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Introduccion

I. INTRODUCCION

1. Antecedentes historicos de la vinificacion

Las levaduras han formado parte de la civilizacion humana desde hace mucho
tiempo, datando las evidencias mas antiguas del Neolitico hace 7400-7000 afios, ya
que se han encontrado restos de sales tartaricas y de resinas en algunos ejemplares
de ceramica de aquella época (McGovern y col. 1996, 1998). El 4cido tartarico esta
presente solamente en las uvas en grandes cantidades y se ha postulado que la resina,
concretamente del arbol Pistacia, se afiadia como un conservante antibacteriano,

suponiendo este hecho una fuerte evidencia de vinificacidon en esa época.

Figura 1. Anfora fenicia. Castillo de Dofia Blanca (El
Puerto de Santa Maria).

Se han encontrado también evidencias de vinos hechos en Egipto y Fenicia
hacia el afio 5000 a.C. Actualmente Cavalieri y colaboradores (2000) han
demostrado que el ADN aislado de un supuesto jarro de vino de Abydos (3150 a.C.)
tenia una secuencia estrechamente relacionada con la secuencia de las levaduras

modernas de Saccharomyces cerevisiae.

Hacia el afo 2000 a.C. el vino empez6 a producirse en Grecia y Creta. Mas
tarde los romanos extendieron la vinificacién por todo el Mediterraneo y en el 500
a.C. el vino empezo a producirse en Sicilia, Italia, Francia, Espafia, Portugal y norte
de Africa. Los cultivos de vides también se extendieron por los Balcanes y los
romanos los llevaron hacia Alemania y otras partes del norte de Europa hasta
Bretana. Los exploradores europeos durante el siglo XVI introdujeron la vid en el
Nuevo Mundo y en el siglo XVII los colonizadores alemanes lo hicieron en el sur de
Africa. Mas tarde, en 1697, se extendi6é la vinificacion a California, y mas de un

siglo después a Australia y Nueva Zelanda (Pretorius 2000).
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En Espafia no existe una clara unanimidad sobre el lugar en el que
comenzaron a realizarse los primeros cultivos de vid y quiénes fueron los que
introdujeron las técnicas de elaboracion del vino. Diversas fuentes apuntan que los
primeros vifiedos se habrian asentado en el litoral sudoccidental andaluz
constituyendo el punto de entrada y el lugar de las vifias mas antiguas de Espaia.
Esta teoria esta avalada por la presencia de los fenicios en la peninsula hace unos
3000 afios aproximadamente. Este pueblo comerciante funddé un puerto en el
sudoeste al que llamaron Gades (Cadiz, en la actualidad). Después se traslado tierra
adentro, en cuyas montafias circundantes plantaron vides. Concretamente en las
Ruinas del Castillo de Dona Blanca (EI Puerto de Santa Maria) se han encontrado
restos de lo que podrian haber sido lagares de elaboracion de vino que datan del

siglo IV a.C.

S5 m
3 “ADIZ "‘1’

Figura 2. Ciudad antigua de Cadiz.

El vino que se producia en esta region llamada de Ceret (Jerez) se elaboraba
cociendo el mosto recién fermentado para obtener altas graduaciones alcoholicas y
poder asi resistir el transporte hacia el Mediterrdneo. A estos vinos se les adicionaba
agua para su consumo y presentaban muchas impurezas porque la fermentacion era
imperfecta, razon por la que se les anadia ambar, pez, resinas, etc. Hacia el afio 138
a.C. comenz6 la dominacion romana, iniciandose una corriente comercial muy
importante de productos de esta region hacia la metropoli. En el afio 711 da
comienzo la dominacion arabe, que en el sur de Espafia dur6 mas de cinco siglos.
Durante todo ese tiempo, la zona sudoccidental siguié siendo un importante centro
de elaboracion de vinos, a pesar de la prohibicion cordnica. La produccion de pasas
y la obtencion de alcohol con fines medicinales actuaban en cierta forma como

excusas para el mantenimiento del cultivo de la vid y de la elaboracion de vinos,
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hasta que la conquista por Alfonso X el Sabio en 1264 supuso un giro de ciento

ochenta grados para los vinos de esta region.

La elaboracién del vino fue probablemente la primera experiencia del hombre
con las levaduras, en la que se dieron cuenta de que solamente era necesario prensar
las uvas y dejar el zumo (llamado mosto) fermentar ya que las células de levaduras
estan en superficie de las uvas, preparadas para llevar a cabo la fermentacion

(Mortimer & Polsinelli 1999).

Pero el concepto de levadura como microorganismo responsable de llevar a
cabo la fermentacion no fue desarrollado hasta 7000 afios mas tarde con los trabajos
de Pasteur (1872) y otros investigadores, que revelaron por primera vez el mundo
oculto de la actividad microbiana durante la fermentacion. Con el conocimiento de
que las levaduras eran las responsables de la biotransformacion del mosto
(compuesto principalmente por glucosa y fructosa) en alcohol y didéxido de carbono,
los vinificadores pudieron controlar el proceso desde el vifiedo hasta la planta de

embotellamiento.

Mas tarde, con el desarrollo de las técnicas microbiologicas las levaduras con
caracteristicas apropiadas fueron seleccionadas y en 1890, Miiller-Thurgau introdujo
el concepto de fermentacion inoculada con cultivos puros de levaduras. Como
resultado, la cualidad y la cantidad de vino producido fueron enormemente

mejoradas.

Los primeros trabajos de genética con levaduras llegaron a mediados de la
década 1930-1940, introduciéndose cepas de Saccharomyces cerevisiae en el
laboratorio. Desde entonces, el mantenimiento de cultivos en los laboratorios de
investigacion ha dado lugar a lo que hoy conocemos como cepas de laboratorio. La
mayoria de ellas derivan de un asilamiento realizado por Emil Mrak a partir de higos
en descomposicion en Merced, California, en 1938 (Mortimer 2000). Dicho
aislamiento, conocido como EM93, es una levadura S. cerevisiae diploide, donadora
de al menos el 85% del genoma de la cepa haploide S288C secuenciado

completamente desde 1996 (Goffeau y col. 1996).
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2. Caracteristicas generales de la vinificacion en la zona
geografica de Cadiz

En la zona de Cadiz se producen dos categorias de vinos adscritos a
reglamentaciones distintas. Por un lado estdn los vinos con Denominacion de Origen
Jerez-Xéreés-Sherry y Manzanilla de Sanlicar de Barrameda que se engloban dentro
del area de produccion del Marco de Jerez, y por otro lado estdn los vinos de la

Tierra de Cadiz, originarios de la comarca Vitivinicola de Cadiz.

La zona de produccion del Marco de Jerez se encuentra en el area limitada
dentro del triangulo formado por los términos municipales gaditanos de Jerez de la
Frontera, El Puerto de Santa Maria y Sanlticar de Barrameda. Otras ciudades que se
encuentran en la zona de produccion son Chipiona, Trebujena, Rota, Puerto Real,
Chiclana de la Frontera y determinados pagos de Lebrija, en el limite de la provincia

de Sevilla que linda con la de Cadiz.

Trebujena

Bornos

anlicar de Barramenda

Arcos de la Fronte

@ Jerez de la Frontera
MARCO

DE JEREZ

San José del Valle

Puerto Real
VINOS DE LA

TIERRA DE
CADIZ

Chiclana de la Frontera

PROVINCIA DE
CADIZ

Figura 3. Mapa geografico de los municipios que se acogen a la
mencion de vinos de la Tierra de Cadiz en la provincia de Cadiz.

Los vinos de la Tierra de Cadiz abarcan fundamentalmente el Marco de Jerez
y la Sierra de Cadiz englobando los términos municipales de Arcos de la Frontera,
Chiclana de la Frontera, El Puerto de Santa Maria, Jerez de la Frontera, Prado del

Rey, Puerto Real, Rota, Sanlicar de Barrameda, Trebujena, Olvera, Setenil,
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Villamartin, Bornos y San José del Valle. Los tipos de vinos elaborados bajo la

mencidn de vinos de la Tierra de Cadiz son vinos jovenes blancos, tintos y rosados.

El clima corresponde al de una zona meridional calida, con importante
influencia del Océano Atléntico, cuyo viento fresco de poniente es el que aporta a la
cepa la humedad maritima, regando durante las madrugadas del estio las vifias con
los rocios. Ello actiia como un efecto moderador, atenuando los rigores del verano

de la zona y el efecto de los vientos céalidos y secos de levante.

La region goza anualmente de 290 dias de sol despejado e intensa
luminosidad, no registrandose heladas ni pedriscos, soportando la vid en periodo
activo una temperatura de 17,5 °C. Estas condiciones climaticas favorecen el 6ptimo
desarrollo de las plantas y la perfecta maduracion de la uva hasta el momento de la
vendimia. La pluviosidad alcanza una media de unos 600 L/m’, y se concentra en su

mayor parte entre los meses de octubre a mayo.

En esta zona hay que destacar la singularidad de su
. tierra blanca llamada “albariza”, que tiene un elevado
contenido en carbonato calcico. Ademds tiene una alta
porosidad lo cual ayuda a retener el agua de lluvia caida
durante el invierno, proporcionando asi una reserva de

4 humedad para nutrir a la cepa en los meses mas secos.

Figura 4. Videdo en el cual se muestra el tipo de tierra blanca
“albariza”.

Ademas, este tipo de suelo hace que la uva madure mejor ya que le
proporciona la claridad necesaria que le pueda faltar, debido a que los racimos se
encuentran bajo el manto de hojas. También existen otros tipos de tierras, aunque en
porcentajes menores, que se conocen como “barros” (vaguadas) y “arenas” (zonas

costeras).
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La variedad de uva predominante en esta zona es
la Palomino, también llamada Palomino Fino. El cultivo de
Palomino es muy antiguo por lo que debe considerarse una
variedad autoctona que estd muy adaptada a esta zona. Es
una variedad blanca, de hojas grandes, con racimos

numerosos y con gran cantidad de bayas de un tamafio

mediano y color verde palido. El zumo obtenido de esta

variedad es incoloro con un contenido moderado en aztcar Figura 5. Racimo

de wuva de la

(10,5°- 12°). Otras variedades blancas utilizadas para la variedad Palomino.

elaboracion de los vinos de la Tierra de Cadiz son
Moscatel, Pedro Ximénez, Chardonnay, Garrido, Mantua,

Perruno, Macabeo y Sauvingnon Blanc.

La extraccion del zumo de la uva para obtener ¢l mosto se realiza con
distintos tipos de prensas: neumadticas, horizontales, continuas, etc. Los racimos de
uvas son prensados con el raspén ya que proporcionan al hollejo cierta elasticidad y
aseguran el drenaje del zumo. La calidad del mosto depende de la presiéon ejercida
en las prensas. La presion ejercida sobre la uva y el modelo de prensa utilizado son
factores que influyen en la composicion de los mostos, condicionando la presencia
de compuestos que se encuentran en las células proximas al hollejo y pepitas. Los
mostos de mayor calidad se obtienen a presion inferior a 1 atmodsfera y se denominan
“primera yema” y supone un rendimiento de 70 litros por cada 100 kg de uva. Los
mostos obtenidos a presion comprendida entre 1 y 4,5 atmosferas tienen menos
finura, y se denominan “segunda yema”. Y a los mostos obtenidos a presiones

mayores se les denominan “mostos prensa”.

Respecto a la vendimia, en climas calidos y cuando se trata de elaborar vinos
jovenes, no es necesario esperar a que la uva madure completamente para su
recoleccion, sino que es preferible vendimiar pronto con el fin de conseguir vinos
mas finos y afrutados con un mejor equilibrio acido evitando, ademads, grados
alcohoélicos demasiado elevados. Ademds de su aroma lo que hace agradable a un
vino blanco es su frescura, o lo que es lo mismo, una acidez adecuada. La duracion
de la vendimia es de aproximadamente 20 dias, entre finales de Agosto y mediados

de Septiembre. La aparicion de lluvias puede producir retrasos porque provoca la
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paralizacion de las operaciones de vendimia, ya que la uva debe llegar
completamente seca a los lagares de elaboracion. Ademas, los mejores vinos blancos
se obtienen partiendo de uvas sanas, por lo que hay que evitar romper y herir las

uvas durante la recoleccion y transporte a los lagares.

2.1. Practicas pre-fermentativas

Clarificacion. El mosto que surge tras el prensado posee entre 10,5 y 11,5
grados Beaumé, es de color castaiio verdoso y posee una densidad superior a la del
agua con una viscosidad alta, debido a la presencia en el mismo de una elevada
cantidad de materia sélida. Por este motivo, el mosto se deja entre 12 y 24 horas en
un decantador donde se favorece la precipitacion de los llamados fangos,
constituidos por tierra, restos de pepitas, raspones, etc. que ain se encuentran en el
mosto. Después, el mosto limpio se trasiega a los fermentadores elimindndose asi la
materia so6lida. El vino que ha sido desfangado o clarificado ofrece ventajas de

frescura, de acidez y ligereza.

La adiccion de anhidrido sulfuroso en el mosto es una practica realizada
para asegurar el buen funcionamiento de la fermentacion. Cuando el mosto se
fermenta con adicion de sulfuroso los microorganismos responsables del proceso
varian considerablemente y esta variacion es tanto mayor cuanto mayor es la
concentracion de sulfuroso en el medio. La seleccion de los microorganismos que se

produce con la sulfitacion va a condicionar las caracteristicas del vino.

Las propiedades beneficiosas del sulfuroso para la vinificacion se resumen a

continuacion:

(1) Proteccion contra las oxidaciones. El anhidrido sulfuroso protege la vendimia de

la accion del oxigeno, sobre todo bloqueando y destruyendo las oxidasas de las uvas.

(i1) Inhibicion y activacidn de las levaduras. El anhidrido sulfuroso ejerce una accion

antiséptica polivalente sobre microorganismos tales como levaduras, bacterias

acéticas y bacterias lacticas. A dosis suficientes las inhibe completamente. Pero a
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dosis mas débiles, ejerce un efecto estimulante sobre la actividad de las levaduras y

activa la transformacion del aztcar.

(ii1) Efecto selectivo. A dosis convenientes, el SO, provoca una seleccion entre las

especies de levaduras, obstaculiza la multiplicacion de las levaduras poco tolerantes
al etanol, y favorece el desarrollo de las levaduras elipticas como las de la especie
Saccharomyces cerevisiae. También provoca una seleccion de las levaduras frente a

las bacterias, ya que las bacterias son mucho mas sensibles que las levaduras.

La correccidn de la acidez es un proceso indispensable para obtener mostos
equilibrados y sanos. La legislacion actual permite la adicion de 4cido tartarico con
el fin de llevar el mosto al rango de pH que interese, de manera que altere el
desarrollo de las bacterias sin interactuar en el de las levaduras (Valcarcel y col.
1989). El empleo de acido tartarico y no otro, se debe a que es el especifico de la
uva y el vino. Las uvas generadas en regiones calidas, suelen poseer pH altos, por lo
que la adicion de este acido incrementa la acidez natural de las mismas. Se suele
llevar el pH a valores en torno a 3-3.4, ya que a este valor no se produce ningun
efecto de seleccion sobre las especies de levaduras que intervienen en la
fermentacion ni se ve afectada la actividad fermentativa de éstas, pero si se inhibe en

gran medida el desarrollo bacteriano.

3. Biologia de las levaduras Saccharomyces cerevisiae

Las levaduras son hongos unicelulares. Su nombre procede del verbo latino
levare (levantar), debido al efecto caracteristico producido en algunos sustratos
sobre los que act@ian, como por ejemplo la masa del pan. Pueden ser clasificadas
dentro de dos grupos filogenéticos: levaduras ascomicetos (teleomorficas y
anamorficas) y levaduras basidiomicetos (teleomorficas y anamorficas). La forma
teleomorfica es la forma imperfecta de la levadura o forma asexual, mientras que la
forma anamorfica es la forma perfecta o sexual. La especie de levadura
Saccharomyces cerevisiae pertenece al grupo de los ascomicetos, que se caracterizan

por encontrarse las esporas sexuales o ascosporas en el interior de una bolsa o asca.
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3.1. Estructura celular

La estructura celular de una levadura es bastante sencilla. Son los organismos
eucariotas mas primitivos, y por tanto presentan las estructuras tipicas de este

modelo de organizacion celular, aunque no tienen cloroplastos.

Presentan una pared celular que cumple con varias funciones, sirve de
proteccion y en ella se establecen enzimas de vital importancia para el organismo,
muchas de ellas de cardcter hidrolitico. Estd formada en su mayor parte por
polisacaridos, cuyos monomeros son principalmente glucosa, manosa, galactosa,
xilosa y arabinosa, que aparecen estructurados de dos maneras, formando cadenas de
orientacion radial o helicoidal entre polisacaridos sensibles a hidrolisis acida o
alcalina, o formando capas orientadas de forma paralela a la superficie celular
resistentes a hidrdlisis acida o alcalina. Otros componentes mayoritarios son las
proteinas y lipidos, aparte de componentes minoritarios como la quitina (Kockova-

Kratochvilova 1990).

Un adecuado tratamiento de las células, utilizando mezclas de enzimas
hidroliticos procedentes de otros microorganismos en una solucidon estabilizada
osmoticamente, permite la degradacion total o parcial de la pared celular
obteniéndose respectivamente protoplastos o esferoplastos. Estas estructuras se
introdujeron a mediados del siglo XX como un nuevo modelo de investigacion de
hongos que permitia un facil aislamiento de organulos y otros componentes
celulares, asi como el estudio detallado de la propia estructura de la pared. También
han sido de vital importancia en estudios genéticos, ya que se ha logrado la fusiéon y

la transformacion de protoplastos con material genético exdgeno.
Las levaduras poseen ademds mitocondrias. Una célula diploide de S.

cerevisiae contiene de 15 a 29 mitocondrias, que ocupan alrededor del 12% del

volumen celular (Kockova-Kratochvilova 1990).

11
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3.1.1. Constitucion genética de las levaduras

El material genético de las levaduras se reparte entre el genoma nuclear,
genoma mitocondrial y plasmidos citoplasmaticos. Ademads, pueden aparecer en el
citoplasma dos moléculas de doble cadena de RNA que confieren a la levadura el

llamado “factor killer”.

3.1.1.1. ADN cromosomico

El ADN cromosomico de una célula diploide de S. cerevisiae constituye
alrededor del 80% del total y tiene un tamafio estimado de 2x10* kilobases (kb) que
se reparte entre 32 cromosomas lineales (16 pares de cromosomas) de tamafos que
oscilan entre aproximadamente 200-2200 kb. El cromosoma de mayor tamafio es el
XII, siendo ademds el més variable debido a que contiene el ADN ribosomco, es
decir, genes que codifican para las distintas subunidades de ARN ribosémico, 258,
18S, 5.8S y 58, que forman parte de los ribosomas. Estos genes ribosomicos, se

encuentran repetidos en tdndem alrededor de 100 veces en el cromosoma XII.

3.1.1.2. AND mitocondrial

El ADN mitocondrial esta constituido por un so6lo cromosoma circular
cerrado de doble cadena de aproximadamente 75-85 kb (Foury 1998). Como ocurre
con la mayor parte de las mitocondrias, en el caso de las levaduras existen muy
pocas proteinas necesarias para las mitocondrias y que sean codificadas por ellas. De
hecho la mayor parte del ADN mitocondrial en levaduras no codifica proteinas; la
porcion no codificante tiene un contenido muy elevado en AT y su funcién es
desconocida. Las proteinas codificadas por el ADN mitocondrial incluyen el

citocromo b, fotocromo c oxidasa y ATPasa.

