos grasos de cadena media (Cs-Ci0) que
pueden aportar aromas indeseables a mantequilla o queso (Francis y Newton, 2005); sin
embargo, este impacto negativo sobre la calidad del vino solo se produce a concentraciones
de 20g/L (Ribéreau-Gayon et al., 2006). Por otra parte, hay que decir que, aunque las
concentraciones de estos dcidos estuvieron muy por debajo de la concentracién a la que se
vuelven desagradables, la concentraciéon de los &cidos hexanoico y octanoico estuvo
presente a niveles por encima de su umbral de percepciéon. Ademds, en pequefas
cantidades, contribuyen al equilibrio aromatico del vino, ya que contrarrestan la hidroélisis
de sus ésteres (Swiegers et al., 2005).

Patrignani et al. (2017) observaron que moléculas como el éster etilico del acido
hexanoico y el acetato de etilo contribuyeron al agrupamiento de vinos biodindmicos,
mientras que el 3-metilpropanol y el éster etilico del acido decanoico agruparon el vino
ecolégico obtenido a través de fermentaciones espontdneas. Sus resultados mostraron
ademds que la composicion del vino se vio principalmente afectada por el proceso de
vinificacién y luego por el manejo de la uva. Esto apoya la idea de que una calidad no
6ptima del vino elaborado bajo vinificacién ecolégica no estd asociada al sistema de
cultivo.

Entre los acetatos y ésteres de etilo, los compuestos cuantitativamente més
importantes fueron el acetato de isoamilo, el acetato 2-feniletilo y el octanoato de etilo.
Algunos autores encontraron también que los ésteres etilicos octanoato de etilo y el
hexanoato de etilo tenian el OAV mas alto en vinos blancos jévenes (Escudero et al., 2004;
Gomez-Miguez et al., 2007; Lopez et al., 2003). Los ésteres, generados principalmente por
las levaduras durante la fermentacién, contribuyen favorablemente al aroma del vino con
notas afrutadas (Pretorius y Lambrechts, 2000). La cepa ScXG3 presenté valores muy
similares de acetato de isoamilo (1.04 mg/L) y superiores de acetato 2-feniletilo (0.32
mg/L) a los encontrados por Vilanova et al. (2010a) en vinos de la misma variedad
Treixadura (1.03 mg/L y 0.14 mg/L, respectivamente) fermentada con una cepa comercial
de S. cerevisiae. Estos valores fueron atin mayores en los vinos obtenidos con la cepa mejor
valorada Mp278 (1.67 mg/L) y, en algunos ésteres y acetatos, también en los vinos de
fermentacion espontdnea y elaborados con Lt93. También fueron mayores cuando se
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compararon con el resto de variedades de cultivo tradicional de Galicia (Vilanova et al.,
2010a). Blanco et al. (2013) encontraron concentraciones similares de acetato 2-feniletilo en
sus estudios previos sobre ScXG3 y otras cepas de S. cerevisize autéctonas; sin embargo,
obtuvieron concentraciones mayores de los acetatos de hexilo e isoamilo. El acetato de
isoamilo presenté6 un OAV alto, con la mayor concentracién en los vinos de las cepas
Mp278, Lt93, ScXG3 y fermentacion espontdnea como también encontraron otros autores
(Gobbi et al., 2013; Liu et al., 2017; Varela et al., 2016); sin embargo, Mp278 duplicé la
concentraciéon de estas dltimas que tuvieron una concentracién similar en torno a 0.75
mg/L. El acetato de isoamilo, que confiere aroma a platano, se hall6 por encima de su
umbral en todas las muestras y en algunos vinos en concentraciones elevadas. Esto indica
que este compuesto también contribuy6 al aroma afrutado general de los vinos de
Treixadura, como ya habia descrito Vilanova et al. (2010a). De entre los vinos elaborados
con no-Saccharomyces, destacaron sobre los demaés el vino fermentado con la cepa Mp278,
en el cual se cuantificé el doble OAV = 55.72 que en el resto. Los vinos fermentados con las
cepas que mostraron una menor concentracion de acetato de isoamilo fueron Sb474 y
Td315.

El acetato 2-feniletilo, que confiere aroma floral por encima de 0.25 mg/L (Guth,
1997), se encontré a concentraciones ligeramente superiores al nivel de deteccién en los
vinos elaborados con las cepas Mp278, ScXG3 y en la fermentacion espontdnea (OAV =
1.69, 1.27 y 1.14 respectivamente). Tofalo et al., también describieron una el En el resto de
cepas no habia una concentracién suficiente para alcanzar el umbral de deteccién, al igual
que ocurri6 con acetato de hexilo en el que ninguna cepa presentdé una concentracién
destacable. Los acetatos se producen durante la fermentacion, pero su contenido también
se ha correlacionado con la variedad de uva empleada (Simpson, 1979). En este estudio con
Treixadura la mayoria de las cepas autéctonas produjeron concentraciones de acetato de
isoamilo mas elevadas que las recogidas en otros estudios para otras variedades blancas y
tintas de uva gallegas como Albarifio, Loureira, Mencia o Torrentés, aunque la del acetato
2-feniletilo fuera similar (Vilanova et al., 2010a; Cortés-Diéguez et al., 2015).

Por otro lado, si los ésteres volatiles estan presentes en cantidades demasiado altas,
pueden enmascarar aromas varietales, disminuyendo la complejidad del vino (los vinos
que contienen mas de 90 mg/L de acetato de etilo o 200 mg/L de ésteres totales se
consideran defectuosos (Belda et al., 2017a). El acetato de etilo se forma por las levaduras
durante la fermentacion, y normalmente se encuentra en concentraciones bajas, excepto en
el caso de levaduras de tipo oxidativo. Su umbral de reconocimiento olfativo es de 150
mg/L, y segin Ribéreau-Gayon et al. (1976) por encima de este umbral es muy negativo en
el aroma, mientras que entre 50-80 mg/L puede ser favorable. En todas las cepas
analizadas, la concentracién de acetato de etilo fue inferior a 30 mg/L. Esto puede indicar
ademas que las fermentaciones se realizaron en ausencia de bacterias alterantes, ya que
cuando en su origen intervienen bacterias los niveles se acetato de etilo se incrementan. Los
resultados sugieren que todas las cepas estudiadas son levaduras débilmente esterégenas,
ya que formaron de 20 a 30 mg/L de acetato de etilo al abrigo del aire, lo que indica un
potencial de mejora aromatica (Rojas, 2003).

Los ésteres etilicos de acidos grasos de cadena corta son unos de los compuestos
volatiles mas importantes en el vino. Su concentracion depende de varios factores, como la
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cepa de levadura, la temperatura de fermentacién, la aireacién y el contenido de aztcar
(Perestrelo et al., 2006). Considerando que la aireacién, contenido en azdcar y la
temperatura de fermentacion de 16 °C fueron 6ptimos para la formacion y conservacion en
el vino su concentraciéon puede atribuirse en gran medida a la influencia de la cepa de
levadura (Killian y Ough, 1979; Molina et al., 2007). Los ésteres resultan de la combinaciéon
de alcoholes y acidos organicos, y al igual que los acetatos aportan aromas afrutados y

florales, pero son mas aromaticos que los compuestos de los que proceden y que los
aldehidos.

Se cuantificaron tres ésteres etilicos con diferencias significativas entre las levaduras,
dos de ellos presentes en concentraciones muy altas que aportaron aromas frutales y a
manzana. Las concentraciones de los tres ésteres de etilo analizados fueron inferiores a las
encontradas por otros autores en la misma y otras variedades tradicionales de uva blanca
de Galicia fermentados con cepas de S. cerevisiae autéctonas (incluida ScXG3) (Blanco et al.,
2013) y comerciales (Vilanova et al.,, 2010a). Aun asi, el hexanoato de etilo contribuyé
directamente con notas afrutadas (manzana) al aroma de cuatro vinos, debido a que estuvo
presente en concentraciones muy superiores al valor umbral de 0.014 mg/L (Etiévant,
1991). Las cepas Mp278, ScXG3 y Lt93 produjeron la mayor concentracién de hexanoato de
etilo (OAV = 15.36, 11.07 y 7.38, respectivamente) y de octanoato de etilo (OAV =58, 51 y
50, respectivamente). Se sabe que M. pulcherrima produce altas concentraciones de ésteres
(Bisson et al., 2017; Rodriguez et al., 2010; Sadoudi et al., 2012), especialmente el éster
asociado al aroma de pera, octanoato de etilo (Lambrechts y Pretorius, 2000; Capozzi et al.,
2015; Clemente-Jiménez et al., 2004). Por el contrario, la cepa Td315 produjo una
concentracion inferior al umbral de deteccion (OAV < 1) para el compuesto hexanoato de
etilo y mas de nueve veces inferior a las cepas de mayor concentraciéon anteriormente
citadas para el octanoato de etilo (OAV = 6). El decanoato de etilo se encontr6 en
concentracién inferior al umbral de deteccién en todas las cepas; sin embargo, fueron las
cepas Td315 y ScXG3 las que presentaron una mayor concentracién de este compuesto. Se
comprueba, como muestra la literatura cientifica que, en general, las cepas no-
Saccharomyces estudiadas pueden mejorar el perfil aromatico de los vinos (Ciani et al.,
2010).