Existe una clase de mutantes mitocondriales denominados petite, en los que
la mayor parte de la sintesis de proteinas mitocondriales esta abolida debido a largas
deleciones en el ADN mitocondrial. Tales mitocondrias no son funcionales y las
levaduras que las contienen son incapaces de realizar la respiracion aunque pueden

crecer anaerdbicamente (fermentacion). El termino petite deriva del hecho de que

12
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estos mutantes producen en medios sélidos colonias pequefias, mientras que las

células silvestres forman colonias mayores.

3.1.1.3. ADN plasmidico

En la especie S. cerevisiae se ha puesto de manifiesto la existencia de un
pldsmido de ADN bicatenario circular de 2 um de tamafio que contiene
aproximadamente 6,3 kb y que se presenta en un niimero de entre 60 y 100 copias en

el citoplasma.

3.1.1.4. Factor killer

Ademas, en el citoplasma, pueden aparecer dos moléculas lineales de doble
cadena de ARN (controladas por genes del nucleo) que estan relacionadas con una
toxina o “factor killer”. Estas dos moléculas de RNA son de diferente peso molecular y
se denominan L y M. El tamafio del genoma de L es de 4.5 kb, mientras que el
segmento M varia entre 1.3 y 2 kb. M codifica para dos tipos de proteinas, una toxina
(de naturaleza glicoprotéica) y un factor inmunitario, y L estd relacionada con la sintesis
de la cubierta proteica tipo virico que envuelve ambas moléculas. Algunas cepas de
levaduras son inmunes a estas toxinas pero no producen la actividad téxica. Estas cepas
llamadas neutras contienen los genomas L y M, pero el genoma M codifica solamente
para la produccion del factor inmunitario y no para la produccion de la actividad toxica.
En S. cerevisiae se han descrito cinco tipos de toxinas killer, K;, K», K3, Kys y Kigr:
segun la agresividad de éstas (K; el de mayor agresividad). Parece ser que K; y Ksgri
son solamente variantes del tipo K,. La mayoria de las cepas killer de S. cerevisiae
pertenecen a las clases K, y Kj, las cuales matan una a la otra, aunque son inmunes a su

propia toxina.

La toxina segregada por las cepas killer actiia sobre la pared y membrana
celulares de las cepas sensibles, alterando el potencial electroquimico de la
membrana y causandoles la muerte. Las toxinas K; y K; aunque son distintas
proteinas, tienen un modo de actuar sobre la membrana plasmatica similar

(Marquina y col 2002).
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3.2. Nutriciéon y Crecimiento

Las levaduras necesitan asimilar, via heterdtrofa, carbono y nitrégeno. La
fuente de carbono utilizada principalmente por estos organismos consiste en

azucares metabolizados por vias aerobias o anaerobias.

Los azucares basicos asimilados son: (i) hexosas: D-glucosa, D-fructosa y D-
manosa, utilizadas por todas las levaduras via oxidativa y por algunas especies via
fermentativa, (i1) disacaridos: sacarosa y maltosa, fermentados por algunas especies
y lactosa, asimilado raras veces por via fermentativa y (iii) trisacaridos: rafinosa,

asimilado por varias rutas metabdlicas distintas.

En cuanto a las fuentes de nitrégeno utilizadas por las levaduras destacan
principalmente los 4cidos orgéanicos. También asimilan nitrégeno por medio de sales
de amonio como sulfato, fosfato y nitrato. Los aminoacidos pueden ser utilizados

como fuentes potenciales tanto de carbono como de nitrégeno.

Otros elementos indispensables para la fabricacion de nuevos componentes
celulares son: oxigeno, hidrogeno, fésforo y magnesio. Ademas en cantidades muy
pequenas son necesarios los oligoelementos: potasio, calcio, silicio, azufre, hierro,
cloro, boro, cobre, yodo, manganeso, molibdeno y cinc. Las vitaminas que requieren

son: biotina, pantotenato de calcio, tiamina, etc.

Durante el crecimiento vegetativo de una levadura en un cultivo en

discontinuo se pueden distinguir cuatro fases principalmente:

(i) Fase de latencia, o periodo de adaptacion de la levadura a un nuevo entorno
(nutrientes, temperatura, pH, etc.). Durante esta fase, el numero de células
inoculadas permanece constante, o incluso disminuye. La duracion de esta fase

depende del tamafio del inoculo y del estado fisiologico de las células.

(ii) Fase exponencial. En esta etapa se intensifica la actividad metabdlica respecto a

la fase anterior, y el numero de divisiones celulares (mediante mitosis) crece en
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progresion geométrica. La duracion de esta etapa depende de la especie de levadura

y de las condiciones medioambientales.

(ili) Fase estacionaria. Se da cuando los nutrientes comienzan a ser escasos,
alcanzandose un equilibrio entre células no viables (muertas) y células viables que
aun se siguen dividiendo, de manera que el nimero de individuos vivos permanece
constante. Cuando se agotan los nutrientes, las células de levaduras comienzan a
sintetizar metabolitos secundarios (no esenciales para mantener su viabilidad),

algunos de los cuales pueden ser perjudiciales para la propia levadura.

(iv) Fase de muerte. Se produce la muerte y lisis celular y el nimero de individuos
no viables supera a los viables. El efecto conjunto se traduce en una disminucion

constante del numero de células vivas hasta la desaparicion total de las mismas.

3.3. Ciclo de vida y Reproduccion

Las células de Saccharomyces cerevisiae tienen un ciclo de vida complejo,
teniendo la capacidad para reproducirse como haploides o diploides y de formar
zigotos entre células haploides. El tipo de reproduccion es normalmente por brote 6
gemacion mediante mitosis, que es un tipo de reproduccion asexual. Bajo privacion
de nutrientes, durante la fase estacionaria, se induce la esporulacion o reproduccion
sexual. Tras la meiosis, en una célula diploide se generan cuatro esporas haploides
encapsuladas en un asca (ascosporas). Las esporas libres pueden entrar en un ciclo

vegetativo haploide o bien formar un zigoto diploide mediante conjugacion.

Existen tres tipos de células vegetativas en funcion del tipo sexual, llamadas
a, a (ambas haploides) y a/a (diploides). Las células del tipo a y a se conjugan entre
si para dar lugar a cigotos de tipo a/a, cuya eficiencia de apareamiento es mucho
mas alta que entre las del mismo tipo (es muy baja o no se da). Los tipos sexuales en
S. cerevisiae estan controlados por un locus en el cromosoma III, llamado MAT (del

inglés mating type, apareamiento) pudiendo aparecer dos alelos, a y a.
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Las cepas que pueden mantenerse estables durante muchas generaciones
como haploides, siendo a 6 a se llaman heterotalicas. Mientras que las cepas en las
que el tipo de sexo se invierte (a cambia a a y viceversa) y la union, para formar un
zigoto, se realiza entre células que proceden de una misma espora se llaman
homotalicas. La mayoria de las cepas vinicas de S. cerevisiae son homotalicas. En
las células heterotalicas no se induce el cambio en el tipo de sexo y los zigotos se
forman por uniéon de dos células haploides de tipos opuestos. En el caso de las
homotaélicas la célula madre es la que cambia el tipo de sexo y se une con una célula
hija de tipo sexual opuesto para dar un diploide a/a. La mayoria de las cepas vinicas
de S. cerevisiae son por lo general diploides y homotalicas y resulta dificil que en

ellas se induzca la esporulacion y por tanto la reproduccidn sexual.
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Figura 7. Ciclo de vida de Saccharomyces cerevisiae. a y o hacen referencia a los
alelos que controlan los tipos sexuales.
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Figura 6. Fotografia al microscopio electronico de barrido de
una célula de levadura de Saccharomyces cerevisiae
reproduciéndose mediante gemacion durante su ciclo celular.

4. Origen y evolucion de las levaduras vinicas

Existe una cierta controversia sobre el origen y evolucion de las cepas de
levaduras que forman parte de la fermentacion espontinea del vino. Algunos
estudios recientes se han centrado en averiguar sobre todo si las levaduras tienen su
origen en las uvas que se encuentran en los vifiedos, o por el contrario si lo tienen en
las bodegas de elaboracion (Strum y col. 2006), aunque pocos han profundizado
sobre la evolucion de las poblaciones de levaduras desde las uvas hasta el vino
(Demuyter y col. 2004; Ciani y col. 2004). Le Jeune y colaboradores (2006)
muestran que realmente las levaduras involucradas en la fermentacion espontanea

pueden tener su origen tanto en el viiedo como en la bodegas,

En la produccion de vino las células de levaduras estan presentes en las uvas,
durante unas pocas semanas al afo, y posteriormente en la fermentacion. Pero
existen numerosos factores intrinsecos y extrinsecos que afectan a la presencia y
crecimiento de estos microorganismos en la superficie de las uvas, como por
ejemplo la lluvia, maduracién de la uva, temperatura, dafios fisicos debidos a péjaros
e insectos, ataque de mohos, y aplicacion de insecticidas y pesticidas. También se ha
determinado que las operaciones y la tecnologia empleadas durante la vinificacion,
como clarificacion del mosto, adicion de dioxido de sulfuro, temperatura y
composicion final del mosto, van a influir en la diversidad de levaduras que existan

en el mosto (Longo y col. 1991; Fleet 1999).

Se han propuesto varias teorias sobre donde se encuentran las levaduras y

como llegan a formar parte del mosto que posteriormente fermenta.
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(i) Algunas evidencias recientes sugieren que las levaduras son llevadas al vifiedo
por los insectos, cuando las uvas estan casi maduras, desde sus nidos o colmenas. Se
ha demostrado (Mortimer & Polsinelli 1999) que estos insectos lo primero que hacen
es comer o danar las bayas. Estas bayas dafiadas junto con otras muchas bayas
intactas son entonces prensadas y el mosto obtenido destinado a la fermentacion.
Ademds se ha demostrado que las levaduras en las bayas dafiadas, donde se
desarrollan parcialmente, pueden proporcionar el principal indéculo para las
fermentaciones naturales e incluso pueden hacer contribuciones significativas
cuando las fermentaciones son inoculadas (Mortimer 2000). En este modelo el
reservorio natural de las levaduras esta en los nidos o colmenas de los insectos, o

incluso en el propio insecto formando parte de su microbiota intestinal.

(i) Un segundo modelo propone que las células de las levaduras estan presentes en
las paredes de las bodegas y equipamientos, incluidos los depdsitos de fermentacion
(Beltran y col. 2002; Sabate y col. 2002; Sangorrin y col. 2002) y desde alli entran a
formar parte de la fermentacion (Ciani y col. 2004). Cuando la fermentacion ha sido
completada, las levaduras vuelven a las paredes de la bodega en un ciclo cerrado,
proponiéndose que se produce una evolucion para seleccionar las levaduras mejor
adaptadas al proceso (Martini 1993). El hecho de encontrar levaduras residentes en
bodegas depende de algunos aspectos como por ejemplo, las condiciones especificas
en las que se realizan las fermentaciones, al uso de cepas iniciadoras de la
fermentacion (levaduras comerciales) que si se utilizan con frecuencia en una
bodega, terminan dominando sobre las cepas indigenas (Vaughan-Martini & Martin
1995; Beltran y col. 2002). La edad de la bodega es un aspecto también de interés ya
que en bodegas antiguas se pueden crear ecosistemas que comprendan cepas

especificas y bien adaptadas (Santamaria y col. 2005).

(iili) Un tercer modelo propone que las células de S. cerevisiae se encuentran
solamente asociadas con las actividades humanas (Naumov 1996). De acuerdo con
este modelo, las levaduras que se hallan en el vifiedo entran a formar parte de la
fermentacion con las uvas. El modelo también propone que las levaduras pueden ser
transportadas del vifiedo a la bodega o a los equipos que estdn en los lagares de
elaboracion por insectos y asi consiguen formar parte de la fermentacion.

Posteriormente, los insectos transportan a las levaduras nuevamente desde la bodega
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hasta el vifiedo. El hecho que avala este modelo es que S. cerevisiae se ha
encontrado solamente en zonas cercanas a la civilizacién humana y no en regiones
remotas. Sin embargo, las especies de levaduras S. paradoxus y S. bayanus, que
estan estrechamente relacionadas con S. cerevisiae, si que se han encontrado en estas

regiones remotas.

En algunas zonas industrializadas de Chile, existe una practica usual en la
que se utilizan los restos de mosto ya fermentados como fertilizantes de plantas, lo
que podria permitir que algunas de las cepas de levaduras permanecieran en el
campo hasta la siguiente vendimia. De esta forma las cepas podrian estas presentes
en las uvas cosechadas al afio siguiente favoreciéndose su rapida proliferacion

durante las fermentaciones espontaneas (Ganga & Martinez 2004).

5. Fermentacion alcohdlica

La fermentacion alcoholica comienza en los depdsitos de fermentacion, una

vez que el mosto corregido se ha dejado decantar.

El nombre de fermentacion, que procede de la palabra latina fervere, que
significa hervir, se dio en principio a los fendémenos de descomposicion de la
materia orgdnica con rapido y tumultuoso desprendimiento de gas. La
transformacion del mosto en vino es un proceso microbioldégico muy complejo en el
que estan implicadas diversas especies de levaduras y bacterias. El principal papel
de las levaduras vinicas es catalizar la conversion del aztcar del mosto en etanol y
diéxido de carbono de una forma rapida y completa sin que se desarrollen sabores

indeseables.

La reaccion quimica mas simple del proceso fermentativo fue la propuesta
por Gay- Lussac, en la cual el azucar del mosto es transformado en etanol y diéxido
de carbono, aunque el proceso es mucho mas complejo y en ¢l estan involucradas al

menos doce reacciones distintas y diversos subproductos.
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5.1. Sucesion de especies de levaduras durante la fermentacién
espontanea

Durante la fermentacién espontanea de los mostos se da una sustitucion
secuencial de distintas especies de levaduras, de manera que se pueden diferenciar
tres fases durante el proceso. En una primera, cuando el grado alcohodlico es bajo,
predominan las levaduras apiculadas, o en forma de limon, productoras de bajo
grado alcohdlico que pueden producir importantes concentraciones de &acidos
volatiles (acido acético). Tales levaduras aseguran el inicio de la fermentacion y son
sensibles al anhidrido sulfuroso, de manera que su participacion es reducida cuando
las vendimias han sido muy sulfitadas. Suelen ser levaduras no pertenecientes al
género Saccharomyces, destacando las de los géneros Hanseniaspora/Kloeckera,
Candida, Rhodotorula, Kluyveromyces Pichia y Hansenula (Fleet & Heard 1993).
En la segunda y tercera fases de la fermentacion las levaduras apiculadas son
desplazadas totalmente por otras pertenecientes al género Saccharomyces, que
suelen tener forma eliptica, invaden rapidamente el medio y son bastante resistentes

al etanol producido durante la fermentacion.

Los estudios realizados sobre los agentes fermentativos de los mostos vienen
siendo numerosos desde hace varias décadas, y en ellos se ha puesto de manifiesto
¢ésta diversidad y variabilidad de las distintas poblaciones que se van sucediendo
durante el proceso, demostrando que los principales agentes de la fermentacion
espontanea son cepas pertenecientes a la especie Saccharomyces cerevisiae (Fleet &
Heard 1993). Esta variabilidad de cepas juega un papel importante en aportar parte

de las caracteristicas sensoriales al vino resultante (Pérez-Coello y col. 1999).

5.1.1. Factores que afectan a las poblaciones de levaduras en una
fermentacion espontanea

Existen determinados factores que pueden afectar a la dindmica de las
poblaciones y diversidad de cepas de levaduras presentes durante la fermentacion

natural o espontanea del mosto. Algunos de ellos son:

(i) Précticas pre-fermentativas, como clarificacion y adiciéon de SO, al mosto. En

los mostos sulfitados la poblacioén de levaduras presente durante la fermentacion esta
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representada por cepas S. cerevisiae, ya que se causa una represion de las levaduras
sensibles como las no-Saccharomyces (Longo 1991) y ademas previene contra
efectos no deseados como la elevada acidez volatil (Constanti y col. 1998). La
clarificacion puede provocar una reduccion mayor en la totalidad de la poblacion

nativa de levaduras (Ciani & Vincenzo 2002).

También se ha puesto de manifiesto que operaciones como el estrujado y el
prensado de las uvas afectan significativamente a la diversidad de levaduras (Sturm
y col. 2006). En general, los tratamientos técnicos van a tener una cierta influencia
sobre el desarrollo de las cepas de S. cerevisiae durante la fermentacion espontanea

(Epifanio y col. 1999).

(ii) Temperatura de fermentacion: Hace que disminuya la proporcion de células
de levaduras en crecimiento y modifica la ecologia de la fermentacion (Torija y col.
2002). Ademas, determinadas levaduras no pertenecientes al género Saccharomyces
evolucionan mejor a bajas temperaturas, como por ejemplo las apiculadas de los
géneros Kloeckera, con lo cual contribuyen mas en las fermentaciones que se dan
por debajo de 20 °C, y tal influencia se puede ver reflejada posteriormente en la
composicion quimica y en las propiedades sensoriales del vino (Fleet & Heard 1993;

Lambrechts & Pretorius 2000).

(iili) Adicién de un indculo iniciador realizado con levadura comercial: La
utilizacién de cultivos de levaduras iniciadores de la fermentacion, producen un
desorden en el equilibrio del ecosistema, dando lugar al desarrollo de otras cepas
silvestres en minoria, pudiendo inhibir el crecimiento de las cepas naturales
responsables de la fermentacion (Querol y col. 1992b). También se produce una
disminucion en la heterogeneidad de cepas (Gutiérrez y col. 1997; Egli y col. 1998;
Blanco y col. 2006) La utilizaciéon de un correcto cultivo iniciador, que tenga una
alta poblacion de S. cerevisiae, inhibe el crecimiento de las cepas no-Saccharomyces
(Ganga & Martinez 2004) y esto puede permitir que la adicién de SO, se disminuya

o evite, lo cual es mas beneficioso para la salud (Constanti y col. 1998).

(iv) Las bodegas: Se ha comprobado que la variabilidad de las distintas cepas de

levaduras que existen en el ecosistema de las bodegas depende de la edad de éstas, y
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las condiciones de cada cosecha (composicion del mosto, procesos elaboracion,
sulfitacion, temperatura, etc.) van a determinar el desarrollo posterior de las cepas

durante la fermentacion (Santamaria y col. 2005).

(v) Condiciones climaticas: Van a afectar al desarrollo de las levaduras durante la
fermentacion, por ejemplo las condiciones de lluvia y humedad hacen que durante la
fermentacion, si ademas la uva no estd en condiciones sanitarias buenas, se detecten
levaduras apiculadas y oxidativas como Pichia, ambas no pertenecientes al género

Saccharomyces (Longo y col. 1991).

5.2. Factores que afectan al curso de la fermentacion

5.2.1. Composicion del mosto

Cada zona enologica se puede considerar como un ecosistema en el que
existird una amplia diversidad de cepas de levaduras representativas de esa area
(Vezinhet y col. 1992; Sabate y col. 1998; Martinez y col 2004; Le Jenue y col.
2006). La presencia de estas cepas en el mosto, una vez prensado, y posteriormente
en la fermentacion estara condicionada por diversos factores entre los que destacan
las practicas pre-fermentativas y las condiciones medioambientales, como se ha
mencionado anteriormente. Pero también, el desarrollo de estas cepas va a depender

en parte de la composicidon quimica y microbioldgica del mosto.

5.1.1.1. Composiciéon quimica

En general el mosto contiene todos los nutrientes necesarios para el
crecimiento y desarrollo de las levaduras. Sin embargo, la composicion quimica
puede variar de un afio a otro en funcidén de varios pardmetros como las condiciones
climaticas, que condicionan la calidad de la cosecha y por tanto del mosto, o el
grado de maduracion de la uva antes de vendimiar. La variaciéon en la concentracion
de algunos de los nutrientes del mosto puede dar lugar a fermentaciones dificiles.

Por ejemplo, la alta concentracion de azucar afecta directamente a las levaduras
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provocando inicios del proceso complicados, a no ser que se utilicen levaduras
capaces de fermentar esos mostos. La variacidon en las concentraciones de nitrégeno
asimilable en el mosto puede producir un “efecto selectivo” sobre las cepas de
levaduras (Granchi y col. 2003), pero cuando se agota el nitrogeno afecta al

crecimiento celular pudiendo ser causa de parada fermentativa (Bisson 1999).

5.2.1.2. Composicién microbiolégica. Factor killer

Se sabe que durante el proceso de fermentacion se van sucediendo distintas
especies de levaduras. Las diversas cepas participantes se influyen reciprocamente
en sentido favorable o desfavorable, originando como consecuencia de esas
interacciones un sinergismo en sus acciones vitales, o un antagonismo. EI
antagonismo también llamado antibiosis, se manifiesta en la convivencia de dos o
mas especies microbianas cuando una de ellas, al desarrollarse més rapidamente,
termina con los nutrientes o cambia bruscamente las condiciones ambientales, o
cuando algunas especies producen compuestos quimicos activos contra otras
especies, causando bien la paralizaciéon de su desarrollo (accion antiséptica), su

muerte (accidn microbicida) o la muerte acompaiiada de lisis (accion litica).

Uno de los mas importantes antagonismos que se conocen es el llamado
“factor matador” o “factor killer”, descubierto en levaduras en el afio 1963 por
Markower y Bevan, que definieron los fenotipos killer (K), sensible (S) y neutro (N)
para S. cerevisiae (Makower & Bevan 1963).

Las cepas killer no so6lo se limitan al género Saccharomyces sino que también se han
encontrado en otros géneros como Candida, Cryptococcus, Debaryomyces,
Hanseniaspora,  Kluyveromyces,  Pichia,  Sporidiobolus, Tilletiopsis 'y

Zygosaccharomyces.

En S. cerevisiae se han descrito cinco tipos de toxinas killer, K;, K, K3, Kyg
y Ksgri, aunque la mayoria de las cepas killer aisladas de la fermentacion son
generalmente del tipo K, y Kyg, debido probablemente a que el bajo pH 6ptimo para

la actividad de estas toxinas se encuentra en el mosto (pH 2.8-3.8).
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Las levaduras vinicas silvestres con fenotipo killer estan muy extendidas por
muchas regiones del mundo (Coratza y col. 1992; Frezier & Dubourdieu 1992;
Shimizu 1993; Vagnoli y col. 1993; Versavaud y col. 1995; Da Silva 1996; Izgii y
col. 1997; Regodon 1997; Lopes y col. 2005). La presencia de estas levaduras en el
mosto y posteriormente en la fermentacion puede significar un problema en las
fermentaciones que son inoculadas con levaduras seleccionadas, ya que si el in6culo
estd preparado con levaduras sensibles, como son muchas de las levaduras
comerciales (Marquina y col. 2002), pueden llegar a ser suprimidas por las cepas
killer durante la fermentacion. Como consecuencia se pueden producir
fermentaciones lentas o incluso paradas, y aumentar la acidez volatil, la producciéon
de H»S y aromas indeseables. Esto da como resultado la obtencion de un producto
final con caracteristicas sensoriales no deseadas, que puede originar pérdidas
econdémicas para la industria (Van Vuuren & Jacobs 1992; Medina y col. 1997;

Pérez y col. 2001).

Por este motivo, cuando se realizan fermentaciones inoculadas con levaduras
seleccionadas uno de los criterios a tener en cuenta a la hora de elegir la cepa es que
tenga fenotipo killer, de esta forma puede suprimir a otras cepas silvestres no

deseadas para dirigir la fermentacion.

Ademés el uso de determinadas cepas killer puede proporcionar una
alternativa en la utilizacién de anhidrido sulfuroso utilizado para eliminar, en parte,

a estas levaduras no deseadas (Yap y col. 2000).

5.2.2. Temperatura

La temperatura de fermentacion es uno de los pardmetros més importantes
que afectan directamente a la marcha de la fermentacién y a la ecologia de los
microorganismos que se encuentran presentes en el mosto (Fleet & Heard 1993).
Dependiendo del tipo de vinificacidon que se vaya a realizar, la temperatura serd una
u otra, si por ejemplo, se trata de fermentar mostos tintos la temperatura empleada
sera alta, en torno a los 30 °C, mientras que para la fermentacion de vinos blancos se
debe mantener entre 17-20 °C para que el producto final mantenga las caracteristicas

aromaticas deseadas y un grado alcohdlico adecuado.
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En la vinificacion de blancos, cuando se produce la fermentacion tumultuosa
(inicio de la fermentacion) la temperatura aumenta con rapidez, llegando hasta los
30°-35° C, es el momento en el que hay que controlar la temperatura, porque aunque
ayuda a iniciar la fermentacion puede provocar un efecto inhibitorio en el
crecimiento de las células de levaduras. El aumento de la temperatura puede
provocar también la evaporacién de alcohol y de compuestos aromaticos primarios
procedentes de las uvas y ademds fomentar el desarrollo de bacterias dafiinas. Por
tanto, para que esto no ocurra, es necesario mantener en los depdsitos una
fermentacion lentos, se consumiran mas rapido los azlcares porque se mantendra
una proporcion de biomasa mas elevada durante todo el proceso generando un grado
alcohoélico mayor (Torija y col. 2002). La temperatura se suele controlar mediante la

utilizacion de camisas de agua fria que cubren los depositos.

El problema de fermentar a bajas temperaturas es que existen determinadas
especies de levaduras no-Saccharomyces que tienen una oportunidad de crecimiento
mayor y son mas capaces de contribuir a la fermentacion a bajas temperaturas que
las del género Saccharomyces (Sharf & Margalith 1993; Head & Fleet 1988),
pudiendo incluso llegar a predominar en las fermentaciones reflejandose su efecto en
la composicidén quimica y caracteristicas sensoriales del vino. Las bajas temperaturas
aumentan la duracion de la fermentacion alcohdlica porque las células permanecen
vivas mas tiempo debido a que se alarga la fase estacionaria, aunque disminuye la
tasa de crecimiento de las levaduras y modifica la ecologia de la fermentacion vinica
(Torija y col. 2002). De manera que, aunque fermentar por debajo de 20 °C tiene
aplicaciones industriales interesantes, porque se mantienen los aromas primarios de
las uvas, también tiene un efecto adverso en el crecimiento celular, ya que
incrementa el estrés de las levaduras durante la producciéon de vino (Bauer &
Pretorius 2000). Parece ser que la composicion lipidica de la membrana plasmatica
de las levaduras se modifica para corregir los cambios producidos en su fluidez

causados por las bajas temperaturas (Suutari y col. 1990; Torija y col. 2002).

En cuanto a las fermentaciones que se llevan a cabo a temperaturas elevadas
(en torno a 35 °C) también presentan ciertos riesgos ya que se pueden producir

paradas fermentativas dejando el mosto con concentraciones altas de azlcares sin
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consumir, produciendo por tanto fermentaciones incompletas con bajo contenido en
etanol. A temperaturas elevadas la fase estacionaria de crecimiento es muy corta
porque las células mueren debido al efecto etanol-temperatura, ya que el etanol se
vuelve mas toxico con la temperatura, sin que éstas lleguen a consumir todos los

azucares, siendo por tanto el rendimiento alcoholico menor.

6. Fermentaciones inoculadas

En el proceso industrial de vinificacion ha existido una considerable
controversia sobre la utilizacion de inéculos iniciadores de la fermentacion, ya que
éstos pueden afectar a la dinamica de las poblaciones de levaduras naturales que se
dan en las fermentaciones espontdneas reduciendo la variabilidad de cepas (Beltran
y col. 2002) y, por tanto, la complejidad y tipicidad del vino resultante. Por eso,
muchos endlogos prefieren las fermentaciones espontaneas frente a las inoculadas

con levaduras seleccionadas.

6.1. Empleo de levaduras secas activas (LSA)

Aunque los cultivos liquidos de levadura vinica han sido utilizados desde
1930 (Instituto Laclaire, Francia), las levaduras secas activas no se introdujeron
hasta mediados de los afnos 50. Las primeras levaduras secas activas fueron
producidas en California (Estados Unidos) a mediados de los 60 pero solamente se
comercializaron dos cepas de Saccharomyces cerevisiae (Montrachet y Pasteur
Champagne). Estas cepas fueron utilizadas universalmente como cepas iniciadoras
en todo tipo de fermentaciones pero, aunque fueron aisladas originalmente de
fermentaciones naturales (Johnston y col. 2000), se vio que no eran las mas
adecuadas para fermentar todos los tipos de mostos ya que éstos varian segln las
distintas variedades de uvas y cada region geograficas. El uso de estas levaduras
comerciales no se extendio hasta finales de la década de los 70. Desde entonces, en
varias zonas de Europa, Estados Unidos, Canada, Sudéfrica y Australia se llevan a

cabo fermentaciones utilizando estas levaduras secas activas como iniciadores de la
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fermentacion, aunque en otras zonas el uso de estas levaduras esta todavia
restringido como en el sur de América (Martinez y col. 2004). Ademas el nimero de
levaduras vinicas disponibles en el mercado para su utilizacion como iniciadores de
la fermentacion se ha disparado en los ultimos afios (Degre 1993; Pretorius 2000;

Fernandez-Espinar y col. 2001).

El origen de las levaduras secas o liofilizadas para su uso en la industria
vinicola como cultivo iniciador puede ser: (i) distinto al de una determinada zona de
vinificacion como es el caso de la mayoria de las levaduras comerciales; (ii) o puede
ser una cepa autoctona previamente seleccionada por tener las caracteristicas

apropiadas para dirigir una fermentacion en una region enoldgica.

Las caracteristicas que se le exigen a una levadura seca activa son,
principalmente, que produzca fermentaciones vigorosas, con una fase de latencia
corta frente a las fermentaciones espontaneas, reproducibles, predecibles y con baja
concentracion de azucar residual, que posea una buena tolerancia al etanol, a la
temperatura y al anhidrido sulfuroso y que produzca un buen perfil aromatico exento

de aromas no deseados.

6.2. Seleccion de cepas de levaduras autéctonas

La utilizacion de cepas de levaduras comerciales es una practica comun en la
mayoria de las bodegas para asegurar la reproducibilidad del producto final afio tras
afio y reducir también el riesgo de contaminacidon. Pero esta practica puede
determinar que se produzca una sustitucién progresiva de la microbiota local
(autéctona) y como consecuencia una pérdida en la tipicidad de los vinos de una

region determinada (Cappello y col. 2004).

Para evitar esta pérdida de tipicidad hoy dia se tiende a seleccionar cepas
autoctonas que estan muy bien adaptadas a cada regién productora de vino y, por
tanto, a las condiciones climaticas, a las variedades de uvas de cada zona y a los

mostos obtenidos de ellas y a las practicas y técnicas de vinificacion utilizadas
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(Ramoén 1997; Heard 1999). Estas cepas seran las responsables, en parte, de las

caracteristicas sensoriales de los vinos obtenidos en cada region.

6.2.1. Criterios de seleccion

La seleccion de cepas adaptadas a distintos tipos de vinificaciéon es muy
importante para asegurar por un lado el inicio, desarrollo y finalizacion de la
fermentacion, y por otro la mejora de las cualidades del producto final. Algunos
criterios de seleccion a tener en cuenta para seleccionar una levadura y establecer

sus propiedades enologicas son los siguientes:

e Alto poder fermentativo

e Produccidon minima en acidez volatil

e Regularidad en la actividad fermentativa

e (urva termodinamica adecuada, tratando de paliar el problema térmico en los
depositos de fermentacion

e Alta tolerancia al etanol

e Resistencia al SO,

e Fenotipo killer

e Floculaciéon

e Produccion de un buen perfil aromatico exento de aromas no deseados

e Maiaxima reduccion de la fase de latencia

Estos criterios se han clasificado como favorables, pero existen otros

considerados no favorables como por ejemplo:

e Produccién de H,S
e Formacion de espuma

e Produccion de acidez volatil
Uno de los primeros pasos a la hora de seleccionar cepas autoctonas es

caracterizar como es la dindmica de las poblaciones en una fermentacién espontanea

ya que serviria de ayuda para conocer las cepas autdctonas mdas representativas de
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entre las poblaciones silvestres. Esta primera aproximacion ha sido seguida por
diversos grupos de investigacion (Esteve-Zarzoso y col. 2001; Raspor y col. 2002;
Redzepovic y col. 2002). Después, el segundo paso en la seleccion seria evaluar las
propiedades enologicas de estas cepas en condiciones de laboratorio (Lopes y col.

2002).

En nuestro estudio las caracteristicas de interés enoldgico aplicadas, en
principio, para elegir las cepas autdctonas mas apropiadas para dirigir

fermentaciones industriales fueron:

(i) Alto poder fermentativo
(i1) Buena tolerancia al etanol

(iii) Fenotipo killer

6.3. Pie de cuba

El pie de cuba se podria definir como un volumen de mosto en plena
fermentacion, conducido en las mejores condiciones posibles, que sirve para iniciar
la fermentacion del mosto fresco y nos garantiza el predominio de las mejores

levaduras para el proceso enoldgico.

Antes de conocer la importancia del protagonismo de las levaduras y lo que
representaba en la buena marcha del proceso el factor bioldgico, el pie de cuba se
preparaba unos dias antes de la vendimia (pre-vendimia) recolectandose racimos de
uvas sanos y bien maduros de los que se obtenia mosto que se dejaba fermentar
hasta alcanzar 6-8 ° alcohdlicos. En esas condiciones, cuando predominaban las
levaduras de la segunda fase de la fermentacidon, este fermento se afadia a los

depositos donde se hallaba el mosto procedente de la vendimia.

En el caso de inocular las fermentaciones con levaduras secas activas, lo
primero que se hace es re-hidratar las levaduras en agua y mosto. Pero la dominancia
de un cultivo iniciador no siempre estd garantizada ya que depende de las

condiciones especificas de la vinificacion como por ejemplo (i) viabilidad y nivel
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del indéculo, (ii) uso correcto del indculo, (iii) caracteristicas fisiologicas y
metabolicas del inoculo iniciador y (iv) tecnologia empleada en la elaboracion del
vino (clarificacion, temperatura de fermentacion adicion de SO2, etc.) (Ciani &

Vincenzo 2002).

En algunos tipos de vinificacion se ha propuesto la pre-adaptacion de los
cultivos iniciadores a las condiciones especificas del proceso, para asegurar la
dominancia del cultivo y mejorar el desarrollo de las fermentaciones (Llaurado y

col. 2005).

Cuando se trata de inocular volimenes de mosto muy grandes para realizar
fermentaciones en condiciones industriales lo mas adecuado es realizar varios
escalamientos a partir del indculo iniciador hasta alcanzar un volumen que asegure
el inicio de la fermentacion. En el caso de disponer de levaduras conservadas en
condiciones de laboratorio y no liofilizadas (LSA) se debe preparar un pie de cuba
que tendré dos fases bien diferenciadas, una primera llevada a cabo en un laboratorio
en condiciones muy controladas utilizando pequefios volumenes de mosto estéril, y
otra segunda realizada en la bodega para conseguir el volumen final de pie de cuba
deseado. En este caso para realizar los escalamientos, el mosto utilizado no estara

estéril.

6.4. Fermentaciones inoculadas frente a fermentaciones espontaneas

En el proceso industrial de vinificacion ha existido una considerable
controversia sobre la utilizacion de levaduras comerciales secas activas (LSA) como
inoculos iniciadores de la fermentacion, ya que éstos pueden afectar a la dinamica de
las poblaciones de levaduras naturales que se dan en las fermentaciones espontaneas,
reduciendo la variabilidad de cepas silvestres (Beltran y col. 2002) y, por tanto, la
complejidad y tipicidad del vino resultante. Incluso esta reduccion de la diversidad
de levaduras se ha observado en fermentaciones espontaneas realizadas en bodegas
en las que se habian utilizado previamente levaduras secas activas (Constanti y col.
1997; Santamaria y col. 2005; Blanco y col. 2006). Por este motivo muchos

enologos prefieren las fermentaciones espontdneas a las inoculadas con levaduras
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secas activas. Pero hay que destacar los problemas que se pueden presentar al
fermentar de forma espontdnea, como por ejemplo inicios tardios de la fermentacion,
la proliferacion de levaduras contaminantes u otras levaduras indigenas que no

aporten las caracteristicas deseadas al producto final, fermentaciones lentas, etc.

El problema de la pérdida de tipicidad se resuelve utilizando levaduras
autoctonas seleccionadas, de manera que la inoculacion con cepas adecuadas a cada
tipo de vinificacion presenta ciertas ventajas sobre la fermentacion espontanea,
consiguiendo controlar, en parte, la fermentacién debido a la imposicioén de la cepa

inoculada.
Las ventajas que ofrece la inoculacidn son, por tanto:

e Fermentaciones vigorosas con un rapido comienzo del proceso que se traduce
en una fase de latencia corta

e La no proliferacion de levaduras no-Saccharomyces

e Realizacion completa de la fermentacion alcohdlica con baja concentracion

de azucares residuales

Aunque también es importante a la hora de inocular tener una concentracioén

adecuada de levaduras, ya que ésta va a determinar la dindmica del proceso.

7. Técnicas de identificacion y caracterizaciéon genética en
levaduras industriales

Hasta la década de los noventa, las pruebas microbiologicas clasicas basadas
en caracteristicas morfologicas, bioquimicas y reproduccion sexual se utilizaban
para identificar y caracterizar levaduras vinicas. Pero estos métodos s6lo permitian
discriminar entre especies, siendo muy laboriosos e imprecisos (Barnett y col. 1990;
Deak 1993). El reciente desarrollo de las técnicas moleculares, basadas en el estudio
directo del ADN, ha permitido conocer la distribucion de la especie Saccharomyces

cerevisiae a nivel de cepa.
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Algunas de estas técnicas son: Electroforesis en Campo Pulsante (PFGE) y
Polimorfismo para la Longitud de los Fragmentos de Restriccion del ADN
mitocondrial (RFLP-ADNmt). La ventaja que presentan frente a las técnicas clasicas
es que muestran la amplia diversidad existente entre las cepas de S. cerevisiae
aisladas de procesos industriales y de la naturaleza (Querol y col. 1992a; Pérez y
col. 2001; Schuller y col. 2004) y permiten, en fermentaciones inoculadas, conocer
si la cepa de levadura utilizada es la que dirige el proceso o no. Por tanto estas
técnicas son una poderosa herramienta para el control industrial y para el estudio de
la ecologia y dindmica de poblaciones de cepas naturales que estan involucradas en

los procesos de fermentacion del vino.