Los acidos volatiles como isobutirico, butirico o isovalérico tienen descriptores como
"queso" y '"rancio" (Francis y Newton, 2005), por lo que son compuestos indeseables en
elevada concentracién. Los &cidos, como el acido isobutirico y el acido decanoico, no estan
asociados con la calidad del vino, pero juegan un papel importante en la complejidad del
aroma. De los siete acidos cuantificados en el estudio, todos mostraron diferencias
significativas entre los vinos, encontrandose las concentraciones mas altas en los acidos
butirico e isobutirico. Este tltimo especialmente en la cepa Td315, la cual, sin embargo,
mostré una baja concentracion del resto de dcidos en comparacion con las demds cepas.
Los acidos butirico, isobutirico, isovalérico y decanoico variaron significativamente entre
las muestras; sin embargo, el acido isovalérico junto con el decanoico y dodecanoico se
encontraron por debajo del umbral de detecciéon (OAV < 1) en todas las muestras. Las
concentraciones de 4cido butirico fueron similares a las encontradas por Blanco et al. (2013)
en vinos fermentados con ScXG3. Los &cidos butirico e isobutirico son indicativos del
deterioro del vino y generalmente implican actividad bacteriana (Cortés-Diéguez et al.,
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2015). La depreciacién sensorial obtenida en la cata de los vinos elaborados con las cepas
Td315 y Sb474 con altas concentraciones principalmente de acido isobutirico que podria ser
debida a un deterioro no atribuible a las levaduras (quizas debido al proceso y dimension
de la vinificacién). Sin embargo, la cepa Sb474 tuvo la menor concentraciéon de acido
butirico, similar a las concentraciones encontradas por otros autores en la misma y otras
variedades gallegas (Vilanova et al., 2010a). Se puede sugerir por tanto que nuevos
estudios utilizando las mismas cepas pudieran presentar concentraciones inferiores de
estos acidos y una mejor valoracion. Ademads, durante el almacenamiento o un
envejecimiento mds prolongado de los vinos, los 4cidos podrian esterificarse con los
alcoholes superiores e incrementar el aroma afrutado. La cepa Mp278 destac6 sobre las
demdas con mayor concentracién de los acidos hexanoico, octanoico y decanoico, este
altimo con un valor muy préximo al umbral de deteccién.

Cuatro acidos mostraron OAV > 1. Los acidos grasos de menos de 5 atomos de
carbono influyen negativamente en la calidad aromatica. No obstante, los de cadena maés
larga (como el &cido hexanoico o el acido octanoico encontrados en todas las cepas y con
mayor concentracion en los vinos elaborados con Mp278 y ScXG3) presentan aromas
vegetales y herbaceos; aunque debido a su baja concentracién apenas participan en el
aroma de los vinos, son importantes por su participaciéon en reacciones de hidrélisis para la
formaciéon de los correspondientes ésteres (Dubois, 1994). Por otro lado, Romano et al.
(2008) encontraron como umbrales de percepcion de los 4cidos isobutirico e isovalérico (2.8
y 3.1 mg/L respectivamente) mayores que en la literatura convencional y aun asi fueron
mas bajos que las cantidades encontradas en la mayoria de los vinos, lo que sugiere que
estos valores podrian depender de la complejidad del vino.

De los aldehidos formados durante la fermentacion el principal es el acetaldehido o
etanal, cuya concentracién debe mantenerse en los niveles mds bajos posibles. Es el
compuesto de carbonilo de vino volatil mds importante y puede formarse biol6gicamente a
través de la actividad de la levadura, pero también quimicamente por oxidacién del vino.
Es una molécula pequenia, altamente reactiva con aroma a nuez, hierba verde o similar a
manzana, muy volatil y activa del sabor (Nykéanen, 1986). Todas las cepas se mantuvieron
por debajo del umbral de percepcion de 100 mg/L, con diferencias entre cepas; los vinos
elaborados con Mp278 presentaron la mayor concentracion de etanal (100 mg/L), mientras
que en los fermentados con la cepa ScXG3 se encontré la menor concentracién (20 mg/L).
Esto indica que los vinos no se oxidaron y las diferencias pueden ser atribuidas al efecto de
las levaduras. El acetaldehido es uno de los compuestos de unién de SO, més relevantes (el
acetaldehido representa tipicamente el 75% del SO, en los vinos blancos). Esto podria
indicar ademas que las elaboraciones con las cepas Mp278 y Lt93 de mayor produccién de
etanal junto con la fermentacion espontédnea requeririan mayor concentracién de SO, antes
del embotellado. Por otro lado, las concentraciones mas altas de acetaldehido estdn
formadas por el metabolismo de las levaduras al principio de la FA. Después de alcanzar
un valor maximo, el acetaldehido se vuelve a utilizar. Las cantidades producidas son
variables (10-75 mg/L) y estan afectadas por condiciones de la fermentacion, la levadura
dominante y la cepa (Swiegers et al.,, 2005). Pero es independiente de la cantidad de
biomasa producida y en muchos casos, una cepa de levadura con la poblacién mas alta no
es necesariamente una con la mayor produccién de acetaldehido.
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La eleccion de la cepa debe aunar los beneficios de ambos comportamientos,
fermentativo-fenotipico y sensorial que no siempre estan relacionados, especialmente en
procesos fermentativos dirigidos que puedan ser de utilidad a escala de bodega industrial.

Los ACP facilitan la interpretacion del anélisis multivariante de reduccién de datos y
permiten identificar los compuestos volatiles y los descriptores que discriminaron mejor
entre los vinos elaborados con distintas cepas no-Saccharomyces. Los ACP realizados sobre
la concentracién de los 12 compuestos aromaticos volatiles analizados en vinos con OAV >
1 con respecto a las diferentes cepas de levadura se recogen en las Figura 4.68 y Figura 4.69.
Los altos porcentajes de variabilidad de los dos primeros componentes principales CP1 y
CP2 (explican un 97.98% para alcoholes superiores y 87.23% para los compuestos
aromaticos volatiles de la varianza total), aseguraron el éxito de los ACP, es decir, los
mapas a partir de los dos primeros factores son una proyecciéon de muy buena calidad. En
cuanto a los alcoholes superiores (Figura 4.68), la mayor parte de ellos se concentraron en
la parte positiva del primer componente (CP1). Para el segundo componente principal
(CP2), el propanol e isobutanol mostraron valores altos positivos y el 3-metil 1-butanol
valores negativos. Los diferentes vinos se distribuyeron entre los diferentes cuadrantes:
Sb474 en el cuadrante 1 (caracterizado por una mayor concentracién de propanol), Mp278
en el cuadrante 2 (mayor concentracién de isobutanol y alcoholes superiores totales), Td315
en el tercer cuadrante (mayor concentracion de 3-metil 1-butanol) mientras que el resto de
vinos elaborados con las distintas cepas se agruparon en el cuarto cuadrante. Soden et al.
(2000) también encontraron un alto aroma de acetato de etilo, concentraciones mas altas de
glicerol y acido succinico, y una menor concentracién de etanol que S. cerevisize en
fermentaciones mixtas Starm. bacillaris/S. cerevisiae. Los alcoholes superiores 3-metil 1-
butanol e isobutanol estdn lejos del centro y son ortogonales, por lo que no estan
correlacionados. En cuanto a los compuestos minoritarios (Figura 4.69), el primer
componente (CP1) se caracterizé6 por niveles altos de acetato 2-feniletilo, acetato de
isoamilo, octanoato de etilo y acido octanoico. Para el segundo componente principal
(CP2), &cido butirico e isobutirico mostraron valores altos, positivos y negativos
respectivamente.

Los resultados mostraron una separaciéon clara entre los vinos elaborados con las
distintas cepas. Los vinos obtenidos con la cepa Mp278 estdn alejados del resto en el
cuadrante 2 donde el biplot sefiala las concentraciones més elevadas de acetatos. Los vinos
elaborados con la cepa ScXG3 se distribuyeron en el area con mayor concentracién de
acetatos y ésteres, principalmente en el cuadrante 3. Los vinos de la cepa Lt93 y la
fermentacion espontdnea se distribuyeron en la zona central mientras que los vinos
elaborados con Sb474 y Td315 permanecieron en cuadrantes diferentes entre si y entre los
demas, alejados de los biplot correspondientes a compuestos deseables como ésteres y
acetatos. Los compuestos aromaticos volatiles acido octanoico, acetato de isoamilo y acido
isobutirico también estdn lejos del centro, sin embargo, los dos primeros estdn préximos
uno al otro por lo que estdn positivamente correlacionados y no estan correlacionados con
el 4cido isobutirico. El resto de compuestos estan proximos al centro, y alguna informacion
es transportada a otros ejes, por lo que cualquier interpretacion podria resultar incorrecta.
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Figura 4.68. ACP de alcoholes superiores en vinos elaborados con distintas cepas autéctonas de no-
Saccharomyces.
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Figura 4.69. ACP de compuestos aromaticos volatiles con OAV >1 de vinos elaborados con distintas
cepas autoéctonas no-Saccharomyces.

Los ACP y el ACoP de la Figura 4.70 confirman la agrupacion de los vinos Mp278-
ScXG3, Lt93-Esp, Sb474 y Td315 en diferentes cuadrantes.
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Figura 4.70. ACoP del conjunto de compuestos volatiles de los vinos elaborados con las distintas
cepas autdéctonas no-Saccharomyces y S. cerevisiae SCXG3.
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4.7.5. Evaluacion sensorial de los vinos

En el perfil sensorial destaco el vino elaborado con la cepa Mp278. El vino elaborado
con la cepa de S. cerevisiae SCXG3 en cultivo puro, obtuvo mayor puntuacién a nivel global
y en intensidad aromatica, con mayores notas afrutadas (a fruta de pepita) y florales que
los demés, y fue menos amargo en boca (Figura 4.71A). Sin embargo, fue mas apreciado el
vino elaborado con la cepa Mp278 (Figura 4.72B).
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Figura 4.71. A) Perfil sensorial de los vinos Treixadura elaborados con distintas especies de
levaduras; B) Preferencia de los catadores por los vinos.
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Otros autores también obtuvieron puntuaciones de calidad superior a los vinos
control (obtenidos por fermentaciéon con S. cerevisize) en vinos fermentados
secuencialmente con M. pulcherrima y S. cerevisiae de otras variedades de uva blanca (Jolly
et al., 2003b; Liu et al., 2017; Rodriguez et al., 2010; Varela et al., 2016). Ambos, que habian
mostrado mayor contenido en ésteres y acetatos, fueron los vinos mejor valorados. Los
vinos resultantes de la fermentacién con Lt93 y espontdnea también fueron apreciados,
mientras que los dos restantes (Sb474 y Td315) solo fueron elegidos entre los tres primeros
por uno o dos catadores, respectivamente.