7.1. Electroforesis en Campo Pulsante (PFGE). Cariotipo
Electroforético

Las siglas PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis) engloban a una serie de
técnicas utilizadas para la separacion de moléculas cargadas como el ADN, que
tienen en comun la aplicacion de un campo eléctrico cuya direccion varia en forma
de pulsos durante la electroforesis. De esta manera se consigue una dindmica de
migracion de las moléculas de ADN a través de un gel de agarosa mas compleja que
permite el aumento del poder de resolucion de la técnica con respecto a una
electroforesis convencional, consiguiendo separar moléculas de gran tamafio o

cromosomas que se diferencian entre si en relativamente pocas pares de bases.

La utilizacioén de esta técnica requiere una preparacion de las muestras para
adecuarlas a las condiciones de tratamiento, ya que para separar cromosomas
mediante la accion de un campo eléctrico, éstos deben ser liberados del nucleo de las

células.

Tras la electroforesis en campo pulsante los cromosomas aparecen dispuestos
en forma de patron de bandas o cariotipo electroforético. Los patrones de distintas
cepas pueden presentar diferencias en el numero, intensidad y movilidad
electroforética de las bandas. Estas diferencias son las que ayudan a identificar y

caracterizar cepas individuales en un proceso industrial.
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Utilizando la electroforesis en campo eléctrico homogéneo, una modalidad de
PFGE, Chu y col. (1986) resolvieron el cariotipo de Saccharomyces cerevisiae en 15
bandas, correspondiendo cada una a un cromosoma distinto siendo el rango de
tamafio de éstos de 200 a 2200 kb. Las bandas con tamafios por debajo de 500 kb

son caracteristicas de cepas pertenecientes a esta especie.

Yamamoto y colaboradores (1991) consiguieron diferenciar claramente 51
patrones electroforéticos de 77 cepas vinicas aisladas de la fermentacion mediante
PFGE. Afirmaron que cepas con idénticos patrones cromosdOmicos pueden ser
consideradas la misma cepa, siendo esta técnica una herramienta util y fiable para la

diferenciacion de cepas.

7.1.1. Polimorfismo ctromosémico

Con la técnica de electroforesis en campo pulsante se ha podido determinar
que existe un polimorfismo muy elevado entre las poblaciones de cepas silvestres
aisladas de la fermentacion (Vezinhet y col. 1992;) y otros procesos industriales
(Coddn y col. 1998). Las variaciones en el numero de cromosomas halladas en las
cepas de levaduras que participan en procesos industriales, como la elaboracion del
pan, cerveza o vino, se interpret6 como una consecuencia de los mecanismos de
adaptacion de estos microorganismos a las condiciones del entorno industrial, que
implica la existencia de una fuerte presién de seleccion actuando sobre el genoma

nuclear (Bakalinsky & Snow 1990).

La causa principal del polimorfismo es debida a reorganizaciones
cromosOémicas que implican cambios en el cariotipo durante el crecimiento
vegetativo de las cepas de levaduras (Longo & Vezinhet 1993). Las
reorganizaciones cromosomicas son ventajosas porque generan variabilidad genética
en organismos que carecen de ciclo de vida sexual, como la mayoria de las levaduras
vinicas, y ademds permiten que evolucionen y se adapten a un medio industrial
determinado -evolucidn adaptativa- (Rachidi y col. 1999; Puig y col. 2000; Infante y
col. 2003). Esta afirmacion valida la hipdtesis de considerar cepas distintas, al
menos desde el punto de vista industrial, a aquellas con cariotipos electroforeticos

distintos.
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En levaduras vinicas las reorganizaciones cromosomicas son debidas
generalmente a procesos de recombinacion mitdtica, ya que en estos organismos la
frecuencia de esporulaciéon mediante meiosis es baja (Longo & Vezinhet 1993; Ibeas
& Jiménez 1997; Nadal y col. 1999), aunque existen casos en los que se producen

recombinaciones durante la meiosis en alta proporcion (Codén y col. 1997).

La recombinacién, definida como el proceso de intercambio o de
transferencia de informacion entre moléculas de ADN puede ser de dos tipos (Prado
y col. 2003): (i) recombinacién homoéloga (HR) y (ii) recombinacién no homologa
(non homologous end joining, NHEJ) que participa en la reparacion de las roturas de

la doble cadena de ADN.

La recombinacion homologa juega un papel muy importante durante el ciclo
de vida de muchos organismos, tanto en meiosis como en mitosis. En meiosis una de
sus funciones es la de producir el entrecruzamiento entre las cromatidas de los
cromosomas homologos para generar variabilidad genética. Durante la mitosis es el
mecanismo principal que promueve las reparaciones de las lesiones que pueda sufrir

el ADN por diversas causas (Cromie y col. 2001).

La recombinacion homologa, producida en mitosis en levaduras vinicas y
durante el crecimiento vegetativo, puede darse entre secuencias homologas de
cromosomas homologos (Longo & Vezinhet 1993), o bien entre secuencias
homologas de cromosomas no homoélogos (recombinacidon oculta) (Nadal y col.
1999; Wolfe & Shields 1997). La recombinacion homoéloga no alélica (entre
cromosomas no homologos) se da al azar entre secuencias homologas, que se
encuentran repetidas y repartidas por todo el genoma. Estas secuencias son: (i)
transposones de la familia Ty, que son secuencias capaces de saltar a otra posicion
distinta dentro del genoma nuclear; (ii) secuencias LTRs (Long Terminal Repeat),
que son repeticiones en tandem que flanquean a los transposones, y pueden ser de
varios tipos, 0, T, ® y o; (iii) secuencias teloméricas y subteloméricas Y ' y X, que
aparecen repartidas en tindem en el extremo de los cromosomas; (iv) genes del ARN

ribosémico y (v) genes del ARN transferente.
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Ademas, estas secuencias, asi como otras microhomologias entre secuencias
no alélicas pueden utilizarse como cebadores en el proceso de reparacion de roturas
de la doble hélice mediante NHEJ, que genera reorganizaciones cromosdmicas al
producirse entre fragmentos de cromosomas distintos. La induccion del proceso
NHEJ para la reparacion de roturas de la doble hélice se ha propuesto como una
causa fundamental de wvariabilidad en el cariotipo y evolucion adaptativa en

levaduras industriales (Infante y col. 2003).

En levaduras industriales se ha determinado que los transposones de los tipos
Tyl y Ty2 estan repartidos por todo el genoma, asi como las secuencias

subteloméricas Y (Codon y col. 1998).

Aunque los procesos de recombinacion mitdtica pueden explicar el alto
polimorfismo detectado entre las levaduras industriales, cuyos ciclos de vida son
generalmente asexuales, Mortimer y colaboradores (1994) propusieron un modelo
llamado “Genome Renewal” como posible alternativa. El modelo propone que las
cepas vinicas diploides que acumulan mutaciones deletéreas como heretocigotas
pueden llegar a esporular en condiciones de crecimiento vegetativo. Dado que estas
cepas son mayoritariamente homotélicas, pueden formar células diploides
homocigotas, generando asi nuevos clones que puedan sustituir al resto si durante
ese proceso adquirieron alguna ventaja selectiva. Pero algunos hechos como el alto
nivel de heterocigosidad y la baja frecuencia de esporulacion en las levaduras
vinicas (Bakalinsky & Sannow 1990; Barre y col. 1993; Guijo y col. 1997) no estan

a favor de esta teoria.

Las cepas de levaduras vinicas de fermentacion no tienen un cariotipo estable
y definido formando parte de las poblaciones como se ha mostrado en el caso de las
levaduras de velo de flor que son mucho mas homogéneas, presentando un menor

polimorfismo cromosomico (Mesa y col. 1999).

7.1.1.1. Inestabilidad del cariotipo

En muchas cepas silvestres se ha detectado inestabilidad genética, fendmeno

definido porque sus cariotipos varian notablemente con el paso de las generaciones
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en crecimiento vegetativo. La inestabilidad cariotipica se puede dar tanto en meiosis
como en mitosis, y es debida a reorganizaciones cromosomicas que dan como
resultado la aparicion de polimorfismo cromosdémico entre clones de una misma
cepa o entre sus derivados meioticos. Este fendmeno es muy importante desde el
punto de vista industrial ya que el uso de una cepa de levadura seleccionada que
presente inestabilidad en su cariotipo no garantiza la reproducibilidad de las
propiedades del producto final en un proceso industrial. La inestabilidad de los
cariotipos en cepas de levaduras naturales es un fenotipo dificil de detectar siendo la
forma mas adecuada de hacerlo mediante el cariotipo electroforético, analizando un
amplio numero de clones aislados tras muchas generaciones en crecimiento

vegetativo.

Adams y colaboradores (1992) analizaron la inestabilidad de los cariotipos
aislados, después de pasar 1000 generaciones, a partir de una cepa de
Saccharomyces cerevisiae que se encontraba en crecimiento vegetativo en un medio
con limitacion de fosfato. Mostraron que la consecuencia de la adaptacion a ese
medio fue la aparicion de polimorfismo en los clones, pudiéndoles proporcionar este

cambio alguna ventaja selectiva.

Longo y Vezinhet (1993) pusieron de manifiesto la inestabilidad del cariotipo
en una cepa vinica diploide, de manera que los clones, aislados tras pasar 275
generaciones, presentaron cambios en cromosomas pequeiios como los cromosomas
I, VI, VIII y V siendo las variaciones mas frecuentes en los cromosomas [ y VL.
Afirmaron que estas modificaciones en los cariotipos de los clones se debieron a
reorganizaciones cromosomicas producidas durante las divisiones mitdticas de las

células, la cuales parece que suceden con una frecuencia alta.

Nadal y colaboradores (1999) analizaron la inestabilidad genética de cepas
vinicas aisladas de la segunda fermentacién de vinos espumosos observando que,
después de pasar 100 generaciones, los cariotipos de los clones aislados variaron en
las zonas de los cromosomas de mayor tamafio, como XII y IV, y en la de los de
menor tamano, como IX, III, VI y I. Mostraron que la alta variabilidad en el tamafio
del cromosoma XII se debi6 a variaciones en los genes que codifican para el ARN

ribosémico, siendo esta variacion una caracteristica comun de las cepas de levaduras
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(Chindamporn y col. 1993; Pasero & Marilley 1993). Observaron que las
modificaciones del cromosoma IX se debieron a la variacion en el nimero de copias
del gen SUC2 que codifica para la enzima invertasa, esencial para el metabolismo
del azucar sacarosa, ya que estas levaduras, en la produccion de vino espumoso,
tienen en la segunda fermentacion éste azlicar como Unica fuente fermentable.
Concluyeron que estos cambios estuvieron influenciados por el medio de
crecimiento, siendo la principal fuente de inestabilidad cromosdmica durante la
mitosis las recombinaciones ocultas (entre secuencias homologas en posiciones no

alélicas).

Carro y Pifia (2001), continuando con el estudio de las levaduras de vinos
espumosos, analizaron la inestabilidad cariotipica, tras 100 generaciones, de los
derivados mitoticos de una cepa aislada de la segunda fermentacion de este tipo de
vinos. Pusieron de manifiesto que la principal modificacién en los cariotipos se
debié a variaciones en las repeticiones de los genes ribosomicos, afirmando que

estos cambios no son indicativos de inestabilidad genética.

7.2. Polimorfismo para Ia Longitud de los Fragmentos de Restriccion
del ADN mitocondrial (RFLP-ADNmt)

Las endonucleasas de restriccién son enzimas que cortan el ADN en sitios o
secuencias especificos que se denominan dianas de restriccion. Son aisladas de
microorganismos simples como bacterias, que las producen fundamentalmente para
degradar acidos nucleicos de origen exdgeno como el procedente de la infeccion de
un virus. Estas enzimas, cuyo descubrimiento significo el nacimiento de la Biologia
Molecular moderna, también juegan un papel muy importante en la identificacion y

caracterizacion de cepas de levaduras industriales.

El alto contenido de bases AT en el ADN mitocondrial de las levaduras hace
que se produzcan fragmentos de restriccion de gran tamafio, cuando el ADN
gendmico se trata con enzimas de restriccidon cuyas dianas de restriccion presentan
alta proporcion de las bases CG, quedando el ADN nuclear degradado

completamente. De esta manera se puede analizar el patrén de restriccion del ADN
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mitocondrial evitando contaminacion del ADN nuclear sin necesidad de aislar
mitocondrias (Querol y col. 1992a). Cuando se analizan estos fragmentos mediante
una electroforesis convencional en gel de agarosa se observa un patrén de bandas
caracteristico para una especie o incluso de una determinada cepa industrial. El
polimorfismo encontrado tras aplicar esta técnica a diferentes cepas industriales,
hace que, junto a la anterior, sean las dos técnicas mds importantes de

caracterizacion de levaduras (Querol y col. 1992a; Benitez y col. 1996).

7.3. Otras técnicas de Biologia Molecular aplicadas al estudio de las
levaduras industriales

7.3.1. Reaccion en Cadena de Ia Polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa es un método utilizado para
amplificar in vitro secuencias especificas de ADN mediante ciclos repetidos de
sintesis, utilizando cebadores (primers) especificos y la enzima ADN polimerasa, 1o
cual permite multiplicar hasta mil millones de veces en un tubo de ensayo una

secuencia determinada de ADN.

El esquema de un ciclo de amplificacion de PCR es el siguiente: las dos
hebras complementarias de una cadena de ADN se separan por calor, los cebadores
se unen en lugares especificos de cada hebra y a partir de ellos, la ADN polimerasa
va catalizando la unién de los nucleodtidos, tomando como molde cada una de las

hebras. El resultado son dos nuevas dobles hebras de ADN.

La enzima ADN polimerasa que se utiliza suele ser la Tag polimerasa que
permanece estable a las altas temperaturas que se utilizan para desnaturalizar el
ADN en cada ciclo (hasta 95 °C). Esta enzima fue aislada de la bacteria Thermus

aquaticus.
Los productos de PCR pueden ser analizados mediante electroforesis en geles

de agarosa, o bien ser secuenciados, aumentando el poder de resolucion de esta

técnica en estudios de caracterizacion molecular.
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En hongos, y particularmente en levaduras, las secuencias de ADN que se
han de amplificar deben tener un alto grado de conservacion, para evitar considerar
los cambios en el genoma debidos a mutaciones puntuales. Una de estas regiones
altamente conservadas es la que contiene los genes que codifican para el ARN
ribosoémico. De manera que la técnica de PCR se utiliza para la identificacion de
levaduras vinicas, amplificando primero estas regiones junto con los espaciadores
transcritos internos (ITS). Las secuencias ITS, al ser mas variables, se incluyen
cuando se pretende distinguir entre cepas relacionadas de una misma especie. Tras la
amplificacion por PCR se digiere el producto con una enzima de restriccion
determinada (Guillamoén y col. 1998; Esteve-Zarzoso y col. 1999; Fernandez-Espinar

y col. 2000; Espinosa y col. 2002).

La técnica de PCR también ha sido empleada para la deteccion temprana de
levaduras contaminantes como Dekkera-Brettanomyces de entre la poblacion de las
levaduras que forman el velo de flor involucrado en la crianza bioldgica del vino
fino (Ibeas y col. 1996). La ventaja que presenta esta técnica es que, conociendo la
secuencia especifica que se quiere amplificar, se puede detectar la presencia de estas
levaduras a partir de muestras tomadas directamente del barril, sin necesidad de

purificar previamente los 4cidos nucleicos.

8. Aplicacion de las técnicas de Biologia Molecular a la
Enolégica. Antecedentes

El reciente desarrollo de las técnicas de Biologia Molecular ha permitido
desde la primera década de los 90 la caracterizacion genética de cepas de levaduras
de la especie S. cerevisiae que participan en diversos procesos industriales, como
por ejemplo la elaboracion del pan, cerveza, vino, etc. En diversas regiones del
mundo, ademads, ha permitido facilitar la seleccidon de levaduras vinicas, asi como su
seguimiento durante las fermentaciones en el caso de ser inoculadas. Se ha podido
asociar determinadas cepas o especies a areas concretas de vinificacion, y ademas
¢éstas técnicas han arrojado nuevas pistas sobre el origen de las levaduras que forman
parte de la fermentacion del mosto, etc. Algunos de los trabajos realizados por

diversos grupos de investigacion se resumen a continuacion:
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En primer lugar, el alto polimorfismo encontrado en el trabajo pionero
mencionado anteriormente de Yamanoto y colaboradores (1991) lleva a proponer el
uso del cariotipo electroforético para definir las cepas dentro de la especie S.

cerevisiae desde un punto de vista industrial.

Vezinhet y colaboradores (1992) realizaron un estudio ecoldgico, durante
varios afios consecutivos, de las levaduras vinicas asociadas a una region productora
de vino en Francia. Aplicaron tanto la técnica de PFGE como la de RFLP-ADNmt,
observando que los dos métodos fueron validos para poner de manifiesto la alta
diversidad de patrones participando en la fermentacion espontdnea, pudiendo
confirmar la existencia de cepas nativas representativas de una zona enoldgica

determinada.

Querol y colaboradores (1992c) utilizando las técnicas de PFGE y RFLP-
ADNmt llevaron a cabo una seleccion de cepas autoctonas en los vinos de Alicante,
eligiendo aquélla de entre varios aislamientos que mostrd las mejores propiedades
enologicas (fenotipo killer, cinética de fermentacion adecuada y propiedades
organolépticas adecuadas). Con las dos técnicas moleculares citadas anteriormente
hicieron una caracterizacién genética de la cepa elegida. La cepa seleccionada fue
liofilizada en forma de levadura seca activa (LSA) y sirvié para inocular las
fermentaciones, en condiciones industriales, en esta region en afios posteriores
(Querol y col. 1992b). Mediante los perfiles de restriccion obtenidos con
determinadas enzimas, hicieron un seguimiento de la cepa inoculada y estudiaron
como incidi6 ésta cepa en la poblacion silvestre de levaduras que participaban en la
fermentacion, asi como su capacidad de implantacion frente a ellas. Estos mismos
autores estudiaron, aplicando la misma técnica, la dinamica de las poblaciones de
levaduras que se van sucediendo durante una fermentacién espontdnea del mosto,
poniendo de manifiesto el elevado polimorfismo que existe entre las cepas de la

especie S. cerevisiae.

Versavaud y colaboradores (1995) utilizaron el cariotipo electroforético,
RFLP-ADNmt, y PCR para estudiar la variabilidad genética, afinidades filogenéticas
y la distribucion geografica de levaduras silvestres de S. cerevisiae involucradas en

los procesos de fermentacion espontanea en la region de Charentes (Francia).
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Nuevamente, con las dos primeras técnicas pusieron de manifiesto un elevado
polimorfismo ademas de la sucesion de especies de levaduras que se dan durante la
fermentacion espontanea. Observaron que las iniciadoras del proceso fueron cepas
no-Saccharomyces, predominando en la mitad y final de la fermentacion cepas de S.
cerevisiae, afirman que las cepas predominantes durante la fermentacion se pueden
considerar representativas de una determinada zona enoldgica, igual que se observo

en estudios previos en otra zona distinta de Francia (Vezinhet y col. 1992).