Puesto que no se realizaron tratamientos de filtracién o estabilizacién los descriptores
visuales se omitieron en la cata por considerarse propios del proceso de vinificacién y no
por la influencia de las cepas para evitar asi posibles variaciones en la calidad global o
preferencia.

En aroma, la fermentaciéon pura con la cepa S. cerevisiae SCXG3 presentd la mayor
valoracion en los descriptores intensidad y floral. La fermentacién espontdnea, y los vinos
elaborados con ScXG3 y la inoculacién secuencial con Mp278 presentaron la mayor
puntuacion en fruta de pepita y aromas afrutados (donde podria englobarse platano,
descriptor correlacionado con el acetato de isoamilo); estos dos dltimos vinos ademds
destacaron en fruta de hueso. En sabor, las cepas Td315 y Lt93 y Mp278 produjeron los
vinos mas dulces, aunque esta dltima con ligero amargor o astringencia. Los vinos mas
acidos fueron los elaborados en inoculacién secuencial con Mp278 y Lt93 y la cepa pura
ScXG3. El descriptor alcohélico fue muy similar en todos los vinos. Los vinos mejor
estructurados fueron los producidos mediante fermentacién espontdnea, con Lt93 y con
Sb474. Sin embargo, los vinos con mejor calidad en boca fueron los fermentados con Mp278
y ScXG3 y en menor medida los fermentados con Lt93 y espontdneamente. Estas dos
primeras fermentaciones junto con la espontdnea obtuvieron la mayor valoracion para el
descriptor calidad global del vino. El parametro sensorial afrutado fue significativamente
diferente entre las cepas y presenté mayor valoracién en las cepas Mp278 y fermentacion
espontdnea que tuvieron una mayor concentraciéon de ésteres y acetatos.

El orden de preferencia asignado por los catadores estuvo en consonancia con estos
valores de los descriptores sensoriales, donde los vinos elaborados con las cepas Mp278,
ScXG3 puro, Lt93 y la fermentacion espontanea fueron los preferidos.

El resultado del test de Duncan obtenido para cada descriptor sensorial analizado, asi
como los valores de porcentaje de intensidad (%I), frecuencia (%F), media geométrica
(%MG) y el nivel de significacion de la prueba ANOVA para el factor cepa en un total de
19 descriptores (13 para el aroma y 6 para el gusto) y el valor global se recogen en la Tabla
4.47. El andlisis de varianza (ANOVA) mostr6 que la percepcién sensorial de los vinos
producidos por las distintas levaduras por los catadores solo fue significativa (p < 0.05)
para los descriptores aroma afrutado y calidad global. El descriptor fruta de pepita también
present6 diferencias en la prueba de Duncan a p < 0.05 aunque la significacion de la prueba
ANOVA no fue significativa (p = 0.26). Sin embargo, junto con las diferencias entre las
preferencias, una percepcién general fue ttil para caracterizar las diferencias entre las seis
fermentaciones, ya que dichas puntuaciones coinciden con los atributos encontrados en el
analisis instrumental.
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Tabla 4.47. Frecuencia, intensidad, media geométrica (MG) y significacion (ANOVA de una via) de
los descriptores sensoriales de los vinos de la variedad Treixadura elaborados con las diferentes
cepas de levaduras no-Saccharomyces.

Intensidad (%) Frecuencia (%) Media geométrica (%) :g
9
Descriptor o a @ E § >8< -y a @ s E § & 3 R E § § 3‘%
“ENSSZEE A TS FINEASTE R B
0
Intensidad aromatica 63 53 57 61 56 65|100 100 100 100 91 10079 72 75 78 71 80 ns
Persistencia 57 45 53 58 57 58100 100 100 100 91 100|75 67 72 76 72 76 ns
Floral 22 11 15 25 13 23|64 36 36 64 55 55|38 20 23 40 27 36 ns
Miel 17 16 9 9 3 13|55 36 36 36 18 36|31 24 18 18 7 22 ns
Afrutado 41 26 32 39 12 40(100 73 73 82 55 s |OF 44 4857 2657 -,
a ab ab a b a
Fruta de hueso 22 20 12 28 13 27|73 45 45 73 36 64 |40 30 23 45 22 42 mns
Fruta de pepita 37 2 29 28 12 32|82 55 64 55 36 64| o 5D 2
Fruta madura 15 19 24 19 11 12|36 45 64 36 27 36|23 30 39 26 17 21 ns
Fruta seca 12 19 13 13 16 11|27 36 27 27 45 18 |18 26 19 19 27 14 ns
Fruta tropical 8 3 8 11 16 18|36 18 36 45 36 45|17 7 17 22 24 29 ns
Citricos 12 7 18 15 17 13|45 27 45 45 45 36 (23 14 29 26 28 22 ns
Herbéaceo 15 14 13 14 14 15|55 36 36 27 36 36|29 23 22 20 23 23 ns
Hierba seca 16 18 11 8 9 9 |45 45 27 27 27 18|27 29 17 15 16 13 ns
Alcohol 68 63 59 62 61 67|100 100 100 100 100 100(82 79 77 78 78 82 ns
Dulce 40 38 39 45 34 41|91 82 91 91 82 91|61 56 60 64 53 61 ns
Acido 48 39 43 41 37 45|100 91 100 100 91 100|70 60 66 64 58 67 ns
Amargo 51 49 41 46 39 44|100 100 91 100 91 10071 70 61 68 60 67 ns
Estructura 55 48 56 53 52 56(100 91 100 91 100 91 |74 66 75 69 72 71 ns
Calidad en boca 46 39 46 53 39 49|91 91 91 91 91 91|65 60 65 69 60 67 ns
Calidad global 53 45 54 60 29 59|100 100 100 100 91 100 le, f Zg 7: SCZ 7a7 *

La notacién * indica significancia en p < 0.05; ns indica diferencia no significativa. Prueba de
Duncan: letras diferentes en negrita indican diferencias significativas entre cepas. § Presenta
diferencias en la prueba de Duncan con ANOVA p = 0.26.

La mayor puntuacién para la calidad global y el descriptor aroma afrutado fue para
las cepas Mp278, ScXG3 y la fermentacion espontanea; la menor puntuacién fue para las
cepas Td315 y Sb474. Esto podria ser debido a las altas concentraciones de 4cidos como el
acido isobutirico encontradas en los vinos de estas dos tdltimas cepas y a las menores
concentraciones en ésteres y acetatos. Soden et al. (2000) también encontraron en un
estudio similar niveles mds bajos que el control S. cerevisiae para los aromas florales y
platano en fermentaciones mixtas Starm. bacillaris/S. cerevisiaze, pero fue similar en los
aromas de "miel" y "chucrut". Del mismo modo, estos vinos fueron valorados como de
menor calidad que los vinos de referencia de S. cerevisiae, a pesar de que los vinos de S.
cerevisize en cultivo puro mostraron concentraciones méas bajas de ésteres (Jolly et al.,
2003a). Nuestros resultados apoyan por tanto la hipoétesis de Jolly et al. (2014) de que el uso
de Starm. bacillaris para la produccién de vino podria implicar un papel para aumentar su
complejidad en lugar de aumentar la percepcion de atributos sensoriales 'deseables'
particulares.
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O también como recurso biolégico/tecnolégico a utilizar para mejorar algunas de las
caracteristicas quimicas de los vinos (glicerol, reduccién de aztcares, incremento de la
acidez, etc.).

Los descriptores con un valor MG > 30% para al menos un vino elaborado con las
distintas cepas se consideraron los mas contribuyentes en este estudio. Ocho atributos
sensoriales con MG > 30% definieron el aroma de los vinos: afrutado, fruta de pepita, fruta
de hueso, floral, frutas maduras, miel, persistencia e intensidad aromatica. Estudios previos
realizados con el cultivar Albarifio mostraron resultados similares (Vilanova et al., 20057,
2005b y 2010Db).

El analisis descriptivo revel6 que los vinos elaborados con la mayoria de las cepas en
inoculacién secuencial presentaron aromas frutales y florales con la mayor frecuencia e
intensidad. Los descriptores mas frecuentes fueron: afrutado (100% para la fermentacién
espontdnea y 82% para Mp278 y ScXG3), fruta de pepita (82% para la fermentaciéon
espontdnea y 64% para Lt93 y ScXG3), fruta de hueso (73% para la fermentacién
espontdnea y Mp278 v 64% para ScXG3) y flores (64% para la fermentacion espontanea y
Mp278 y 55% para Sb474 y ScXG3). Igualmente, la mayor intensidad se mostr6 para los
descriptores de la fruta.
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Figura 4.72. ACP de los atributos sensoriales de olfato y gusto. Azul oscuro: ScXG3, cian: Lt93,
negro: Td315, rojo: fermentacién espontinea, salmén: Mp278 y verde: Sb474.