Sabaté y colaboradores (1998) observaron resultados similares, en cuanto a la
diversidad y sustitucion secuencial de distintas cepas de levaduras S. cerevisiae
durante la fermentacién espontdnea utilizando como herramienta la técnica de

RFLP-ADNmt.

Mesa y colaboradores (1999) realizaron una caracterizacion genética,
utilizando las técnicas de PFGE y RFLP-ADNmt, de las poblaciones de levaduras
que forman parte del velo de flor propio de la crianza bioldgica de los vinos finos en
la zona del Marco de Jerez. Mostraron en un sistema dinamico de criaderas y soleras
la variacion de estas poblaciones en funcion del estado de envejecimiento del vino,
asi como la predominancia de determinadas cepas en cada fase debido a la mejor
adaptacion de éstas a las condiciones del vino. Determinaron ademés, comparando
dos sistemas estaticos de envejecimiento biologico (Mesa y col. 2000), una
correspondencia entre el tipo de cepas presentes en cada sistema (caracterizadas
genéticamente mediante PFGE y RFLP-ADNmt) y las caracteristicas del vino

envejecido.

Esteve-Zarzoso y colaboradores (2000) llevaron a cabo un estudio de la
microbiota presente durante la fermentacion espontdnea de los mostos procedentes
de distintas variedades de uvas en la zona de El Penedés, para seleccionar una cepa
autéctona y utilizarla como inoculo iniciador del proceso. Para este fin, primero
llevaron a cabo una caracterizacion genética mediante el analisis de los perfiles de
restriccion para el ADN mitocondrial, que les sirvio de ayuda a la hora de
simplificar el numero de aislamientos como posibles candidatos para ser

seleccionados. Demostraron ademas que las cepas autdctonas seleccionadas son
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importantes contribuidoras a la fermentacion del vino, y que estan mejor adaptadas a

las condiciones de la fermentacion que las levaduras comerciales foraneas.

Naumov y colaboradores (2000), por un lado realizaron un estudio de
identificacion mediante la técnica de PFGE entre dos especies de levaduras
pertenecientes al grupo Saccharomyces “sensu stricto”, mostrando que la especie S.
bayanus var. uvarum puede distinguirse de S. cerevisiae por su cariotipo
electroforético ya que las cepas de la primera especie presentan dos bandas de
tamafio molecular comprendido entre 245-370 kb frente a las tres que presentan las
cepas de S. cerevisiae. Por otro lado, analizaron las poblaciones de levaduras
relacionadas con tres regiones de Francia productoras de vino, poniendo de
manifiesto que estas poblaciones variaron segin el area estudiada y el tipo de
vinificacion realizada en cada una, cambiando la frecuencia de aparicion de algunas
cepas en una misma localidad de un afio a otro. Ademas mostraron la presencia de
cepas de S. bayanus var. uvarum en las uvas de los vifiedos, relacionando ademas
estas cepas con fermentaciones llevadas a cabo a bajas temperaturas, como
posteriormente también observaron en los vinos de Tokaj (Eslovaquia y Hungria)

(Naumov y col. 2002).

Torija y colaboradores (2001) analizaron las poblaciones de levaduras que
forman parte de las fermentaciones espontdneas en dos regiones del noreste de
Espafia durante tres afios consecutivos. Utilizando la técnica de RFLP-ADNmt
encontraron que estas poblaciones variaron de un afio a otro, aunque existieron cepas
que permanecieron en las bodegas de un afio a otro, formando asi parte de un nicho

ecologico de las bodegas.

Ciani y colaboradores (2004) estudiaron el origen de las cepas de levaduras
de S. cerevisiae en una bodega de vinificacion. Utilizando la técnica de PCR
confirmaron que las cepas que se encuentran colonizando las superficies de la
bodega (equipamiento y fermentadores) son las que posteriormente llevan a cabo la
fermentacion espontanea del mosto. Posteriormente, Comiti y Ciani (2006) con la
técnica de PCR-RFLP mostraron que las cepas de S. cerevisiae no estan en las uvas
(dafiadas o intactas) de los vifiedos, y que las bayas no proporcionan el nicho

ecoldgico mas adecuado para el desarrollo y colonizacion de estas levaduras.
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Raspor y colaboradores (2002) en una zona vinicola de Eslovenia, utilizaron
la técnica de PFGE para caracterizar las levaduras presentes en una fermentacion
espontdnea, y para comprobar la implantacién de una levadura comercial en el caso
de una fermentacién inoculada. Comprobaron la presencia de levaduras no-
Saccharomyces durante las primeras 48 horas en la fermentacion espontanea,
poniendo de manifiesto los riesgos que supone fermentar de esta forma frente a una
fermentacion inoculada, destacando la importancia de inocular las fermentaciones
con cepas de levaduras autdctonas. Posteriormente, también en Eslovenia, estudiaron
la influencia de las variedades de uvas y la localizacion geografica sobre las
poblaciones silvestres de levaduras en las bayas. Mediante la técnica PCR-RFLP
estudiaron la region de los genes ribosomicos 18S-ITS poniendo de manifiesto la
presencia de diversos géneros de levaduras no-Saccharomyces existiendo en las
superficies de las uvas, cuya presencia fue variable en funciéon de la localizacion
geografica, variedades de uvas (tintas o blancas) y de las condiciones micro-
climaticas que las rodeaban, no detectando cepas de S. cerevisiae (Raspor y col.

2006).

Granchi y col. (2003) realizaron un estudio en el que evaluaron si la
diversidad de cepas de S. cerevisiae en una fermentacidon espontanea, realizada en
condiciones industriales, se vio influenciada por la concentracion inicial de
nitrogeno asimilable. Utilizando la técnica de RFLP-ADNmt pusieron de manifiesto
que la variabilidad genética de cepas propias de las fermentaciones espontaneas no

dependio de la disponibilidad de nitrogeno inicial en el mosto.

En las fermentaciones espontdneas de vinos tintos, llevadas a cabo en
condiciones industriales en Mendoza (Argentina) también se han realizado estudios
acerca de la dindmica de las poblaciones de las levaduras. Mediante el método de
PCR-RFLP de la regiéon 5.8S-ITS de los genes ribosémicos Combina y
colaboradores (2005) identificaron al comienzo (y mitad, en algunos casos) de tres
fermentaciones, realizadas con tres mostos procedentes de distintas variedades de
uvas, diversas especies de levaduras no-Saccharomyces, siendo la especie S.
cerevisiae la que se implantd hacia la mitad y final en cada proceso. Pusieron de
manifiesto la distinta frecuencia de aparicion de las distintas especies de levaduras

en funcion del tipo de mosto.
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Lopes y colaboradores (2002) en la Patagonia argentina utilizaron las
técnicas de RFLP-ADNmt y PCR-RFLP de determinadas secuencias génicas para
hacer un estudio ecoldgico. Pusieron de manifiesto la diversidad y dinamica de las
cepas de levaduras presentes durante las fermentaciones espontaneas llevadas a
cabo, tanto en condiciones de laboratorio como industriales, en mostos tintos.
Posteriormente, en esta region (Lopes y col. 2007) evaluaron mediante RFLP-
ADNmt la capacidad de implantacion de una cepa de levadura autoctona
seleccionada en fermentaciones llevadas a cabo en condiciones industriales,
relacionando los resultados obtenidos con las cualidades sensoriales del producto

final.

Martinez y colaboradores (2004) realizaron una caracterizacion de cepas de
levaduras mediante las técnicas de RFLP-ADNmt y PFGE en tres areas distintas
productoras de vino en Chile (América del Sur), estudiando la influencia de la
utilizacion de las levaduras comerciales foraneas sobre las cepas autdctonas.
Comprobaron que la técnica de PFGE proporciond un mayor poder de
discriminacion entre cepas ya que detectaron mayor variabilidad genética entre los

aislamientos estudiados que con la técnica de RFLP-ADNmt.

En Italia, Cappello y colaboradores (2004) investigaron la posible correlacioén
entre origen geografico, variedades de uvas y poblacion de levaduras en la ultima
fase de la fermentacion, estableciendo, ademas, el posible origen de las levaduras.
Mediante el empleo de técnicas como PCR-RFLP de diversas secuencias génicas y
RFLP-ADNmt estudiaron la estrecha relacién entre diversas cepas de S. cerevisiae
aisladas de distintas fermentaciones realizadas con mostos procedentes de diferentes
variedades de uvas, indicando que estas cepas eran representativas de la zona

enolodgica estudiada mas que de las variedades de uvas.

Santamaria y colaboradores (2005) llevaron a cabo un andlisis de la
poblacion de levaduras implicada en la fermentacion espontanea del vino tino en La
Rioja (Espana). Mediante al utilizacion de la técnica de RFLP-ADNmt mostraron
que la utilizacion de indculos comerciales para iniciar las fermentaciones supone un

riesgo en las bodegas, ya que dependiendo de la edad de éstas pueden crear nichos
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ecoldgicos, pasando a formar parte de la microbiota de la bodega, entrando incluso a

formar pare de las fermentaciones espontaneas.

Le Jeune y colaboradores (2006) realizaron una caracterizacion genética de
levaduras mediante el andlisis de PCR para establecer el origen de las cepas de S.
cerevisiae y determinar como es la evolucion de las poblaciones desde las uvas hasta
que entran a formar parte de la fermentacidon espontdnea. Demostraron que las cepas
de levaduras S. cerevisiae que estan involucradas en las fermentaciones espontdneas
pueden tener su origen tanto en las uvas de los vifiedos como en las superficies de
las bodegas. Confirmaron que durante los primeros pasos de la vinificacion, antes o
durante el prensado y clarificacion por ejemplo, pueden introducirse nuevas familias

de S. cerevisiae.

En Galicia, norte de Espafa, Blanco y colaboradores (2006) llevaron a cabo
un estudio en una bodega experimental sobre la diversidad genética de cepas de S.
cerevisiae que participan en diversas fermentaciones espontdneas. Para ello
utilizaron la técnica de RFLP-ADNmt. Compararon las cepas que predominaron
durante la fermentacion de mostos procedentes de distintas variedades de uvas,
poniendo de manifiesto que las cepas predominantes en cada una de ellas estan
mejor adaptadas a las condiciones del mosto del que proceden, pudiendo ser estas
cepas unas buenas candidatas para su seleccion, en el caso de obtener con ellas vinos

con cualidades organolépticas mejoradas.

Sturm y colaboradores (2006) analizaron la influencia de las précticas pre-
fermentativas, como por ejemplo el tratamiento de las uvas, sobre la poblacion de
levaduras aisladas de las fermentaciones espontdneas de vinos tintos. Mediante
PCR-RFLP de la secuencia de los genes ribosdmicos 5.8S-ITS mostraron que estas
practicas alteran significativamente la diversidad de levaduras no-Saccharomyces y

Saccharomyces presentes en las fermentaciones espontaneas.
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8.1. Justificacion del trabajo

Las Bodegas Barbadillo fueron pioneras en elaborar el primer vino blanco de
Andalucia. Lanzado al mercado en 1975, la marca Castillo de San Diego se
convertiria en pocos aflos en un gran éxito de ventas. Hoy dia es el vino blanco mas
vendido de Espafia. Actualmente la Bodega vende en torno a seis millones de

botellas al afio.

Desde sus comienzos, las fermentaciones de este vino se realizaban de forma
espontdnea, preparando de manera tradicional un pie de cuba que en plena
fermentacion se adicionaba al mosto procedente de la vendimia para iniciar asi las

fermentaciones industriales.

Dada la importancia comercial del vino en cuestion, surgié la necesidad de
controlar el proceso de fermentacion mediante la utilizacion de levaduras autdctonas

seleccionadas.

Esta necesidad constituye un ejemplo que se puede extender a todo el sector
bodeguero a escala global. La realizacion de fermentaciones vinicas con
caracteristicas unicas y propias de cada zona productora gracias al uso de levaduras
autdctonas seleccionadas y el control microbiologico de las mismas es uno de los

retos de la enologia en la actualidad.

El presente trabajo se inicid con el convencimiento de la capacidad de la
investigacion publica para realizar la transferencia de tecnologia y conocimiento

necesarios para satisfacer la necesidad de las bodegas.

Tal y como indican los trabajos comentados anteriormente, el control
microbiologico de las fermentaciones vinicas y la seleccion de cepas autdctonas
implican la capacidad de discriminar entre cepas distintas pertenecientes a la especie
Saccharomyces cerevisiae. Basandonos en los trabajos mencionados, se elige como
técnica principal para este fin la obtencion del cariotipo electroforético mediante
Electroforesis en Campo Pulsante. Debido a que los mecanismos de evolucion

adaptativa de las cepas industriales se basan de forma primaria en cambios que

46



Introduccion

afectan a numerosas regiones gendOmicas y provocan reorganizaciones
cromosoOmicas, el cariotipo electroforético se presenta como una técnica eficaz para
detectar estos cambios y correlacionar distintos patrones cromosémicos con distintas
cepas, que han evolucionado en el ambiente industrial. Ademéas el uso de esta
técnica permite determinar la estabilidad genética de cepas, caracteristica

fundamental para su uso industrial.

Como complemento al cariotipo electroforético se considera la técnica de
RFLP-ADNmt, ya que permite afiadir de forma sencilla valores de proximidad
filogenética entre cepas y es capaz de reflejar de forma rapida la variabilidad

genética existente en la poblacion de un fermentador.
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II. OBJETIVOS

El objetivo principal de la Tesis es la mejora de las propiedades sensoriales
del vino joven Castillo de San Diego perteneciente a los vinos de la Tierra de Cadiz,
mediante la utilizacion de levaduras autdctonas seleccionadas. El vino se elabora a
partir de la variedad de uva blanca Palomino (Palomino Fino) y la fermentacion se
realiza en los lagares que estdn ubicados en Gibalbin, entre los municipios de Jerez
de la Frontera y Arcos de la Frontera.

Para llevar a cabo la seleccidn de cepas autéctonas mas adecuadas, se siguio

un esquema de seleccion en el que se plantearon los siguientes objetivos:

1. Caracterizacion genetica de las cepas de levaduras implicadas en la fermentacion
espontanea del vino objeto de estudio, mediante la utilizacion de la técnica
molecular de Electroforesis en Campo Pulsante. ElI conocimiento de las cepas
implicadas durante el proceso de fermentacién es muy importante para poder
seleccionar aquéllas que aporten al vino producido las mejores caracteristicas

organolépticas.

2. Pre-seleccion de las cepas mas representativas del proceso.

3. Aplicacién de algunos parametros de interés enoldgico a las cepas elegidas tales
como: fenotipo killer, poder fermentativo y tolerancia al etanol; y estudio de la
capacidad de implantacion de las cepas pre-seleccionadas en fermentaciones
llevadas a cabo en condiciones semi-industriales.

4. Seleccidn de cepas.

5. Utilizacion de las cepas seleccionadas como iniciadoras de las fermentaciones en

condiciones industriales durante varias vendimias consecutivas. Seguimiento de

éstas mediante cariotipo electroforético.
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A medida que se fueron obteniendo los resultados de las fermentaciones
inoculadas y se mostrd el comportamiento de las cepas seleccionadas en condiciones
industriales fueron surgiendo nuevas cuestiones, como por ejemplo, si las cepas
inoculadas durante el proceso de fermentacion se mantenian estables genéticamente.
Por otro lado, durante las fermentaciones inoculadas, ante la posibilidad de que la
cepa seleccionada no fuera la conductora de la fermentacién, fue necesario aplicar
un método de control microbiolégico que nos pusiera de manifiesto si la cepa

inoculada era la que estaba llevando a cabo la fermentacion.

De manera que se plantearon nuevos objetivos:

6. Estudio de la estabilidad de los cariotipos de las cepas autdctonas seleccionadas.
El descubrimiento de la inestabilidad del cariotipo de las levaduras durante el
crecimiento vegetativo ha planteado una grave amenaza para todas las industrias,
ya que las propiedades genéticas de una cepa inestable pueden variar, haciéndola

inadecuada para el proceso deseado.

7. Control microbiologico rapido durante las fermentaciones de las cepas inoculadas,

mediante la técnica molecular de RFLP-ADNmMt.
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1. Muestreos industriales

La toma de muestras se llevd a cabo durante el periodo de vendimia, en los
meses de agosto y septiembre, durante 7 afios consecutivos (desde 1999 hasta 2005)
en los lagares de elaboracion, en Gibalbin. En las vendimias de 1999 y 2000 las
muestras fueron tomadas de las fermentaciones espontdneas llevadas a cabo en
depdsitos de 400.000 litros (Tablas 1 y 2). Y en los afios posteriores fueron tomadas
de las fermentaciones que se inocularon con cepas autdctonas seleccionadas (Tablas
6, 8,10, 12 y 14), y de los depdsitos en los que se llevo a cabo la elaboracion del pie
de cuba (Tablas 5, 7,9, 11 y 13). En todas las tablas se indica el contenido en aztcar
de cada muestra mediante el grado Beaumé. El ° Be mide la riqueza de azlicar de un

mosto en funcidn de su densidad (1 °Be equivale a 18 g azticar/L).

Las muestras fueron tomadas diariamente una vez que comenz6 el llenado de
los depositos, desde el inicio de las fermentaciones hasta su finalizacion. Se tomaron
desde la parte superior de los fermentadores, introduciendo un toma-muestras hasta
el centro del fermentador, aproximadamente, para que la muestra fuera lo mas
representativa posible. Después se adicionaron a tubos de 25 mL estériles que
posteriormente se conservaron en una nevera con hielo para transportarlos desde los

lagares de elaboracion hasta el laboratorio de Microbiologia (UCA).