Para reducir los datos sensoriales a un conjunto mdas pequeiio de variables
subyacentes basadas en patrones de correlacion entre las variables originales se aplicé un
ACP (Figura 4.72). Se utilizaron los datos de los 8 descriptores del andlisis sensorial de los
vinos elaborados con diferentes no-Saccharomyces con MG > 30%. De nuevo se confirma
una separacion entre las cepas Mp278-ScXG3, Esp-Lt93, Td315 y Sb474, estas dos dltimas
alejadas de los atributos sensoriales deseables como frutales, o intensidad.
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Los primeros dos componentes principales, CP1 y CP2, representaron el 83.81% de la
varianza total (71.70% y 12.11% respectivamente). El primer componente (CP1) se
correlaciona positivamente con la calidad global y aromas afrutados. Para el segundo
componente (CP2), el atributo persistencia y en menor medida floral e intensidad
mostraron valores altos y positivos, mientras que fruta madura y miel contribuyeron al
lado negativo. La Figura 4.72 muestra cuatro grupos. El primer grupo formado por los
vinos elaborados con las cepas Mp278 y ScXG3 estd mds correlacionado con los
descriptores floral, calidad en boca, intensidad y fruta de hueso y correspondié con los
valores positivos de ambos componentes. Mas cerca del origen y con valores negativos del
CP2 se encontr6 el segundo grupo de vinos elaborados mediante fermentacion espontanea
y con la cepa Lt93. Los vinos fermentados con las cepas Td315 y Sb474 se situaron mas
alejados en valores negativos de CP1 y CP2 y en valores positivos de CP2 y negativos de
CP1, respectivamente, y la influencia de los descriptores fue muy inferior al del resto (zona
opuesta a los descriptores en el biplot). Sin embargo, de acuerdo con un ACP (datos no
mostrados) en el que se incluyeron todos los descriptores los atributos fruta seca y hierba
seca se mostraron mas presentes en los vinos de las cepas Td315 y Sb474.

Algunos autores aseguran que los vinos elaborados empleando cepas autdctonas
presentan mejores perfiles arométicos que aquellos elaborados mediante fermentacion
espontanea o empleando levaduras comerciales (Callejon et al., 2010; Cortés y Blanco, 2011;
Tofalo et al.,, 2016). Nuestros resultados estan de acuerdo con estas afirmaciones, sin
embargo, debemos aclarar que los vinos de la fermentacion espontdnea mostraron un
optimo perfil aromatico. Esto es debido a numerosos factores que pueden intervenir
durante un proceso fermentativo no controlado en los que las especies presentes influyen
enormemente (Fleet, 2003). Por lo tanto, la fermentacién espontdnea puede ser una buena
opcion si se conoce la proporcién de la poblacion de levaduras y otra microbiota en la fase
inicial haciendo el proceso mdas predecible y permitiendo la inoculaciéon de no-
Saccharomyces/Saccharomyces si se considera que esta poblacién no es enoldgicamente
adecuada. En la observacion general de los resultados de los anélisis quimicos y sensoriales
(Tabla 4.45, Tabla 4.47, Figura 4.69, Figura 4.72 y Figura 4.73) pudimos comprobar que los
compuestos fermentativos que mayormente contribuian a la percepcion sensorial de los
vinos Treixadura elaborados con diferentes cepas no-Saccharomyces (valor de OAV > 1)
fueron ésteres etilicos y acetatos que coinciden con los descriptores con MG > 30% (aromas
afrutados y florales).

Se realiz6 un analisis de correspondencia canénica (ACC) (Figura 4.73) y un analisis
de correlacion lineal utilizando el coeficiente paramétrico de Pearson para comprobar la
correlacion entre compuestos aromaticos y parametros sensoriales (Tabla 4.48) en la
diferenciacién de los vinos de las distintas cepas. La caracterizacion aromatica y sensorial
de los vinos experimentales obtenidos mediante fermentaciéon con distintas cepas
autoéctonas permitié destacar grandes diferencias e influencia entre especies no solo a nivel
quimico y de las cinéticas de fermentacién, sino también en el analisis aroméatico CG y
sensorial, estableciendo correlaciones entre ambos, de acuerdo a lo descrito por otros
autores (Alvarez—Pérez et al., 2012; Fleet 2003; Romano et al., 2003; Swiegers et al., 2005;
Tofalo et al., 2016).
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Figura 4.73. ACC entre compuestos aromaticos y caracteristicas sensoriales (superior).

Se realiz6 un primer estudio de la correlacién (Pearson) con todos los compuestos
volatiles y descriptores sensoriales. Se observaron correlaciones positivas significativas
entre varios compuestos aromaticos y descriptores sensoriales siendo las mas relevantes:
acetato de isoamilo y los 4cidos hexanoico y octanoico con floral (R = 0.914, R=897 y r =
0.969, respectivamente); estos compuestos también se correlacionaron positivamente con la
calidad en boca y el 4cido octanoico ademds con la intensidad aromatica (r > 0.869). Por
otro lado, se observé una correlacién negativa entre el propanol y los descriptores afrutado
y fruta de pepita (R = -0.858 y -0.910, respectivamente).

Tabla 4.48. Correlaciéon de Pearson entre compuestos aromaticos y descriptores sensoriales.

Fruta Acetato Acido Acido Acido
pepita Afrutado Floral Propanol isoamilo isobutirico hexanoico octanoico
Intensidad aromatica .880* .888*
Persistencia -.817°
Floral 914" .897* .969™
Afrutado 972%* -.858*
Fruta pepita -.910*
Calidad en boca .909* 979" .886" .869"
Calidad global .897* .909* -.829* .863"
. Acetato de  Hexanoato de Octanoato de Acido
Acetato de etilo . . . . .
isoamilo etilo etilo hexanoico
3-metil-1-butanol -.909"
Octanoato etilo 983"
Acetato 2-feniletilo .925™ .966™
Acido hexanoico 909
Acido octanoico .908" 915"

La correlacién (bilateral) es significativa en el nivel a p <0.05 (*) y a p < 0.01 (**).

Cortés-Diéguez et al. (2015) encontraron resultados contrarios en vinos tintos de

variedades de uva autéctonas de Galicia donde el 1-propanol mostré un alto valor de OAV
que mejord las notas afrutadas, sin embargo, no parecié contribuir individualmente al
aroma del vino. La formacién del propanol es compleja porque esta ligada al metabolismo
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azufrado de las levaduras y su concentracion esta correlacionada negativamente con la del
acido sulfhidrico (Large, 1986). A veces también puede formarse a partir del metabolismo
de los azticares (Henschke y Jiranek, 1992). También se encontré una correlacion negativa
del acido isobutirico con la persistencia (R = -0.817). Estos resultados mostraron que no
todos los descriptores sensoriales pueden explicarse por compuestos volatiles. Ademas, se
encontraron algunas correlaciones positivas (r > 0.880) entre descriptores sensoriales
(floral-intensidad aromatica y calidad en boca; fruta de pepita-afrutado y calidad global;
afrutado-calidad global) y entre compuestos aromaticos (acetato de isoamilo-acido
hexanoico y acido octanoico; acido hexanoico-acido octanoico; hexanoato etilo-octanoato
etilo y acetato 2-feniletilo y octanoato etilo-acetato 2-feniletilo). Es por tanto una afirmacion
consistente que existieron sinergias entre los compuestos aromaticos y que las correlaciones
encontradas que relacionan compuestos quimicos y descriptores sensoriales pueden
atribuirse a las posibles relaciones entre ellos, a la presencia de otros compuestos
producidos que no fueron analizados, o a algunas asociaciones entre los compuestos
analizados (Vilanova et al., 2010b).

Algunos autores encontraron en vinos que algunos compuestos como el 2-fenil
acetato de etilo, el acetato de hexilo, el propanol, el acetaldehido y el acido decanoico no
parecen contribuir individualmente al aroma del vino con OAV < 1; sin embargo, pueden
mejorar algunos atributos mediante efectos de sinergia con otros odorantes activos (Cortés-
Diéguez et al., 2015). Por ello, no se puede ignorar la contribucién al aroma de los
compuestos con OAVs casi unitarios, ya que pueden mejorar algunas notas existentes por
sinergia con otros compuestos (Lopez et al., 2003).
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Figura 4.74. PLS entre los 12 compuestos aromaticos principales (OAV > 1) y los 6 descriptores
sensoriales mas importantes (MG > 30%).

Por ultimo, se realizé un andlisis Parcial de Minimos Cuadrados (PLS) como método
de ordenaciéon comparable con el ACP, pero con el objetivo de maximizar la covarianza
entre los dos grupos de variables de la misma cepa (compuestos quimicos y parametros
sensoriales). Es una de las técnicas multivariadas que se ha utilizado ampliamente para
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investigar la relacién entre los datos sensoriales y GC (Noble y Ebeler, 2002). El resultado
del analisis de regresion PLS (Figura 4.74 y Figura 4.75), que se llev6 a cabo entre los 12
compuestos volatiles con OAV > 1 y 6 descriptores sensoriales con MG > 30%, mostr6 la
relaciéon entre los componentes del sabor y las propiedades sensoriales de los vinos
Treixadura elaborados con las diferentes cepas.

Los graficos obtenidos con los programas Past3.19 y XLstat sugieren la conexiéon o
existencia de una relacién entre las variables de los descriptores sensoriales y compuestos
volatiles en los vinos, en consonancia con lo encontrado en el test de correlaciones de
Pearson. Se encontraron correlaciones positivas entre los descriptores afrutados y florales
con los compuestos acetato de isoamilo y los acidos hexanoico y octanoico. De acuerdo con
el peso de carga, el aroma afrutado (platano, melén y otras frutas distintas de frutas de
hueso, frutas de pepita, fruta tropical y citricos) fue predicho principalmente por el acetato

de isoamilo.
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Figura 4.75. PLS entre los 12 compuestos aromaticos principales (OAV > 1) y los 6 descriptores
sensoriales mds importantes (MG > 30%).

Ademas del aporte de los compuestos con OAV superior a 1, no se puede ignorar la
contribucion al aroma de los compuestos con OAVs casi unitarios, ya que pueden mejorar
algunas notas existentes por sinergia con otros compuestos (Lopez et al., 2003).

Para estimar las sinergias de los compuestos aromaticos se realiz6 una evaluaciéon del
aroma fermentativo global de los vinos elaborados con las distintas cepas de levaduras no-
Saccharomyces. Todos los compuestos volatiles se agruparon en siete clases diferentes
(series aromaéticas), de acuerdo con sus descriptores de olor similares incluyendo aquellos
con OAV < 1, como el enfoque aplicado por otros autores (Cortés-Diéguez et al., 2015;
Goémez et al., 2012). La Figura 4.76 muestra el valor medio de cada serie aromatica. Un
compuesto con varios descriptores puede pertenecer a diferentes series. El valor total en
cada serie resulta de la suma de los OAVs individuales de los compuestos volétiles que se
incluyen en cada clase. La Figura 4.76 muestra el valor medio de cada serie aromética. En
base a los efectos sinérgicos, los compuestos con OAV < 1 también se incluyeron en la

suma.
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Figura 4.76. Valores medios de las series arométicas para los vinos elaborados con las distintas
cepas.

Los resultados mostraron que la serie aromética “afrutado” fue la mas importante
para describir los vinos generados por todas las cepas no-Saccharomyces, revelando una
mayor intensidad en los elaborados con la inoculacién secuencial de Mp278. “Floral” y
“dulce” y “graso”, también fueron series arométicas con una marcada influencia en el
aroma general. Ademas, la serie aromatica “fruta madura” present6 cierta relevancia en la
cepa Sb474. Observando el efecto de las sinergias, se pudo comprobar como en los vinos
elaborados con esta dltima cepa Sb474 que gener6 en ellos una mayor concentraciéon de
propanol, aumento la intensidad de la serie aromatica “afrutado” hasta niveles similares al
resto de vinos mejor puntuados en el analisis sensorial y con mayor concentraciéon de
ésteres y acetatos (ScXG3 cultivo puro, fermentacién espontdnea e inoculacién secuencial
con Lt93). Estos ultimos vinos también mostraron una mejor valoracién probablemente
debido al efecto sinérgico.

El perfil de aroma obtenido a través de la suma de las intensidades de los
compuestos volatiles (OAV) individuales que pertenecen a la misma serie aromatica
(Figura 4.76) diferia de los perfiles obtenidos con el valor medio de los descriptores
sensoriales de aroma dados por el panel de cata. La influencia de los efectos sinérgicos,
aditivos y antagonistas que se pueden producir entre los compuestos volatiles presentes en
cada vino se sugiere como la razén principal de dicho razonamiento. Por ello, el perfil de
aroma definido teniendo en cuenta tnicamente los odorantes mas activos (OAV) debe
considerarse como provisional.

Cabe destacar en cuanto a las descripciones realizadas en las hojas de cata para los
diferentes vinos que se pudieron aseverar los resultados anteriores. Algunos catadores
percibieron para el vino de la fermentaciéon espontdnea notas herbaceas, astringentes; para
el vino con Td315, manzanilla, aromas de oxidacion-reduccién-levadura; para el vino con
Lt93, aromas vegetales; ScXG3: muy floral; ligeras notas astringentes en boca; Mp278,
platano, flor blanca, pera, mel6én, nectarina, almendra, manzanilla; Sb474, acetatos, ligera
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oxidacion, reduccién, afiadiendo que las notas negativas en nariz distorsionan la fase
olfativa y las notas positivas quedan ensombrecidas, siendo diferente al resto de vinos.

Los resultados de la prueba PLS, junto con los andlisis ACP, Pearson, ACC y series
aromdticas demostraron que las diferentes cepas no-Saccharomyces influyeron en los
distintos vinos, mediante la formacién de diferentes compuestos. La inoculacién secuencial
de la cepa Mp278 aument? la producciéon de compuestos arométicos positivos con respecto
a la cepa control autéctona S. cerevisiae SCXG3 sola; se debe tener en consideraciéon que
ScXG3 ha sido seleccionada en estudios previos (Blanco et al.,, 2013) por su 6ptimo
comportamiento en la vinificacién. No obstante, los vinos elaborados por estas dos cepas
fueron los mejor valorados en la degustaciéon, donde pudieron percibirse los aromas
frutales y florales relacionados con los acetatos 2-fenil-etil y acetato de isoamilo y los acidos
hexanoico y octanoico. Un segundo grupo de vinos fueron los producidos por la
fermentacion espontdnea y la inoculacién secuencial con la cepa Lt93 con aptitudes
suficientes para la vinificacion que solo destacaron por su mayor concentracién en algunos
compuestos. La fermentacién espontanea present6 elevadas concentraciones de los ésteres
hexanoato y octanoato de etilo con notas a fruta madura. Un tercer grupo podria sugerirse
para los vinos elaborados con las inoculaciones secuenciales de las cepas Td315 y Sb474
que fueron penalizados en la cata y mostraron las mayores concentraciones de acido
isobutirico y propanol, respectivamente quedando encuadradas en el grupo de aromas a
fruta seca, herbaceo y sabor amargo. Esto pudo ser debido al proceso fermentativo y
deberia ser tenido en cuenta para la utilizaciéon de diferentes cepas en nuevos estudios
futuros. De hecho, existen cepas comerciales de T. delbrueckii y Starm. bacillaris que pueden
ser utilizadas por sus caracteristicas enolégicas y fenotipicas como aumento de la
concentracién de glicerol y en el contexto de la acidez y pH de los mostos (Englezos et al.,
2017).

En definitiva, los resultados son consistentes con los encontrados en la bibliografia
precedente y permiten afirmar que algunas cepas autéctonas de levaduras no-
Saccharomyces, utilizadas mediante inoculacion secuencial, pueden contribuir a la tipicidad
y diferenciacién de los vinos e incluso aumentar la aportacion de compuestos arométicos
con valoracién sensorial positiva. Estudios futuros en mayores volimenes de mosto
podran confirmar los resultados positivos y descartar aquellos negativos que pudieran no
ser atribuibles a las levaduras.

Asimismo, en cuanto a las cepas peor valoradas, siguiendo una estrategia
coinoculada con T. delbrueckii o Starm. bacillaris y S. cerevisiae, varios autores obtuvieron
vinos mejores que sus controles elaborados solo con S. cerevisiaze (Jolly et al., 2003a;
Englezos et al.,, 2016b). También se ha encontrado que la fermentacién mixta Starm.
bacillaris/S. cerevisine en otras variedades produce vinos con concentraciones
significativamente mayores de terpenoles, concentraciones reducidas de aldehidos y
ésteres de acetato en Sauvignon Blanc (Sadoudi et al., 2012), mayor concentraciéon de
alcoholes superiores, ésteres etilicos y dcidos grasos de cadena corta en Macabeo (Andorra
et al.,, 2010) y baja intensidad del aroma para atributos sensoriales 'deseables', o altas
intensidades para descriptores sensoriales "indeseable" en Chardonnay (Soden et al., 2000).
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Esto indica que la cepa de levadura y la variedad de uva afectan al perfil volatil de
los vinos fermentados.

Por esta razon, las bajas puntuaciones obtenidas en las cepas Td315 y Sb474 no son en
absoluto una certeza de indeseables resultados de estas no-Saccharomyces en la mejora de la
calidad de los vinos. Por lo tanto, sugerimos mds investigacion, con cepas diferentes e
incluso mediante la aplicacién de més de una no-Saccharomyces conjunta o secuencialmente
antes de la inoculacién de S. cerevisiae. Se podra asi evaluar los efectos sinérgicos positivos
sobre la calidad del vino y en definitiva ampliar el conocimiento de las relaciones
interespecificas.

De acuerdo con esto, la combinacion T. delbrueckii/H. uvarum, W. anomalus/T.
delbrueckii, Starm. bacillaris/H. wvarum y S. cerevisine se usaron en fermentaciones
secuenciales con composiciones quimicas y volétiles diferentes de los vinos de S. cerevisiae,
en algunos casos mejorando los vinos (Andorra et al., 2010; Jolly et al., 2014). Por ejemplo,
la combinacién Starm. bacillaris/H. wvarum/S. cerevisiae produjo vinos con las
concentraciones mas bajas de 4dcidos de cadena corta y acidos grasos de cadena media
(Andorra et al., 2010). De acuerdo con la hoja de datos técnicos del fabricante de un
producto comercial lanzado en 2003 a partir de T. delbrueckii/L. thermotolerans y S. cerevisiae
en diferentes proporciones (Viniflora® HARMONY .nsac. CHR Hansen A/S, Boge Allé, DK-
2970 Hersholm, Denmark), en inoculacién simultdnea mejora el sabor de vinos blancos y
tintos con notas afrutadas. La proporcién de las levaduras no-Saccharomyces a S. cerevisiae
estd en torno a 1: 14.