1.2. Conservacion de las muestras

Las muestras tomadas de las fermentaciones se centrifugaron a 3800 rpm y a
4 °C durante 5 minutos en un equipo Sorvall® Super T21 (Dupont). Se elimin6 parte
del sobrenadante y el resto se resuspendié con el precipitado, tomandose 600 pL de
éste para mezclarlos con 400 pL de glicerol (50%), conservandose la muestra en una
camara congeladora a -80 °C hasta su posterior procesamiento una vez finalizadas

las vendimias.
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Tabla 1. Toma de muestras de las fermentaciones espontaneas llevadas a cabo en
los depositos en la vendimia 1999. Las flechas rojas indican las recargas de mosto

fresco realizadas entre las muestras analizadas (color amarillo).
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Tabla 2. Toma de muestras de las fermentaciones espontaneas llevadas a cabo en los

de mosto fresco

1Ca una recarga

2000. La flecha roja indi

1mia

depositos en la vend

realizada entre las muestras analizadas (sefialadas en amarillo).
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Experimento 1

Fecha Volumen (litros) t (horas) °Be
Martes 12/9/00 500 2 10,45
Miércoles 13/9/00 500 24 10,15
Jueves 14/9/00 500 48 7,9
Viernes 15/9/00 500 72 2,65
Sabado 16/9/00 10.000 10 10,2
Domingo 17/9/00 10.000 34 -
Lunes 18/9/00 10.000 58 8,75
Martes 19/9/00 10.000 82 6,5
Miércoles 20/9/00 10.000 10 4,7
Jueves 21/9/00 100.000

Viernes 22/9/00 100.000 44 4.1
Sabado 23/9/00 100.000

Domingo 24/9/00 100.000

Lunes 25/9/00 100.000 116 0,15
Martes 26/9/00 100.000 140 0,9956
Miércoles 27/9/00 100.000 164 0,9943
Jueves 28/9/00 100.000

Viernes 29/9/00 100.000 212 0,9928
Sabado 30/9/00 100.000

Domingo 1/10/00 100.000

Lunes 2/10/00 100.000 284 0,9926
Martes 3/10/00 100.000 308

Tabla 3. Toma de muestras del Experimento 1 llevado a cabo en la

vendimia 2000.
Experimento 2

Fecha Volumen (litros) t (horas) °Be
Sabado 16/9/00 1.000 8 9,25
Domingo 17/9/00 1.000 32
Lunes 18/9/00 10.000 6 11,1
Martes 19/9/00 10.000 30 10,25
Miércoles 20/9/00 10.000 54 8,7
Jueves 21/9/00 10.000 78
Viernes 22/9/00 10.000 102 57
Séabado 23/9/00 100.000
Domingo 24/9/00 100.000
Lunes 25/9/00 100.000 69 6,72
Martes 26/9/00 100.000 93 4,6
Miércoles 27/9/00 100.000 117 3,3
Jueves 28/9/00 100.000
Viernes 29/9/00 100.000 165 1,4
Sabado 30/9/00 100.000
Domingo 1/10/00 100.000
Lunes 2/10/00 100.000 237 0,25
Martes 3/10/00 100.000 261

Tabla 4. Toma de muestras del Experimento 2

vendimia 2000.

llevado a cabo en la
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PIE DE CUBA
Fecha Helumen °Be Viabilidad (% Viab.)
Cepas

P2
Miércoles 1/8/01 P3 500 mL

P5

P2 5,8
Sabado 4/8/01 P3 2 litros 2

P5 0,5

P2 2,8 15,2x10Exp6 cél v/mL (55,88%)
Martes 7/8/01 P3 20 litros 1,8 72x10Exp6 cél v/imL (97,8%)

P5 0,9968 77,6x10Exp6 cél v/imL (90,65%)
Jueves 9/8/01 500 litros 9,95 76x10Exp6 cél v/imL (87,9%)
Viernes 10/8/01 500 litros 7,35 76x10Exp6 cél v/imL (95%)
Séabado 11/8/01 500 litros 5,1 81,6x10Exp6 cél v/imL (99%)
Domingo 12/8/01 500 litros 3,25 92,8x10Exp6 cél v/imL (99,1%)
Lunes 13/8/01 500 litros 1,25 57,6x10Exp6 cél v/imL (100%)
Martes 14/8/01 2.000 litros 6,55 77,6x10Exp6 cél v/imL (96%)
Miércoles 15/8/01 2.000 litros
Jueves 16/8/01 2.000 litros 2,25 118,4x10Exp6 cél v/imL (98,1%)
Viernes 17/8/01 32.000 litros 10,45 28x10Exp6 cél vimL (97,22%)
Séabado 18/8/01 32.000 litros 8,15 101,6x10Exp6 cél v/imL (97,7%)
Domingo 19/8/01 32.000 litros
Lunes 20/8/01 32.000 litros 0,8 86,4x10Exp6 cél v/imL (94,7%)

Tabla 5. Toma de muestras del pie de cuba elaborado en la vendimia inoculada del

afo 2001. Las muestras analizadas se indican en color amarillo.
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Tabla 6. Toma de muestras de las fermentaciones inoculadas llevadas a cabo en los

2001. Las flechas rojas indican las recargas de mosto

fresco realizadas entre las muestras analizadas (sefialadas en amarillo).
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Materiales y Métodos

PIE DE CUBA
Fecha I °Be Viabilidad (% Viab.)
Cepas
P2
Sabado 3/8/02 P5 500 mL
P5I|
P2 5,1
Martes 6/8/02 P5 2 litros 2,7
P5I| 2,7
P2 7.3 104x10Exp6 cél vimL (94%)
Jueves 8/8/02 P5 20 litros 5,25 13,2x10Exp6 cél vimL (99%)
P5I| 5,25 115,2x10Exp6 cél v/imL (100%)
P2 24 12x10Exp6 cél v/imL (88,2%)
Sabado 10/8/02 P5 20 litros 1,15 48x10Exp6 cél v/imL
P5I| 1,15 65,6x10Exp6 cél v/imL
Lunes 12/8/02 1.000 litros 8,25
Martes 13/8/02 1.000 litros 5,9
Miércoles 14/8/02 1.000 litros 4,65
Jueves 15/8/02 1.000 litros
Viernes 16/8/02 1.000 litros 0,9951 85,6x10Exp6 cél v/imL
Sabado 17/8/02 3.750 litros 7,2
Domingo 18/8/02 3.750 litros
Lunes 19/8/02 3.750 litros 4,9
Martes 20/8/02 3.750 litros 4,45 24x10Exp6 cél v/imL
Miércoles 21/8/02 18.000 litros 9,45
Jueves 22/8/02 18.000 litros 8,45
Viernes 23/8/02 18.000 litros 7,15 41,6x10Exp6 cél v/imL
Sabado 24/8/02 18.000 litros 3,8
Domongo 25/8/02
Lunes 26/8/02 81.000 litros 8,15
Martes 27/8/02 81.000 litros 4,95 95,2x10Exp6 cél v/mL

Tabla 7. Toma de muestras del pie de cuba elaborado en la vendimia inoculada del
afio 2002. En color amarillo se indican las muestras analizadas.
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Materiales y Métodos

depositos en la vendimia 2002. Las flechas rojas indican las recargas de mosto

Tabla 8. Toma de muestras de las fermentaciones inoculadas llevadas a cabo en los
fresco realizadas entre las muestras analizadas (color amarillo).
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Tabla 9. Toma de muestras del pie de cuba elaborado en la
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Materiales y Métodos

DEPOSITOS DE FERMENTACION

Fecha A B € D = E F G H
Sébado 16/8/03 10,6

Domingo 17/8/03 9

Lunes 18/8/03 13,4

Martes 19/8/03 8.1 8,1

Miércoles 20/8/03

Jueves 21/8/03 11,15 53 56

Viernes 22/8/03 10,15 28 3 6,6

Sabado 23/8/03 10,8 1,6 25 3,65

Domingo 24/8/03

Lunes 25/8/03 0,9914 0,85 1,2

Martes 26/8/03 0,9914 0,9935 0,65 03

Miércoles 27/8/03 0,9912 0,9915 36 5,35

Jueves 28/8/03 53 0,9912 0,9913 2,05 7,65 51

Viernes 29/8/03 76 0,9912 0,9912 0,55 4,57 73

Sabado 30/8/03 6 0,9912 0,9912 0,9944 415 65 6,35 M‘ﬁw
Domingo 31/8/03

Lunes 1/9/03 2,95 0,9913 1,45 2,35 3,45

Martes 2/9/03 1,35 0,9907 2,65 1 1,35 1,15
Miércoles 3/9/03 1,9 0,9994 2 1,9 0,9977 3,55
Jueves 4/9/03 16 1,2 1.9 21 1,95
Viernes 5/9/03 25 1,25 2,35 1,95 08
Sébado 6/9/03 22 35 075 1,4 23 32
Domingo 7/9/03

Lunes 8/9/03 23 48 0,9969 04 03 27
Martes 9/9/03 16 35 0,9946 0,9973 0,9957 2,55
Miércoles 10/9/03 1,2 42 0,9933 0,9957 0,9939 2,85
Jueves 11/9/03 1,5 24 0,9925 0,9937 0,9925 2,35
Viernes 12/9/03 09 1,1 0,9916 0,9924 0,9914 27
Sabado 13/9/03

Domingo 14/9/03

Lunes 15/9/03 0,9995 0,9925 0,9905 0,9905 0,9903 0,9979
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Tabla 10. Toma de muestras de las fermentaciones inoculadas llevadas a cabo en los
depositos en la vendimia 2003. Las flechas rojas indican las recargas de mosto fresco
realizadas entre las muestras analizadas (color amarillo).
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la vendimia 2004. Las flechas rojas indican las recargas de mosto fresco realizadas entre las

Tabla 12. Toma de muestras de las fermentaciones inoculadas llevadas a cabo en los depositos en
muestras analizadas (sefialadas en color amarillo).
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Tabla 13. Toma de muestras del pie de cuba elaborado en la

vendimia inoculada del afio 2005.
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Materiales y Métodos

DEPOSITOS DE FERMENTACION
D

— A B C EBe F G H J
Lunes 22/8/05 9,9 9,9 8 7,9

Martes 23/8/05 6,8 9,15 6,45 8,25

Miércoles 24/8/05 5,15 7,3 5,25 6,4

Jueves 25/8/05 4 52 51 4,65

Viernes 26/8/05 5,6 3,6 6,5

Sabado 27/8/05 4,4 5,9 6,3

Domingo 28/8/05 N

Lunes 29/8/05 6 3,5 5,3 4,6

Martes 30/8/05 4,4 2,4 5,3 5,1 N

Miércoles 31/8/05 3,6 N 1,5 4,7 11,8 e 5,8 6,3

Jueves 1/9/05 2,25 2,9 3,6 N 1,8 6,2 6,5

Viernes 2/9/05 1,15 1,9 2,4 10,13 1,7 3,1 4,7 4,8

Sabado 3/9/05 0,9993 0,9 1,6 10,5 54 4,7 55

Domingo 4/9/05

Lunes 5/9/05 0,9997 0,9954 2,4 23 6,9 5,1 4,7 55

Martes 6/9/05 0,9888 0,9918 1,55 5,45 6,95 4,6 5

Miércoles 7/9/05 0,9889 0,9895 2,45 0,8 5,7 6,2 4,5 3,75

Jueves 8/9/05 0,9986 0,9892 2,45 4,85 4,85 5,9 3,45

Viernes 9/9/05 0,9893 1,65 6,65 3,95 3,95 2,35 1,9
Sabado 10/9/05 0,9 58 3,2 3,2 1,5 1,2
Domingo 11/9/05

Lunes 12/9/05 X X 21 X X X
Martes 13/9/05

Miércoles 14/9/05 X X X X X X
Jueves 15/9/05

Viernes 16/9/05 X X X X X X
Sabado 17/9/05

Domingo 18/9/05

Lunes 19/9/05 X X

Tabla 14. Toma de muestras de las fermentaciones inoculadas llevadas a cabo en los depositos
en la vendimia 2005. Las flechas rojas indican las recargas de mosto fresco realizadas entre las
muestras analizadas (color amarillo).
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Materiales y Métodos

2. Aislamiento de colonias

Las cepas de levaduras que se caracterizaron mediante técnicas moleculares
fueron aisladas de las muestras que se indican en color amarillo en las tablas de
toma de muestras. Para llevar a cabo los aislamientos se aplica el “método de las
diluciones sucesivas” para lo cual se prepara un banco de diluciones 1/10, 1/100,
1/1000 y 1/10000 en tubos de 1,5 mL.

100 pl 100 pl 100 pl
dilucién dilucién dilucién
100 pl 1/10 1/100 1/1000
muestra < 3 m mmm Etc.
900 pl 900 pl 900 pl 900 pl
H20 estéril .
Figura 8. Método de las
Dilucion Dilucion Dilucién  Dilucién diluciones sucesivas.
110 1/100 1/1000 1/10000

De cada dilucion se toman 100 pL que se extienden a modo de césped en

placas con medio de cultivo YPD y se incuban a 28 °C durante 4-5 dias.

»Medio de cultivo YPD: Extracto de levadura 1%; agua de peptona 2%; glucosa
2%; agar 2.5% (medio so6lido).

2.1. Seleccion de los aislamientos

Transcurridos los 3-4 dias tras la siembra, de las placas mas representativas,
es decir de las que muestran en torno a 100-200 colonias aisladas, se eligen al azar
de 30-40 aislamientos. De manera que con palillos de dientes planos y estériles se
recoge cada una de las colonias seleccionadas para sembrarlas a modo de cruz en

placas Petri de medio YPD.
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Materiales y Métodos

3. Caracterizacion genética de las cepas de levaduras
mediante la técnica de Electroforesis en Campo Pulsante

El estudio de la diversidad genética de las cepas de levaduras responsables de
las fermentaciones espontaneas llevadas a cabo durante las vendimias 1999 y 2000,
y el seguimiento de las cepas inoculadas desde la vendimia de 2001 hasta 2005 se
realizd mediante la obtencién del cariotipo electroforético de un numero
determinado de asilamientos, obtenidos a partir de las muestras sefialadas en

amarillo en las tablas, una vez que finalizaron las vendimias.

El estudio del cariotipo de las células de levaduras implica degradar tanto la
pared celular como las membranas citoplasmdatica y nuclear, para conseguir asi
liberar el material genético y separar posteriormente los cromosomas mediante una
Electroforesis de Campo Pulsante. Por lo tanto, la preparacion y tratamiento de las
muestras se debe realizar evitando la manipulacion directa del material genético, ya
que de lo contrario se podrian producir roturas de forma aleatoria en los
cromosomas, trocedndolos en moléculas de pequeiio tamaio, lo cual no permitiria su
adecuada separacion mediante esta técnica. Por este motivo las muestras que se
preparan deben contener células intactas embebidas en bloquecitos de agarosa
(plugs) y ser tratadas para facilitar la salida del ADN sometido a la accién del campo

eléctrico.

3.1. Preparacién y tratamiento de las muestras

Existen dos métodos de preparacion de las muestras antes de la realizacion de
la electroforesis, la primera es mediante la produccion de esferoplastos, y la segunda
sin produccion de esferoplastos. En el primer caso, la metodologia empleada sélo
permite procesar un nimero pequeilo de colonias al dia, en torno a 6, mientras que
en el segundo caso se pueden procesar de 30-40 asilamientos al dia, lo cual supone
una ventaja cuando se pretende analizar el cariotipo de un ntimero elevado de
aislamientos. El protocolo utilizado, basado en el procedimiento descrito por Carle y

Olson (1985), se desarrolla a continuacion:
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Materiales y Métodos

. Se inocula cada uno de los asilamientos objeto de estudio en 15 mL de medio
YPD en tubos estériles de 25 mL, incubandose a 28 °C en agitacion (180 rpm)

durante toda la noche (Incubador orbital Gallenkamp).

. Transcurrido ese tiempo se centrifugan los cultivos a 3800 rpm durante 5 minutos.

. Se desecha el sobrenadante y cada precipitado celular se resuspende en 300-400
puL de la soluciéon de EDTA 50 mM, pH 8, toméndose 300 pL y pasandolos a un
tubo de 1.5 mL (Eppendorf, Alemania).

. Se prepara agarosa de bajo punto de fusion (Low Melt Preparative Grade
Agarose, Bio-Rad) al 1% en EDTA 50 mM, pH 8 que se calienta a unos 70 °C en
el microondas para fundir la agarosa. Después se afiaden 300 pL a la suspension

celular de cada aislamiento.

. La mezcla se homogeniza bien y se reparte en moldes de 100 pL de volumen, de
manera que por cada asilamiento en estudio se tengan al menos 5 bloques o plugs,

los cuales se dejan enfriar a 4 °C.

. Una vez que los bloquecitos solidifican, se extraen de los moldes y se introducen
en tubos nuevos de 1.5 mL para comenzar el tratamiento de las muestras, de
manera que a cada tubo se le adiciona 500 puL de solucion LET y se incuban a 37

°C durante 24 horas.

. Transcurrido ese tiempo, se realizan dos lavados a las muestras en agitacion suave
durante 10 minutos con la solucion de EDTA 50 mM, pH 8 para eliminar los

restos del mercaptoetanol.
. Los plugs correspondientes a cada asilamiento se introducen en tubos nuevos de

1.5 mL y se adicionan 300 pL de solucién ESP, incubandose a 50 °C durante 24

horas.
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9. Pasado ese tiempo, los plugs se vuelven a lavar con EDTA 50 mM, pH 8 en las

mismas condiciones que la primera vez.

10. Finalmente se conservan los plugs en la solucion EDTA 50 mM, pH 8 a 4 °C

hasta el momento de su utilizacidn en la electroforesis.

»Solucion LET: EDTA 0.5 M, pH 9; Tris-HC1 10 mM, pH 8; 2-mercaptoetanol
7.5% (v/v) (Sigma).

»Solucion ESP: EDTA 0.5 M, pH 9; N-lauroilsarcosina 1% (Sigma); proteinasa K 1
mg/mL (Sigma).

Los tratamientos con agente reductor (2-mercaptoetanol) y proteinasa K
sirven para desestabilizar y digerir parcialmente la pared y membranas celulares. Por
lo tanto, al final de los tratamientos con las dos soluciones se tendran bloques de

agarosa que contendrdn células rotas.

Tratamiento de los

plugs para romper las Lavados

A Q%DOOC% células R Q@DOOC%

Suspension celular Plug Y > Muestra (sdlida)
l preparada para
Célul intact Solucién Solucién ESP cargar en gel
te u a(sj intactas LET 24 h de agarosa
atrapadas en una 24 h (2- (proteinasa K)
matriz de agarosa. t
La concentracion mercap
oetanol)

se desconoce

Figura 9. Esquema seguido en la preparacion y tratamiento de las muestras, sin produccion
de esferoplastos, para llevar a cabo la Electroforesis en Campo Pulsante.

3.2. Preparacion del gel de electroforesis

El gel se prepara al 1% (p/v), disolviendo la agarosa (Pulsed Field Certified
Agarose, Bio-Rad) en 80 mL del tampon TBE 0.5x por calentamiento en el
microondas. A continuacion se vierte en un molde de dimensiones 14 x 13 cm,

colocando un peine de 15 pocillos. Una vez solido el gel, se retira el peine,
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introduciéndose en cada pocillo los plugs correspondientes a los distintos

aislamientos.

»Tampon TBE 10x: Tris-base 108 g; acido borico 55 g; 40 mL EDTA 0.5 M, pH 8.

3.3. Electroforesis

Para realizar la Electroforesis en Campo Pulsante se utilizé un aparato
CHEF-DR II (Bio-Rad). La cubeta de electroforesis consiste en una caja de
metacrilato de 43 x 44 cm con 24 electrodos dispuestos en forma hexagonal que
rodean al gel y producen un campo eléctrico homogéneo que alterna entre dos
direcciones orientadas 120°. Est4d acoplada a un modulo de control, un termostato
que controla la temperatura del tampon de electroforesis y una bomba que lo

recircula para mantener la temperatura constante, fijada de antemano.

La plataforma sobre la que se asienta el gel se retira del molde y se coloca en
el centro de la cubeta, quedando también en el centro del hexdgono formado por los
electrodos. A continuacién se vierte cuidadosamente el tampon de electroforesis

hasta cubrir el gel y se introducen las condiciones de electroforesis en el panel del

modulo de control.

Figura 10. A) Equipo CHEF-DR II utilizado para realizar la Electroforesis en
Campo Pulsante en el que se muestra de izquierda a derecha la unidad de frio,
cubeta de electroforesis y la fuente. B) Disposicion hexagonal de los electrodos
dentro de la cubeta de electroforesis.
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Las condiciones de electroforesis varian segun el tamafio estimado del ADN
del organismo objeto de estudio. En el caso de Saccharomyces cerevisiae, para
separar los cromosomas con tamafios comprendidos entre 200 y 2200 kb son las

siguientes:

e Tampon de electroforesis. TBE 0.5x

e Potencial aplicado: 6 V/cm

e Pulso inicial del campo eléctrico: 60 segundos
e Pulso final del campo eléctrico: 120 segundos
e Tiempo total de la electroforesis: 24 horas

e Temperatura del tampodn de electroforesis: 14 °C

A n

a) R

B

[l

@

Figura 11. A) Instrumental necesario para realizar el gel de
agarosa, (1) molde, (2) plataforma sobre la que se asienta el
gel y (3) peine. B) Resultado del montaje de las tres partes
para obtener el gel.

3.4. Visualizacion del ADN cromosomico

Una vez terminada la electroforesis, se retira el gel de la cubeta y se
introduce en una solucién de Bromuro de Etidio (0.5 pg/mL en tampén TBE 0.5 x)
durante 10-20 minutos. El Bromuro de Etidio es un mutadgeno que se intercala entre
las bases nitrogenadas del ADN y presenta fluorescencia bajo la luz ultravioleta.
Transcurrido ese tiempo se introduce el gel en una cubeta que contenga el mismo
tampon de electroforesis durante 5 minutos para eliminar zonas de tincidon
inespecificas o demasiado tefiidas. A continuacion se coloca el gel en un
transiluminador de luz ultravioleta que revela las zonas tefiidas con Bromuro de

Etidio y se capta la imagen mediante una camara digitalizadora Gel-Doc 1000 de
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Bio-Rad. La imagen digitalizada se analiza mediante el programa informatico
Molecular Analyst (Bio-Rad), el cual permite la determinacién del nimero y tamafio

de las bandas una vez separadas.

3.5. Conservacion de los aislamientos

Los aislamientos que fueron caracterizados mediante cariotipo electroforético

se conservaron de dos formas:

3.5.1. En glicerol

Se parte de un cultivo joven, en placa de YPD, con los aislamientos que se
vayan a conservar. Con un palillo de dientes estéril se recoge toda la biomasa de
cada aislamiento y se introduce en un tubo estéril de 1.5 mL (Eppendorf) que
contiene 600 pL de medio de cultivo liquido YPD. Se disgregan bien las células en
un vortex y se afiaden 400 pl de glilcerol al 50%, quedando la muestra al 20%. Se

conservan los tubos en una camara congeladora a -80 °C.

Para revitalizar los aislamientos, basta con sembrar 100 uL en una placa Petri
de medio YPD, o bien, en 100 mL de medio YPD liquido y en agitacion. La ventaja
de conservar de esta forma las cepas es que pueden mantenerse viables durante

largos periodos de tiempo, meses e incluso varios anos.

3.5.2. En placas de medio YPD

Consiste en replicar la placa con la colonia aislada e incubarla a 28 °C durante 2-
3 dias. Una vez crecida se guarda en una camara termostatizada a 4°C. La ventaja de
esta forma de conservacion es la rapidez con la que se revitalizan las colonias, aunque
presenta el inconveniente de que las placas se pueden contaminar facilmente, ademas

del corto tiempo de conservacion.
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4. Analisis microbiolégicos para llevar a cabo la seleccion de
las cepas de levaduras autoéctonas

4.1. Cepas utilizadas

Origen
Cepas Cariotipo  Dep6sito E- Vendimia 1999
313.18 P1 313 horas
313.4 P2 313 horas
313.10 P3 313 horas
153.12 P5 153 horas

Tabla 15. Cepas pre-seleccionadas, aisladas de la
fermentacion espontanea del deposito E en la
vendimia 1999.

4.2. Poder fermentativo. Tasa de consumo de aztcares

El poder fermentativo de una levadura puede ser medido industrialmente por
la cantidad de azucar que puede fermentar, o por la cantidad maxima de alcohol que
ha llegado a producir. En nuestro laboratorio ha sido medido en funcion de la

cantidad de azucar que llegd a fermentar una cepa determinada.

4.2.1. Procedimiento experimental

Se inocula la cepa en estudio en un matraz erlenmeyer conteniendo 100 mL
de mosto yema estéril (en autoclave, 126°C, 20 minutos), tapandolo con un algodon
hidréfobo para evitar contaminaciones y que la fermentacion sea lo mas pura
posible. Una vez iniciada la fermentacion, se hacen medidas de los azucares
reductores, desde el inicio hasta el final de la fermentacidon, utilizando el método
oficial de la OIV (Organizacién Internacional de la Vid y el Vino). Los criterios que

se tomaron para decidir el final de la fermentacion fueron:

- desaparicion de la espuma en la superficie del mosto fermentado

- ausencia de desprendimiento de CO,
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- olor a vino

4.2.1.1. Determinacion de aztcares reductores por el método oficial

La materia reductora del vino es aquélla capaz de reaccionar con una
solucidn cupro-alcalina. La constituyen en su mayoria la materia colorante (taninos
y antocianos), los azlcares reductores y algunos otros compuestos con funcidon
cetona o aldehido de caracter reductor. La materia reductora y los azucares
reductores tienen un mismo método de andlisis, y sélo se diferencian en el pre-
tratamiento que sufre la muestra para eliminar o enmascarar toda materia reductora

distinta de los azucares, en el caso de que queramos determinar solo éstos.

El método oficial se basa en valoraciones de tipo redox, y consisten en hacer
reaccionar la disolucion problema azucarada (mosto o vino) con una cantidad de
solucion patron de Cu (II) en medio bésico, y la posterior determinacidén por

yodometria de los iones cupricos en exceso.

El desarrollo experimental se detalla a continuacion:

1. En un erlenmeyer de 250 mL, se ponen 25 mL de la solucidon cupro-alcalina, 15
mL de agua y 10 mL de la solucion problema (no debiendo contener mas de 60

mg de azlcar).

2. A continuacién se afiaden algunos granos de piedra porosa y se calienta hasta
llevarlo a ebullicién, que debera alcanzarse en 2 minutos. Se mantiene la

ebullicion durante 10 minutos exactamente.

3. Pasado este tiempo, se enfria inmediatamente bajo un chorro de agua fria. Una
vez que se haya enfriado completamente, se afiaden 10 mL de solucion de KI al

30%, 25 mL de H,SOy4 al 25%, y 2 mL de engrudo de almidon.

4. A continuacién se valora con la solucién de Na,S,;03 al 0.1 M. Como prueba en
blanco de comparacion, se efectuard un proceso de valoracion similar, pero

utilizando 10 mL de agua destilada en lugar de los 10 mL de muestra. Los
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resultados se expresan en g/L de aztcar reductor. Los gramos se obtienen a partir

de la tabla siguiente:

Corresponde al volumen de tiosulfato 0,1 N gastado (n’-n)

Tiosulfato mL Azlicar mg Diferencia Tiosulfato mL Azlicar mg Diferencia
1 2,4 2,4 13 33,0 2,7
2 4.8 2,4 14 35,7 2,8
3 7,2 2,5 15 38,5 2,8
4 9,7 2,5 16 41,3 2,9
5 12,2 2,5 17 44,2 2,9
6 14,7 2,6 18 47,1 2,9
7 17,2 2,6 19 50,0 3,0
8 19,8 2,6 20 53,0 3,0
9 224 2,6 21 56,0 3,1
10 25,0 2,6 22 59,1 3,1
11 27,6 2,7 23 62,2
12 30,3 2,7

Tabla 16. Correspondencia entre los mL de tiosulfato, gastados en la valoracion, y
cantidad de azucar (mg), expresada ésta en azlcares reductores contenida en la
muestra analizada, en funciéon de n"-n. Siendo n’ el volumen, en mL, de solucion de
tiosulfato de sodio 0.1 N utilizados en la prueba en blanco; y n el volumen, en mL, de
solucion de tiosulfato de sodio 0.1 N utilizados en la valoracion de la muestra.

La tasa de consumo de azucares se calculdé haciendo un ajuste lineal de los
valores medidos de azucares reductores a lo largo de la fermentacion para la cepa en

estudio.

»Soluciéon cupro-alcalina: 25 g CuSO4 x SH,O puro; 50 g acido citrico; 388 g
NayCOs x 10 H,O; hasta 1 L de agua destilada.

» Solucion KI: 30%. Debe ser conservada en frasco topacio.

»Engrudo de almidén: al 5%, contendra 200 g de NaCl para asegurar su
conservacion. Esta solucion debe ser mantenida 10
minutos en ebullicién en el momento de su preparacion.

4.3. Estudio de la tolerancia al etanol

Este andlisis consiste en medir el grado de inhibicion que ejercen distintas

concentraciones de etanol adicionadas al medio de cultivo YPD sobre el crecimiento
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celular de una determinada cepa de levadura, en este caso sobre las pre-

seleccionadas que se indican en la Tabla 15.

4.3.1. Procedimiento experimental

1. Se parte de un matraz erlenmeyer de 250 mL con 100 mL de medio YPD estéril
que se inocula con la cepa a estudiar. Se deja creciendo durante toda la noche a

28 °C y en agitacion a 180 rpm.

2. Transcurrido este tiempo, se hace un recuento de células con una camara
Neubauer para tomar el volumen correspondiente a 2x10° células/mL
aproximadamente, de manera que ése serd el volumen del cultivo que se afiada a
cada uno de los tres matraces que contienen las distintas concentraciones de

etanol absoluto (0%, 5% y 10% v/v) que se preparan de la siguiente forma:

- Matraz I: mL del cultivo + mL de medio YPD (hasta llegar a 100 mL)

- Matraz II: mL del cultivo + 5 mL EtOH absoluto + mL de YPD (hasta 100
mL)

- Matraz III: mL del cultivo + 10 mL EtOH absoluto + mL de YPD (hasta 100
mL)

3. Cada 2 horas se van tomando muestras de los tres matraces y se hace un recuento

de células, en una cdmara Nuebauer, para observar el crecimiento celular.
La tasa de crecimiento celular viene dada por la expresion:
Ln=Lng + ut
Siendo Ny, el nimero inicial de células inoculadas (2x10° cél/mL); N, el numero de
cé¢lulas medido cada dos horas; p, la tasa de crecimiento; y t, el tiempo. Esta

expresion se asemeja a la ecuacion de una recta, por lo que la tasa de crecimiento se

obtiene cuando se hace el ajuste lineal de los datos.
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El

de etanol,

porcentaje de inhibicidn se calcula, para cada una de las concentraciones

a partir de la tasa de crecimiento mediante la formula:

1 (YPDE [EtOH])
%i[EtOH] =] 1- x 100
u (YPD)

4.4. Estudio del factor killer

El

estudio de las posibles caracteristicas matadoras de una cepa de levadura

implica la utilizacion de un medio de crecimiento solido que contiene azul de

metileno tamponado entre pH 4,2-4,7.

4.4.1. Composicion quimica y preparacion del medio MBM

Esta formado por tres fracciones que se esterilizan por separado:

Medio A: Peptona 4%, extracto de levadura 2%, glucosa 4%, agar 4% y agua

Medio B:

80

destilada.
Se esteriliza en autoclave (126°C, 20 minutos, 1 atmdsfera de presion). Si
se quiere preparar 1 litro de medio MBM, habra que preparar 500 mL de
Medio A.

Tampon citrato-fosfato 1M, pH 4,5.

Se mezclan 250 ml de citrato 1 M con la cantidad necesaria de fosfato 1 M
hasta que se alcance un pH de 4,5 (aproximadamente unos 450 mL). Se
toman 500 mL de la mezcla resultante y se esterilizan por filtracion
amicrdbica. Esta consiste en acoplar un matraz kitasato a una bomba de
vacio. En la parte superior del matraz se coloca un embudo de filtracion,
insertando en su parte intermedia un filtro de 0,45 pum de poro que no
permite el paso de microorganismos con un tamafo superior al del poro.
Se conecta la bomba de vacio y se vierte la solucion a esterilizar en el

embudo, de manera que el liquido ya estéril se va recogiendo en el matraz.
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Medio C: Solucion de azul de metileno.
Se preparan una soluciéon de 10 mL de azul de metileno al 3% que se

esteriliza también por filtraciéon amicrébica.

Tras esterilizar por separado las tres fracciones, se mezclan asépticamente a
60°C, se vierten en placas Petri y se espera a que solidifiquen para poder realizar los

experimentos.

4.4.2. Procedimiento analitico

Se necesita una cepa de levadura matadora y una sensible. Para realizar la
deteccion del fenotipo killer se ha partido de las siguientes cepas cedidas por la

Coleccion de Cultivos Tipo Espafiola (CCTE):

- 1101: Productora de la toxina k; (matadora)

- 5X47: Productora de la toxina ko (sensible)

Ambas cepas se rejuvenecen en medio YPD solido. A las 24 horas se
siembran en tubos estériles de 25 mL con 2 mL de YPD liquido, incubandose a 30°C
en agitacion. A las 48 horas los cultivos desarrollados se diluyen con agua estéril
hasta la dilucion 1/100. Posteriormente se toman 0,8 mL de esta dilucion y se
extienden a modo de césped con un asa de cultivo sobre las placas de medio MBM.
Se espera unas horas hasta que la superficie se seque y después se siembra una estria
(con un palillo de dientes estéril) con las cepas a estudiar. Las placas se incuban a 23

°C, pudiéndose observar los resultados a partir de las 72 horas.

Para cada cepa que se estudie serdn necesarias por lo tanto dos placas, una
con césped de levadura de fenotipo matador y otra con césped de levadura sensible

(Suérez 1997).
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4.4.3. Interpretacion de los resultados

- Cepas matadoras: Crecen en las dos placas y forman halo de inhibicién en el

césped de la cepa sensible

- Cepas neutras: Crecen sobre los dos céspedes de cepas control, matadoras y

sensibles

- Cepas sensibles: Solo crecen sobre el césped sensible y mueren sobre el

césped matador

» Tampon citrato-fosfato 1 M, pH 4,5: Acido citrico monohidratado 1 M; di-potasio
hidrogenofosfato anhidro 1 M.

»Solucion de azul de metileno: Azul de metileno al 3%. Se prepara en agua
destilada.

5. Micro-Fermentaciones puras

5.1. Cepas utilizadas

[ Cepas | Origen
3134 Dep. E 313 horas Vendimia 1999
313.10 Dep. E 313 horas Vendimia 1999
153.12 Dep. E 153 horas Vendimia 1999
162.12 Dep. E 162 horas Vendimia 2001
48.5 Dep. G 48 horas Vendimia 2001
Fermivin Comercial

Tabla 17. Cepas utilizadas para realizar las micro-fermentaciones
puras en mosto natural.
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5.2. Desarrollo experimental

El estudio se llevo a cabo utilizando mosto natural descongelado, procedente

de la variedad de uva Palomino Fino procedente de la vendimia del afio 2001.

1. El mosto se reparte entre diversos matraces erlenemyer, de manera que se
adicionan 100 mL a 12 matraces de 250 mL (6 por cada cepa a estudiar y por

duplicado) y 900 mL a otros 12 matraces de 1 L.

2. A continuacidon se esterilizan los matraces con el mosto en autoclave en

condiciones suaves, 100 °C durante 30 minutos.

3. Cada una de las cepas se inocula en 100 mL de medio YPD dejandose a 28 °C en

agitacion a 180 rpm durante toda la noche.

4. De cada cultivo se hacen diluciones hasta 1/100 y se cuenta el nimero de células
vivas/mL utilizando el método del “azul de metileno”, de manera que de cada
cultivo se calcula el volumen necesario para inocular en los 100 mL de mosto

5,5x10° cel v/mL.

5. Se centrifuga el volumen calculado a 3800 rpm durante 5 minutos. Se elimina el
sobrenadante y el precipitado se resuspende en 5 mL de agua estéril. Se vuelve a
centrifugar, se desecha el sobrenadante y se resuspende el precipitado en 5 mL de

mosto estéril, el mismo que se utiliza para el experimento.

6. Se adiciona la suspension celular a los 100 mL de mosto que se encontraban en

los matraces de 250 mL. Se dejo fermentar sin agitacion a 20-22 °C.

7. Los 100 mL de mosto fermentando sirvieron como pie de cuba para inocular el
volumen final, 900 mL de mosto sobre el que se hicieron los andlisis de catas. De
manera que a los tres dias tras la inoculacion en 100 mL se realizd el
escalamiento tomando de cada fermentacion 36 mL que se adicionaron a los 900
mL finales de mosto. De esta forma el in6culo supuso el 4% del volumen total a

inocular.
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Los matraces inoculados se dejaron fermentar a 20-22 °C sin agitacion. El
seguimiento de las fermentaciones se realizd midiendo diariamente el grado
Beaumé, dandose por finalizadas cuando éste llegd a cero, y dejé de apreciarse

desprendimiento de CO,.

La medida del °Be se llevd a cabo utilizando un areéometro (Proton). Los
valores se presentan para una temperatura de 20 °C, por lo que a la vez que se mide
la densidad de la muestra con el aredmetro hay que medir la temperatura y hacer las

correcciones segun la Tabla 18.

T2 (°C) CORRECCIONES
a restar

15 0,25

16 0,2

17 0,15

18 0,1

19 0,05

20 sin correccion

a sumar

21 0,05

22 0,1

23 0,15

24 0,2

25 0,25

26 0,3

27 0,35

28 0,4

29 0,45

30 0,5

31 0,55

32 0,6

33 0,65

34 0,7 Tabla 18. Tabla de correcciones de los valores
gg 00'785 del grado Beaumé medidos a partir de un

aredmetro.

5.3. Medida de la viabilidad celular. Método del “azul de metileno”

La viabilidad celular se determindé utilizando el método del azul de metileno
(E.B.C. 1977). Dicho método permite observar al mismo tiempo, en el microscopio,

tanto células totales como células viables, teniendo el resultado en poco tiempo.
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Para llevar a cabo dicha medida, del cultivo en estudio, previamente
homogeneizado, se toman una muestra y se hacen distintas diluciones con agua
destilada, 1/10, 1/100 o 1/1000, y en funciéon de lo crecido que esté el cultivo, se
elegird una u otra para hacer el recuento. Se toma 1 mL de cada dilucion y se le
adiciona 1 mL de la solucion de viabilidad. Se deja la mezcla en agitacion 10
minutos y después se hace el recuento en una camara Neubauer. Las células viables
tienen activas las enzimas necesarias para degradar el azul de metileno, quedando
por tanto sin teflir. Por el contrario, las células muertas se mantienen inactivas frente
a este colorante, y por tanto, quedan tefiidas de color azul. El porcentaje de células

sin colorear nos dara la medida de la viabilidad celular.

»Solucion de viabilidad: 0.01 g azul de metileno; 2 g citrato sédico di-hidrato; 10
mL agua destilada. Filtrar y llevar hasta 100 mL con agua
destilada. Conservar en oscuridad.

6. Curvas de viabilidad a distintas temperaturas

6.1. Cepas utilizadas en el estudio

[ Cepas || Origen |
3134 Vendimia 1999
153.12 Vendimia 1999 Tabla 19. Cepas utilizadas en el estudio de
485 Vendimia 2001 micro-fermentaciones puras llevadas a
Fermivin Comercial _ cabo a distintas temperaturas.
X2180 Cepa de laboratorio

6.2. Composicion quimica y preparacion del mosto sintético

Se utiliz6 la composicidon descrita por Rossignol y colaboradores (2003).