Por dltimo, cabe mencionar que, en algunas DOs como en Ribeira Sacra se observo
una mayor diversidad cuando se tiene en cuenta la riqueza especies de los mostos y uvas,
lo cual indica que las especies existentes sobre las bayas son diferentes a las presentes en
los mostos, es decir, una vez liberado el mosto estas especies no estan presentes en
cantidad suficiente como para tener influencia en el mosto debido a la competencia del
resto de especies (Barata et al., 2012). Esto sugiere que una maceracioén previa de las uvas
enteras podria ser utilizada para obtener un preinéculo natural que incrementara el
desarrollo de la poblacién de algunas de estas levaduras con influencia enolégica como T.
delbrueckii, L. thermotolerans, Metschnikowia spp., etc. como mostraron Boto et al. (2014) en
técnicas de madreo. El manejo de las fermentaciones mixtas es mds complejo que las de
una sola especie (Jolly et al., 2014). Nuestra investigacion estd en la linea de contribuir en el
mejor conocimiento de las especies no-Saccharomyces y sus relaciones entre especies y con S.
cerevisine que favorezca la comprensién de su papel y usos en fermentaciones espontaneas e
inoculadas.
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Conclusiones

1.

La influencia del sistema de cultivo (ecolégico frente a convencional) sobre las
caracteristicas quimicas de los mostos dependi¢ de la variedad de vid y de la cosecha.
Generalmente las uvas tintas ecoldgicas presentaron una mayor riqueza fenolica.

el cultivo ecologico de la vifia dio lugar a un aumento de la poblacion de levaduras a
nivel cuantitativo y cualitativo. La mayoria de las muestras ecolégicas tuvieron una
mayor riqueza de especies de levaduras; algunas de ellas con relevancia enolégica.
Por lo tanto, los vifiedos ecolégicos son importantes reservorios de la diversidad de
levaduras.

. Las especies de levadura dominantes (Aureobasidium spp., Metschnikowia spp., H.

uvarum'y Cryptococcus spp.) fueron similares entre sistemas de cultivo y DOs, pero su
proporcién vari6 entre ellas. Ademas, se encontraron diferencias importantes (tanto
en nimero como en frecuencia) en las especies minoritarias dependiendo del sistema
de cultivo y la DO; L. thermotolerans estuvo asociada con las DOs Ribeiro y Monterrei,
mientras que Starm. bacillaris, Candida spp. e L. terricola aparecieron en las DOs Rias
Baixas y Ribeira Sacra.

La riqueza y proporcién de especies de levadura estuvo principalmente influenciada
por la localizacion geografica, pero también por el sistema de cultivo, el afio y, en
menor medida, por la variedad de uva. La frecuencia de especies afecté6 mas que la
riqueza de especies a la diversidad de levaduras. Asi, se pudieron establecer patrones
en la poblacion de levaduras (microbial terroir) que influyen en la tipicidad del vino a
nivel regional.

Durante la vinificaciéon natural, las levaduras no-Saccharomyces iniciaron la
fermentacion, pero fueron sustituidas por cepas de Saccharomyces al final, que
completaron el proceso. Cuando esta sustituciéon no se produjo, las fermentaciones se
estancaron. El éxito de las fermentaciones fue mayor en los mostos ecoldgicos.

Las bodegas ecolégicas de Galicia presentaron una elevada diversidad de cepas de S.
cerevisiae, aunque so6lo unas pocas estuvieron ampliamente distribuidas y aparecieron
con una frecuencia relevante. Ademds, no encontramos un patrén geografico
definido entre cepas y bodegas. Sin embargo, algunas cepas se asociaron a una
bodega en particular, por lo que podrian contribuir a la tipicidad de sus vinos.

El cultivo ecolégico permitié obtener vinos diferenciados que fueron bien apreciados
por los catadores a nivel sensorial. Incluso en algunos casos fueron preferidos frente a
los convencionales.
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8. La fermentacién secuencial de los mostos de Treixadura con cepas autdctonas no

Saccharomyces y S. cerevisiae mostré diferencias en la cinética de fermentacioén, en la
dindmica de las poblaciones de levaduras y en las tasas de implantacién de las cepas
inoculadas.

. Las especies autdctonas no-Saccharomyces aplicadas mediante fermentacién

secuencial aportan a los vinos caracteristicas quimicas y sensoriales distintivas. Los
vinos mejor valorados fueron los elaborados con M. pulcherrima Mp278 y S. cerevisiae
ScXG3, que tenian mayor concentracion de acetatos y ésteres deseables. Otras
especies mostraron potencial para reducir el contenido de alcohol y aumentar la
acidez en vinos tales como Starm. bacillaris Sb474 y T. delbrueckii Td315. Sb474 y
Mp278 aumentaron la concentracion de glicerol.

Conclusions

From the results obtained in this work the following conclusions may be drawn:

1.

The influence of the culture system (organic versus conventional) on chemical
characteristics of musts was grapevine variety and vintage dependent. Usually
organic red grapes presented higher phenolic richness.

Organic farming leads to an increase in the yeast population of musts at quantitative
and qualitative level. Most organic samples owned higher yeast species richness;
some of them with oenological relevance. Therefore, organic vineyards are important
reservoirs of yeast diversity.

Dominant yeast species (Aureobasidium spp., Metschnikowia spp., H. uvarum and
Cryptococcus spp.) were similar between culture systems and DOs, but their
proportion varied among them. In addition, most differences were found (both in
number and frequency) for minor yeast species depending on the cultivation system
and DO; L. thermotolerans was associated with Ribeiro and Monterrei DOs, whereas
Starm. bacillaris, Candida spp. and I. terricola appeared in Rias Baixas and Ribeira Sacra
DOs.

Richness and proportion of yeast species was mainly influenced by geographical
location, but also by culture system, vintage and, to a lesser extent, by grapevine
variety: species frequency was more important than species richness on yeast
diversity. Thus, yeast population patterns (microbial terroir) could be established,
which influence wine typicality at regional level.
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5. During natural vinification, non-Saccharomyces yeast started the fermentation, but they
were substituted by Saccharomyces strains at the end, which were able to complete the
process. When this substitution did not occur, fermentations get stuck. Success of the
fermentations was higher in organic musts.

6. Organic wineries from Galicia presented a high diversity of S. cerevisiae strains,
although only few of them were widespread and appeared at relevant frequency. In
addition, we did not find a defined geographical pattern between strains and
wineries. Nevertheless, some strains were associated with a particular winery, so they
could contribute to its wine typicality.

7. Organic wine elaboration allowed obtaining differentiated wines that were well
appreciated at sensory level by tasters. Even in some cases they were preferred over
conventional ones.

8. Sequential fermentation of Treixadura musts with autochthonous non- Saccharomyces
and S. cerevisiae strains showed differences in fermentation kinetics, yeast population
dynamics and implantation rates of inoculated strains.

9. Autochthonous non-Saccharomyces species applied by sequential fermentation
contribute distinctive chemical and sensory characteristics to wines. Best rated wines
were those made with M. pulcherrima Mp278 and S. cerevisiaze ScXG3 which had higher
concentration of desirable acetates and esters. Another species showed potential to
reduce alcohol content and to increase acidity in wines such as Starm. bacillaris Sb474
and T. delbrueckii Td315. Sb474 and Mp278 increased glycerol concentration.
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Las conclusiones extraidas de este trabajo abren la puerta a nuevas perspectivas de
investigacion para el futuro. Se requiere conocimiento adicional sobre la aplicacién de la
gran coleccion de cepas de levaduras nativas de S. cerevisine y no-Saccharomyces
identificadas durante esta tesis que pueden tener un gran potencial enolégico. Por ejemplo,
en la fermentacion de mostos monovarietales o mezcla, procedentes de variedades de uva
autoctonas, especialmente de minoritarias como Loureira, Blanco Lexitimo, Torrentés,
Monstruosa, Sousdn, etc. en coinoculacién mixta, secuencial o multistater con S.
cerevisiae/no-Saccharomyces.

Asimismo, el comportamiento de estas combinaciones, especialmente en el caso de
los vinos tintos, debe estudiarse junto con nuevas cepas de bacterias lacticas (BAL) no solo
para mejorar la calidad de los vinos sino también en linea con los nuevos retos y
demandas. Por ejemplo, en el contexto de paliar los efectos del cambio climético que sufren
algunas regiones cuyos vinos requieren una disminucion del grado alcohdlico y del pH y
un aumento de la acidez para mejorar su equilibrio sensorial y disminuir la susceptibilidad
de deterioro microbiano (Lucio et al.,, 2017). La extendida préctica de la acidificaciéon
quimica es costosa y estd estrictamente regulada por la legislacién (Hidalgo, 2003; Lucio et
al., 2017). Por el contrario, la selecciéon de nuevas cepas de especies como Starm. bacillaris en
inoculacién mixta o secuencial con S. cerevisine y BAL como Lactobacillus plantarum,
permitird conseguir una acidificacién bioldgica efectiva de los vinos producidos en
regiones de clima cdlido (donde se produce un desequilibrio entre el estado fenolégico y la
madurez de la uva), aumentando la estabilidad microbiolégica en la Ff de la fermentacion
incluso con una mejora en la calidad sensorial (Englezos et al., 2017; Lucio et al., 2017).
También facilitard la produccion de vinos con baja graduacion y especiales. Los resultados
6ptimos justificados deberan ser estudiados a escala de bodega industrial para verificar su
comportamiento y viabilidad real. E incluso concluir con la comercializaciéon de las cepas
con la mejor aptitud enolégica diferenciada. Realizar un proceso a gran escala supone un
mayor coste (econdémico y de recursos), pero puede generar beneficios si el respaldo de
dichas investigaciones es el adecuado. Se han descrito métodos para producir inéculo
viable de facil empleo a bajo coste (Blanco et al., 2006), sin necesidad de preparacién de
cultivos secos activos (LSA).

Ademés, el conocimiento de estas interacciones microbianas es fascinante; puede
aportar soluciones técnicas y resultados sorprendentes que mejoren la calidad y la tipicidad
del vino. Se requieren nuevas investigaciones sobre cepas de especies minoritarias que
podrian aportar mayores concentraciones de metabolitos deseables al vino como enzimas,
manoproteinas, compuestos aromaticos, etc. (Masneuf-Pomarede et al., 2016; Maturano et
al., 2012; Rossouw y Bauer, 2016; Tofalo et al., 2016). Desarrollar una investigacién mas
amplia e integrada para probar qué variables tienen un papel efectivo en la composicion y
dindmica de las levaduras en el tiempo y el espacio son perspectivas que también
permitiran una integracion eficiente entre terroir, microbioma, metaboloma y caracteristicas
sensoriales intimas de la uva y el vino (Belda et al., 2017b; Mezzasalma et al., 2018).
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Otros campos de aplicacion de la amplia diversidad de levaduras aisladas son
igualmente interesante: SO,, diversos clones de vid (Cortés-Diéguez et al., 2015), relaciones
e interrelaciones de microorganismos, microxigenacion de la fermentacion (Tronchoni et
al., 2018), biocontrol contra plagas y enfermedades (Guzzon et al., 2014), fermentacién de
nuevos productos y bebidas en mezcla de mosto de uva o en aplicaciéon directa como la
cerveza, sidra o zumos de frutas (Gutiérrez et al. 2018), elaboraciéon de materias
panificables, industria alimentaria humana y animal en general.

Esto puede estimular econdémicamente el cultivo del vifiedo, especialmente el
ecolégico, y con ello la preservacién de la diversidad regional de levaduras y la tipicidad
del vino. Pero también, el estudio de este reservorio autéctono puede contribuir al
descubrimiento de posibles nuevas cepas o especies de levaduras con aplicaciéon industrial.
Por ejemplo, Sp. ruberrimus se ha encontrado distribuida en diferentes medios naturales en
todo el mundo: ha sido identificada en el aire de Japon (Yamasaki y Fujii, 1950), en cursos
de agua dulce de la Patagonia Argentina (Libkind et al., 2003), en plantas de hoja en
Portugal (Inécio et al., 2009), en grano de cebada en Suecia (Olstorpe, et al., 2010), en harina
de soja en Brasil (Griebeler et al., 2011) o en flores silvestres en Corea (Hyun et al., 2013).
Sin embargo, especies como Sp. ruberrimus o C. pimensis (encontradas en varias muestras
durante el desarrollo de esta tesis), hasta nuestro conocimiento, nunca antes han sido
citadas como habitantes en entornos relacionados con el vino. No obstante Sp. ruberrimus
estd siendo investigada para su uso en la industria bioquimica para la obtencién de lipasas
multifuncionales, produccién de acidos grasos y carotenoides que reducen los costos de
fabricacion y residuos agroindustriales (Cardoso et al., 2016; Kot et al., 2018; Razavi et al.,
2007; Rigoli et al., 2012). En la misma linea, otras especies del género Rhodotorula se han
estudiado con resultados 6ptimos como una estrategia novedosa para la produccién de
lipidos mediante el acoplamiento de levaduras oleaginosas y métodos biolégicos de lodo
activado en aguas residuales (Zhang et al., 2018). Por otro lado, en 2016, en un estudio
analogo encontramos la especie Candida Glabrata en mosto Treixadura ecolégico procedente
de la DO Ribeiro. Esta especie, ha sido descrita recientemente por su elevado potencial en
la utilizacién en el tratamiento de aguas residuales (Hussein et al., 2014).

Estos hallazgos inspiran nuevos horizontes para la investigacién sobre otras variables
como el propio suelo que juegan un papel importante en la composicion del microbioma y
la prediccion de su dindmica e influencia en el vino (Belda et al., 2017b). La diversidad de
levaduras (y probablemente de otros microorganismos de la vifia), se vislumbra por tanto
como una importante herramienta en el futuro cercano que puede albergar cepas con
aplicaciones potenciales no sélo en enologia sino también como recurso valioso en otros
usos més alla del dominio de la fermentacion de bebidas.
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Estancias internacionales continuadas de 3 meses en centros de investigacion

Tipo: estancia de investigacion predoctoral internacional

Centro: Dipartimento Scienze della Vita e dell’Ambiente, Univerista Politecnica delle Marche,
Ancona, Italia.

Investigador responsable: Ciani, Maurizio.

Fechas: 3 meses (01-03-2016 a 1-06-2016).

Tema de investigacién: evaluacién de la aptitud enolégica de diferentes cepas de levaduras no-
Saccharomyces inoculadas en microfermentaciones y analisis quimico y cromatogréfico de los
productos de fermentacion.

Tipo: estancia de investigacién predoctoral internacional

Centro: Institute for Wine Biotechnology, Stellenbosch University, Stellenbosch, South Africa.

Investigador responsable: Setati, M. Evodia.

Fechas: 3 meses (01-03-2017 a 31-05-2017).

Tema de investigacion: recogida, procesado y fermentacién natural de muestras de produccion
ecoldgica y convencional, aislamiento e identificacién de levaduras mediante técnica ARISA.
Proyect: exploring and exploiting South African microbial diversity.

Tipo: estancia de investigacion predoctoral internacional

Centro: Sezione di Scienze e Tecnologie Alimentari, Dipartimento di Scienze Agrarie, Forestali e
Alimentari (DISAFA), Universita degli Studi di Torino, Alba, Cuneo, Italia.

Investigador responsable: Rio Segade, Susana; Rantsiou, Kalliopi; Cocolin, Luca.

Fechas: 3 meses (01-02-2018 a 30-04-2018).

Tema de investigacién: estudio y redaccién de articulo cientifico sobre las interacciones entre
Starmerella bacillaris, Saccharomyces cerevisiae, Oenococcus oeni, y Lactobacillus Plantarum, impacto
en la composicién quimica y aromatica de los vinos.

Estancias nacionales en centros de investigacion

Tipo: estancia de investigaciéon predoctoral nacional

Centro: Instituto de Investigaciéon de la Vifia y el Vino (IIVV)-Escuela Superior y Técnica de
Ingenieria Agraria, Universidad de Leén, Ledn.

Investigador responsable: Rubio Coque, Juan José.

Fechas: 1 mes (25-11-2017 a 25-12-2017).

Tema de investigacion: Caracterizacion y tipado genético de cepas de levaduras vinicas de la especie
Saccharomyces cerevisiae de interés enolégico.

Articulos cientificos en revistas de impacto internacional

Actualmente se estd trabajando en la preparacién de manuscritos para su publicacion:

Castrillo, D., Blanco, P., et al. Diversity and biogeographical patterns of yeast communities in organic
and conventional grapes and musts from Galicia (NW Spain): a three years’ study. Food
Microbiology. En preparacién.

Castrillo et al. Brancellao wine from organic and conventional production: microbiological and
chemical aspects. Food Chemistry. En preparacion. (EVEGA-UVIGO).

Castrillo, D., Blanco, P. Sensorial and aroma profile of Treixadura wine is improved by sequential
inoculation of autochthonous non-Saccharomyces and Saccharomyces yeasts. Macrowine 2018
issue in Food Research International. En preparacién.

Castrillo, D., Blanco, P. Study of S. cerevisiae yeast strains diversity in organic wineries from Galicia.
En preparacion.
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Castrillo, D., Blanco, P. Chemical and sensory properties of organic wines from Galicia. En
preparacion.

Articulos o capitulos de libro/digital

David Castrillo, Ménica Cid, Alba Camesella, Elvira Soto y Pilar Blanco. 2015. Influencia de la
poblacién de levaduras en fermentaciones de mosto ecolégico y convencional de la variedad
Mencia en la DO Ribeira Sacra (Galicia). En: Enologia 2015 Innovacién vitivinicola. GIENOL
2015. Grupos de investigacién enolégica. 2* Ed. ISBN: 978-84-8424-378-6. Pags. 158-161.

David Castrillo, Moénica Cid, Alba Camesella, Pilar Blanco. 2015. Diversidad de levaduras en
bodegas que elaboran vino ecolégico en Galicia. En: Enologia 2015 Innovacién vitivinicola.
GIENOL 2015. Grupos de investigacion enolégica. 2* Ed. ISBN: 978-84-8424-378-6. Pags. 162-
165.

David Castrillo, Alba Camesella, Ménica Cid, Maria José Grafia y Pilar Blanco. 2016. Evaluacion
microbiolégica y sensorial de vinos ecoldgicos de Galicia. En: Reuniones del Grupo de Trabajo
de Experimentacién en Viticultura y Enologia - 2015, 30* Reunién (25 y 26 de marzo de 2015).
Vizcaya. MAGRAMA. ISBN: 978-84-491-1450-2. Pags. 207-215.

D. Castrillo, M. Sanchez, P. Blanco. 2016. Diversidad de levaduras en uva y mostos de producciéon
ecolégica en Galicia. VI Congreso Internacional de Agroecoloxia, en Simén, X., Copena, D.,
Pérez, D. (Eds.). Construindo Cofiecemento Agroecoléxico. Cambiando os modelos de
consumo para construir sistemas agroalimentarios sustentables. Vigo: Grupo de Investigacion
en Economia Ecoléxica, Agroecoloxia e Historia, Universidad de Vigo: 03.03. Pags. 258-259.

David Castrillo, Emiliano Trigo, Maria José Grafia y Pilar Blanco. 2016. Comparacién a nivel
sensorial de vinos ecoldgicos y convencionales de Galicia. XVII Congreso Nacional de
Enoélogos (26-28 mayo, Mérida). Cosejeria de Medio Ambiente y Rural. Junta de Extremadura.
Mérida. ISBN: 978-84-8107-090-3. Pags. 61-66.

D. Castrillo, R. Otero y P. Blanco. 2017. La elaboracién de vino ecolégico mediante fermentacién
espontdnea en una bodega industrial favorece la diversidad de levaduras. En: Reuniones del
Grupo de Trabajo de Experimentacién en Viticultura y Enologia - 2016, 31* Reunién (12 y 13
de abril de 2016). Madrid. MAPAMA. ISBN: 978-84-491-1478-6. Pags. 155-163.

P. Blanco, M. Sanchez, E. Diaz, D. Castrillo, E. Soto. 2017. Estudio de la riqueza fenoélica en uvas de
Brancellao y Mencia de cultivo ecolégico y convencional en Galicia. En: Reuniones del Grupo
de Trabajo de Experimentacion en Viticultura y Enologia - 2016, 31* Reunién (12 y 13 de abril
de 2016). Madrid. MAPAMA. ISBN: 978-84-491-1478-6. Pags. 185-192.

David Castrillo, Eva Rabufial, Noemi Neira y Pilar Blanco. 2018. Fermentacién de mostos de la
variedad Treixadura con levaduras no-Saccharomyces autéctonas de Galicia. En: Reuniones del
Grupo de Trabajo de Experimentacién en Viticultura y Enologia - 2017, 32% Reunién (19 y 20
de abril de 2017). Valladolid. MAPA. ISBN: 978-84-491-1505-9. Pags. 179-186.

D. Castrillo, N. Neira, M.J., Lorenzo, E. Soto y P. Blanco. 2018. Levaduras no-Saccharomyces
autoctonas para reducir el grado alcohélico de los vinos. GIENOL 2018- XIV Congreso
Nacional de Investigacién Enolégica. Ciudad Real. En prensa.

D. Castrillo, E. Rabunal, N. Neira, P. Blanco. 2018. Caracterizacién de la diversidad de levaduras
asociada a uvas de cultivo ecolégico y convencional en Galicia. GIENOL 2018- XIV Congreso
nacional de Investigacién Enolégica. Ciudad Real. En prensa.

Pilar Blanco, David Castrillo, Noemi Neira, Daniel Fornos, Elvira Soto y Marfa Grafia. 2019.
Coinoculacién de levaduras y bacterias lacticas: influencia en las caracteristicas quimicas y
sensoriales del vino. En: Reuniones del Grupo de Trabajo de Experimentacién en Viticultura y
Enologia - 2018, 33% Reunién (24 a 26 de abril de 2018). Ourense. MAPAMA. En prensa.
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Congresos y reuniones cientificas internacionales

D. Castrillo, M. Sanchez, P. Blanco. 16-06-2016. Comunicacién y Péster. Diversidad de levaduras en
uva y mostos de produccién ecolégica en Galicia. VI Congreso Internacional de Agroecoloxia.
Vigo.

P. Blanco, D. Castrillo, E. Soto, E. Diaz. 16-06-2016. Comunicacioén y Péster. Influenza do cultivo
ecoléxico na producién e caracteristicas do mosto das variedades de vide Treixadura e Mencia
na DO Monterrei. VI Congreso Internacional de Agroecoloxia. Vigo.

D. Castrillo, E. Rabufial, N. Neira, P. Blanco. 28 a 31-5-2018. Organic viticulture improves yeast
diversity in grape musts from Galicia. Péster. Macrowine 2018. Zaragoza.

D. Castrillo, E. Raburial, N. Neira, P. Blanco. 28 a 31-5-2018. Potential of non-Saccharomyces yeasts to
mitigate effects of climate change in wine making. Péster. Macrowine 2018. Zaragoza.

D. Castrillo, D. Fornos., P. Blanco. 7 a 9-11-2018. Sensorial and aroma profile of Treixadura wine is
improved by sequential inoculation of autochthonous non-Saccharomyces and Saccharomyces
yeasts. International Congress on Grapevine and Wine Sciences - ICGWS2018., Logrofio, La
Rioja, Spain. Aceptado.

D. Castrillo, P. Blanco. 7 a 9-11-2018. Yeast biogeography in organic and conventional grapes and
musts from Galicia (NW Spain). International Congress on Grapevine and Wine Sciences -
ICGWS2018. Logroiio, La Rioja, Spain. Aceptado.

Contribuciones a congresos, reuniones cientificas y jornadas técnicas nacionales

David Castrillo, Alba Camesella, Ménica Cid, Maria José Grafia y Pilar Blanco. 25 y 26-3-2015.
Comunicaciéon. Evaluacién microbiolégica y sensorial de vino ecolégicos de Galicia. 30°
Reunién del Grupo de Trabajo de Experimentacién en Viticultura y Enologia (GTEVE). Bilbao.

David Castrillo, Ménica Cid, Alba Camesella, Elvira Soto y Pilar Blanco. 9 a 12-6-2015. Péster.
Influencia de la poblacién de levaduras en fermentaciones de mosto ecolégico y convencional
de la variedad Mencia en la DO Ribeira Sacra (Galicia). XIII Congreso Nacional de
Investigacién Enolégica GIENOL 2015. Tarragona.

David Castrillo, Monica Cid, Alba Camesella, Pilar Blanco. 9 a 12-6-2015. Péster. Diversidad de
levaduras en bodegas que elaboran vino ecolégico en Galicia. XIII Congreso Nacional de
Investigacion Enolégica GIENOL 2015. Tarragona.

D. Castrillo. 28-10-2015. Ponencia. Particularidades de la enologia y viticultura ecolégica en la
actualidad en Galicia. Jornada Técnica Tendencias actuales en viticultura. Viabilidad del
cultivo ecolégico en Galicia. Estaciéon de Viticultura y Enologia de Galicia (EVEGA).
Monterrei, Ourense.

P. Blanco, M. Sanchez, E. Diaz, D. Castrillo, E. Soto. 12 y 13-04-2016. Comunicacion. Estudio de la
riqueza fenodlica en uvas de Brancellao y Mencia de cultivo ecolégico y convencional en
Galicia. 31° Reunién del Grupo de Trabajo de Experimentacién en Viticultura y Enologia
(GTVE). Madrid.

D. Castrillo, R. Otero, P. Blanco. 12 y 13-04-2016. Comunicacién. La elaboracién de vino ecolégico
mediante fermentacién espontdnea en una bodega industrial favorece la diversidad de
levaduras. 31* Reunion del Grupo de Trabajo de Experimentacion en Viticultura y Enologia.
Madrid.

D. Castrillo, E. Trigo, M. J. Grafa y P. Blanco. 26-05-2016. Péster. Comparacién a nivel sensorial de
vinos ecolégicos y convencionales de Galicia. XVII Congreso Nacional de Enélogos. Mérida.

David Castrillo, Eva Rabufial, Noemi Neira y Pilar Blanco. 19 y 20 de abril de 2017. Comunicacién.
Fermentacién de mostos de la variedad Treixadura con levaduras no-Saccharomyces
autdctonas de Galicia. 32% Reunion del Grupo de Trabajo de Experimentacién en Viticultura y
Enologia. Valladolid.
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P. Blanco, D. Castrillo, N. Neira, D. Fornos, E. Soto, M. Grafa. 25 y 26-4-2018. Comunicacién.
Coinoculacién de levaduras y bacterias lacticas: influencia en las caracteristicas quimicas y
sensoriales del vino. 33* Reunién Anual del Grupo de Trabajo de Experimentacion en
Viticultura y Enologia. Ourense.

D. Castrillo, N. Neira, MJ. Lorenzo, E. Soto y P. Blanco. 26 a 29-6-2018. Comunicacién y pdster.
Levaduras no-Saccharomyces autéctonas para reducir el grado alcohélico de los vinos. GIENOL
2018 - XIV Congreso nacional de Investigacion Enolégica. Ciudad Real.

D. Castrillo, E. Raburial, N. Neira, P. Blanco. 26 a 29-6-2018. Comunicacién y poster. Caracterizacion
de la diversidad de levaduras asociada a uvas de cultivo ecolégico y convencional en Galicia.
GIENOL 2018 - XIV Congreso nacional de Investigacién Enolégica. Ciudad Real.

Castrillo D, Blanco P. 14 a 17-11-2018. El sistema agroecolégico del vifiedo: reservorio de la
biodiversidad de levaduras para la adaptacion al cambio climético. XIII Congreso de
Agricultura Ecolégica: “Sistemas alimentarios agroecolégicos y cambio climético”. Sociedad
Espafiola de Agricultura Ecolégica (SEAE). La Rioja.

Publicaciones divulgativas

Pilar Blanco, Emilia Diaz, David Castrillo y Elvira Soto. 16-04-2016. Produccion de mostos de origen
ecoldgico en Galicia. SeVi n° 3468: 470-476.

David Castrillo, Emiliano Trigo, Maria José Grafia y Pilar Blanco. 2016. Comparacién a nivel
sensorial de vinos ecolégicos y convencionales de Galicia. XVII Congreso nacional de
Endlogos. 26-28 mayo, Mérida. La Semana Vitivinicola. Pags. 31.

David Castrillo, Noemi Neira y Pilar Blanco. 11-11-2017. Diversidad de levaduras en bodegas
ecolégicas. SeVin® 3.506: 1926-1932.

David Castrillo y Pilar Blanco. 2017. Vino ecolégico en Galicia: Evaluacién sensorial y
consideraciones futuras. Eneo n° 5: 30-35.

David Castrillo, Eva Rabunal, Noemi Neira y Pilar Blanco. 4-8-2018. El cultivo ecolégico del vifiedo
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