Para preparar 1 litro de mosto sintético se utilizan los siguientes compuestos:
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Azlcar
(1) Glucosa ............. 200 g
Acidos
(2) Acido mélico .......... 69
(3) Acido citrico........... 69
Minerales
(4) KHoPOy4.. v 0.750 g
(5) KaSO4uvvve v 0.500 g
(6) MgS0O,4-7H,0........ 0.250¢g
(7) CaCl,-2H,0.......... 0.155¢g
(8) NaCl..................0.200 ¢
Nitrégeno
(9) NH4Cliooooiieee e 0.460¢g
(10) Solucioén stock de Aminoacidos........13.09 mL

Oligoelementos

(11) Solucion stock de Oligoelementos.......... 1mL
Vitaminas
(12) Solucion stock de Vitaminas............... 10 mL

Factores Anaerobios
(13) Solucioén stock de Factores Anaerobios...1 mL

Se prepara en agua destilada y se ajusta el pH a 3.3. A continuacion se

esteriliza 30 minutos en autoclave a 100 °C.

Soluciones stock

e Solucioén stock de Aminoacidos
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Se prepara el stock en 1 litro de una solucion tampon de NaHCO; al 2% (20

g/L) a la cual se le adicionan los siguientes aminoacidos (SIGMA):

Tirosina.......................1.4 g (calentar a 100 °C)
Triptofano................... 13.7 g (calentar a 70 °C)
Isoleucina...................... 2.5 g (calentar a 70 °C)
Acido Aspartico............ 3.4 g (desprende COy)
Acido glutamico............ 9.2 g (desprende COy)
Arginina...................... 28.6 g
Leucina.......ccceeeeevnnnnne. 3.7 g (aumentar la temperatura para disolverlo)
Treonina..........ccccuveeee. 58¢g
Glicina.......cccovvvveeeeennn. ldg
Glutamina................... 38.6¢g
Alanina.............ccee. I1.1g
Valina......cccooeeeeeieeennnnn. 34¢g
Metionina..................... 24¢
Fenilalanina.................. 29¢g
Serina........cccccuvvvvenneennn. 6.0g
Histidina................ou...e. 25¢g
Lsina....cceeeeeeeeeinennee, 13¢g
Cisteina......ccceeeeeeeeennn... 1.0g
Prolina........c.c.cceeeennne, 46.8 g (opcional)

Una vez que se tenga la mezcla, se reparte en tubos estériles conteniendo

cada uno 13.09 mL del stock que se conservan a -20 °C.

e Solucioén stock de Oligoelementos

Se prepara 1 litro con los siguientes elementos:

MHSO4'H20 ....................... 4 g
ZHSO4'7H20 ...................... 4 g
CuSO4-5H2O..ciiii lg
KL lg
CoCly-6H,0.................... 0.4¢g
H3BO3 ................................ 1 g
(NH4)6M07024 ................... 1 g

La solucidn se conserva en frio a 4 °C.
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e Solucidn de stock de Vitaminas

Primero se preparan 100 mL de una solucion stock de Biotina con una
concentracion de 100 mg/L que se conserva a -20 °C. A continuacion se prepara 1 L

con los siguientes elementos:

Meso-1n0SItOL.....ceeeiiiiiiiiiiiiieeee e 2.000 g
Pantotenato de calcio.........ccccvvvveeiiiiiiiieeenennnns 0.150 g
TIAMING....ceeiiiiiiiiieieeeeee e 0.025 g
Acido NICOtINICO. . .vvveeeeiieeeeeeeeeeeeeeeeens 0.200 g
Piroxidina..........ooooeiiiiiiiiiiii 0.025 g
Biotina (tomar de la solucién stock)................ 3 mL

La solucién stock se reparte en tubos estériles conteniendo cada uno 10 mL

que se conservan a -20 °C.

e Solucidn stock de los Factores Anaerobios

Se preparan 100 mL de la solucion con los siguientes elementos:

Ergosterol.........oooiiiiiiiiii 1.5 mL
ACIdO OlEICO. . v 0.5 mL
Etanol al 100% + Tween &0............. 50 mL + 50 mL

Para preparar la solucion, se pesan 1.5 g de ergosterol y 0.5 g de &cido oléico
y se afladen a la mezcla formada por 50 mL de Etanol (100%) + 50 mL de Tween
80. Para disolverlo se calienta a 70 °C. Después se vuelve a enrasar (se evapora
etanol) utilizando etanol en caso necesario para completar el volumen perdido. Se

conserva la solucidn en frio a 4 °C.

6.3. Procedimiento experimental

1. Las cepas a ensayar se crecen en medio YPD durante toda la noche, en agitacion y

a 28 °C (incubador orbital Gallenkamp).

88



Materiales y Métodos

2.

S.

A continuacion se mide el numero de células vivas/mL para cada cepa con el
método del “azul de metileno™ utilizando una camara Neubauer. En funcién del
resultado se toma el volumen necesario de cada cultivo teniendo en cuenta el
numero de células vivas/mL que se van a inocular en el volumen de mosto
sintético predeterminado. En este experimento se inocularon 1x10° cel v/mL en

250 mL de mosto sintético.

Posteriormente se toma de cada cultivo el volumen calculado, se lleva a tubos

estériles de 25 mL (Eurotubo) y se centrifugan a 3800 rpm durante 5 minutos.

Se elimina el sobrenadante y cada precipitado celular se resuspende en 5 mL de
agua estéril para lavarlo. Se vuelve a centrifugar en las mismas condiciones de
antes, se desecha el sobrenadante y se resuspende el precipitado en 5 mL de

mosto sintético.

Por otro lado se tienen preparados matraces erlenmeyer de 500 mL conteniendo
cada uno 250 mL de mosto estéril, de manera que cada suspension celular se
adiciona a los matraces los cuales se dejan fermentar sin agitacion en un
incubador orbital a la temperatura que se vaya a ensayar (Incubador Gallenkamp,

modelo IMR 250).

6.3.1. Medida del grado Beaumé

La medida del °Be se realiz6 diariamente, y dado el pequefio volumen de

mosto utilizado para llevar a cabo los ensayos, y para evitar perder esterilidad en

cada fermentacion, se utilizo un densimetro de la marca Antén Paar (DMA 35 N,

Density Meter, version de software V2.014). Por tanto, para utilizarlo correctamente

primero, de cada fermentacidn, se centrifugaron muestras de 3 mL para eliminar las

posibles burbujas, atemperando cada una a 20 °C antes de realizar la medida con el

aparato.
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6.3.2. Determinacion del grado alcohdlico

Se llevdo a cabo mediante destilacion, una vez que las fermentaciones
finalizaron. Para ello se echa en un matraz aforado de 50 mL el vino sin llegar a
enrasarlo, se atempera a 20 °C y después es cuando se enrasa. A continuacion se
realiza la destilacion, y se recoge el destilado en el matraz aforado de 50 mL el cual
se introduce en hielo. Posteriormente se atempera el destilado a 20 °C y se enrasa
hasta 50 mL con agua destilada. Después se mide el grado alcohodlico

(volumen/volumen) con el aparato de Antén Paar.

7. Estudio de la estabilidad de los cariotipos

Las cepas utilizadas en este estudio fueron las mismas que se indican en la
Tabla 19. El medio empleado para realizar los cultivos seriados con cada cepa fue

mosto sintético cuya composicion se describe en el apartado 6. 2.

7.1. Procedimiento experimental

1. Cada una de las cepas se crece en medio YPD durante toda la noche incubandose

a 28 °C en agitacion (180 rpm) (Incubador orbital Gallenkamp).

2. Posteriormente de cada cepa se cuenta el nimero de células/mL utilizando una

camara Nuebauer.

3. De cada cultivo de toma el volumen necesario para inocular en 15 mL de mosto
sintético 2x10° células/mL. A continuacion se centrifuga a 3800 rpm durante 5
minutos el volumen calculado, se elimina el sobrenadante y el precipitado celular

se resuspende en 5 mL agua estéril para lavarlo.

4. Se vuelve a centrifugar en las mismas condiciones anteriores, se vuelve a desechar

el sobrenadante y se resuspende el precipitado en 2 mL de mosto sintético.
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5. Cada suspension celular se adiciona a tubos estériles de 25 mL (Eurotubo)
conteniendo cada uno 13 mL de mosto sintético para tener en total los 15 mL

establecidos para el crecimiento.

6. Los cultivos se incuban sin agitacion en una camara termostatizada a 20 °C a fin
de imitar de forma aproximada las condiciones reales de la fermentacion de un

vino blanco.

En el caso de suplementar el medio al 7% de etanol se utiliz6 Etanol
Absoluto (100%). Para ello las cepas se fueron acondicionando a concentraciones
consecutivas de etanol desde el 1% hasta 7%, de manera que se aumento el
contenido en etanol en cada pase realizado en los cultivos seriados hasta llegar al
4%, y se mantuvieron en las siguientes concentraciones durante 5 pases hasta llegar

al 7%.

7.2. RFPL del ADN mitocondrial

7.2.1. Extraccion del ADN genoémico de levaduras

El ADN de las distintas cepas de aislo utilizando el kit FastDNA®Kit (Q-

BIOgene) procediendo de la siguiente forma:

1. Se crece en 100 mL de YPD la cepa de levadura durante toda la noche

incubandose en agitacion a 180 rpm y a 28 °C (Incubador orbital Gallenkamp).

2. Se toma un volumen suficiente de cultivo para proporcionar un tamafio de pellet
entre 50-100 mg, para lo cual se centrifugan 40 mL de cultivo a 3800 rpm.

Después se desecha el sobrenadante.
3. Se adiciona 1 mL de la solucion de lisis CLS-Y (Q-BIOgene), se resuspende el

pellet y se transfiere 1 mL a un tubo de microcentrifuga (Eppendorf, Alemania)

que contiene la Matriz de lisis (2 esferas ¥4"" + matriz granulada).
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4. Se introduce el tubo en el aparato Fast-Prep® a velocidad 4.0 durante 30

segundos.

5. Después se centrifuga el tubo a 13000 rpm durante 15 minutos para precipitar los

restos celulares.

6. Se transfieren 600 pL del sobrenadante a un tubo nuevo de 2 mL y se afiaden 600
pL de la solucion Binding Matriz (Q-BIOgene). Se mezcla suavemente y se deja

reposar durante 5 minutos a temperatura ambiente.

7. Posteriormente se centrifuga durante 10 segundos a 13000 rpm y se elimina el

sobrenadante.

8. Al precipitado se le adiciona 500 pL de la solucion SEW-M (Q-BIOgene), se
mezcla bien y se transfiere todo a un tubo nuevo sobre el que va colocado un

filtro (tubo Spin-Filter).

9. Se centrifuga a 13000 rpm durante 1 minuto, se elimina el sobrenadante y se
vuelve a centrifugar el tubo con el filtro a la misma velocidad durante 2 minutos,

con el objetivo de secar la membrana.

10. A continuacidn se introduce el filtro en un nuevo tubo de 1.5 mL y se adicionan
100 pL de agua destilada estéril. Se deja en reposo durante 2-3 minutos a

temperatura ambiente.

11. Se centrifuga la muestra a 13000 durante 1 minuto y se retira el filtro, quedando
la muestra de ADN resuspendida en los 100 mL de agua estéril en el tubo, la

cual puede utilizarse a continuacion o conservarse a -20 °C.

7.2.1.1. Eliminacién del ARN

1. Para los 100 uL de ADN obtenidos en el apartado anterior se adiciona el volumen
necesario de RNasa (Sigma) (10 mg/mL) para tener una concentracion final de

100 pg/mL, incubandose 1 hora a 37 °C.
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2. Posteriormente se adicionan 18 pl. de NH40OAc 5 M + EtOH 100% y se incuba

bien a -80 °C durante 45 minutos, o bien a -20 °C durante toda la noche.

3. Centrifugar a 13000 rpm a 4 °C durante 10 minutos

4. Se elimina el sobrenadante y se adicionan 500 pL. de EtOH al 70%, centrifugando

posteriormente en las mismas condiciones anteriores.

5. Se elimina el sobrenadante y se seca el ADN en una bomba de vacio. Después se

resuspende el ADN en 40 pL de agua estéril y se conserva a -20 °C.

7.2.2. Digestién con enzimas de restriccion

El volumen de ADN, disuelto en agua estéril, para ser empleado en las
reacciones de digestion es funcion de la concentracion del ADN que se haya
extraido, de manera que para una concentracion de 10 pg/ul, empleando un

volumen de 5 pL se obtienen resultados satisfactorios.

Las enzimas de restriccion fueron empleadas siguiendo las instrucciones de
los proveedores (Amersham, Fermentas) y fueron las siguientes: Hinf I, Alu | y Rsa |
(Afa I). Cada enzima posee su propio tampon de reaccidon con una composicion

determinada, a una concentracion de 10x.

Las digestiones realizadas fueron simples, es decir, que cada cepa en estudio

se tratd con cada una de las enzimas independientemente.

El volumen de reacciéon utilizado en las digestiones fue de 20 pL,

adicionando en un tubo de 1.5 mL los siguientes reactivos:

e Buffer o tampon de cada enzima de restriccion: se toma 1/10 del volumen

total de reaccion
e Enzima de restriccion: se toma 1 uL (al adicionar 1 pL de enzima, se

introducen 10 unidades en el caso de Alu | y Rsa I, y 12 para Hinf I)
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e Agua estéril: para completar el volumen de reaccién
e ADN que va a ser digerido extraido o purificado de un aislamiento

determinado

Siendo el orden de adicion de los reactivos el siguiente: agua, buffer, enzima,
ADN. Cuando se realizan muchas digestiones a la vez, es mas facil preparar una
mezcla de reaccidon de agua, buffer y enzima. Esta mezcla puede ser alicuoteada en
cada tubo y anadir después el ADN. Las digestiones pueden ser preparadas a
temperatura ambiente pero las enzimas de restriccion o la mezcla de reaccion deben

ser almacenadas en hielo antes de usarlas.

Las digestiones se llevan a cabo incubdndose a la temperatura Optima de
actividad de las enzimas de restriccion, que es para las empleadas de 37 °C, durante

2-3 horas.

7.2.3. Electroforesis en gel de agarosa

Para visualizar el ADN gendémico aislado de las cepas de levaduras, asi como
los fragmentos obtenidos tras la digestion del ADN con las enzimas de restriccion,
se realiza una electroforesis utilizando un gel de agarosa (Molecular Biology
Certified Agarose, Bio-Rad) al 1% en TBE 1x, adicionando ademas Bromuro de

Etidio (0.5 pg/mL).

En el caso de la digestion, se carga en cada pocillo del gel el volumen total de
la digestion de cada muestra mas el tampodn de carga. Se fija la intensidad del campo
eléctrico a 12 mA y se corre la electroforesis durante varias horas utilizando como

tampon de electroforesis TBE 1x.

En el caso de querer visualizar el ADN aislado de una cepa determinada, se
cargan en cada pocillo 2 uL de la muestra mas el tampon de carga, dejando correr la

electroforesis durante 1 hora y media.

Para visualizar los resultados, se coloca el gel en un transiluminador de luz

ultravioleta (Spectroline TVC-312A, Bio-Rad) que revela las zonas tefiidas con
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Bromuro de Etidio. El tamafio de las bandas se determina por comparacién con un
patron conocido, utilizando por tanto un marcador de pesos moleculares, como A-

Hind 111 (Promega) o el marcador XIV (Roche Diagnostics, Mannheim).

En el caso de analizar los fragmentos de restriccion del ADN mitocondrial se
utilizé el marcador A-Hind 111 (5 uL), el cual consiste en ADN del bacteriofago A
digerido con la enzima de restriccion Hind Ill. Los tamafios moleculares de los
fragmentos obtenidos para este marcador mediante electroforesis se muestran en la

Figura 12.

»Tampon de carga (6x): Sacarosa 40% (p/v); EDTA 10 mM; Azul de Bromofenol
0.25% (p/v).

A-Hind 1 X1v
Tamafio (pb) Tamafio (pb)
23130 o642
— 9416
—— 6557 ——— 1500
——— 4361
— 1000
— 2322
- 2027 — 500
——— 400
— 300
— 200
— 100

Figura 12. Marcadores de pesos moleculares, A-Hind 1T y
marcador XIV.

7.3. Hibridaciones ADN-ADN
7.3.1. Descripcion y obtencion de las sondas

Para obtener una sonda y utilizarla en posteriores experimentos de

hibridacion los pasos que se siguieron fueron: (i) amplificacion mediante PCR de la
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secuencia que se va a utilizar como sonda; (ii) visualizacion del producto
amplificado mediante electroforesis en gel de agarosa; (iii) purificacion del producto

de PCR y (iv) marcaje de la sonda con digoxigenina.

7.3.1.1. Sonda ribos6mica I'TS1-5.8S-ITS2

La amplificacion de la secuencia ITS1-5.8S-ITS2 mediante PCR se llevo a
cabo utilizando los primer ITS1 e ITS4 que fueron descritos por White y
colaboradores en 1990. El esquema correspondiente a los genes ribosémicos donde

se encuentra la secuencia ITS1-5.8S-ITS2 se muestra en la Figura 13.

ITS1

I ] | ]
18S 5.8S 25S 58
ITS1 ITS2 «—

ITS4

Figura 13. Representacion esquemadtica de la region de los genes
ribosdémicos presentes en tandem el cromosoma XII de S. cerevisiae, donde
se indica la secuencia a amplificar mediante PCR utilizando los primers
ITS1 e ITS2 (ITS internal transcribed spacer).

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

Para llevar a cabo la PCR se utilizé el ADN aislado de la cepa de laboratorio
diploide X2180 mediante el kit FastDNA®KIit (Q-BIOgene), como se detalla en el
apartado 7.2.1.

La reaccion se realizé en un volumen final de 50 uL, utilizando los siguientes
reactivos: 1.5 mM de MgCl,, 200 uM de dNTPs, 1 uM de cada primer, 1 U de la
enzima polimerasa Tag (Roche Molecular Biochemicals), el tampo6n apropiado para

la enzima al 1x y 1uL del ADN molde.

Las condiciones de reaccion introducidas en el aparato (GeneAmp® PCR
System 2700, Applied Biosystems) fueron: 5 minutos de desnaturalizacion a 95 °C; a
continuacion 40 ciclos de 30 segundos a 95 *C, 30 segundos a 50 °C y 1 minuto y 30

segundos a 72 °C; y finalmente 10 minutos a 72 °C.
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Para calcular la temperatura de hibridacion de la secuencia amplificada de
158 pb se aplico la formula siguiente (DIG High Prime DNA Labeling and Detection
Starter Kit 11, Roche Diagnostics, Mannheim):
T media = 49,82 + 0,41 (% G + C) — (600/T)
I = longitud de la secuencia (sonda) en pares de bases (pb)

T 6ptima = Tm — 20-25 °C

El contenido en G + C se calculdo mediante el programa informatico Bioedit

version 7. 0. 5. 3., propuesto por Hall en 1999.

7.3.1.2. Sonda del intrén AI3 del gen mitocondrial COX7

Los primers utilizados para llevar a cabo la reaccion de PCR fueron 3L y 3R,
adecuados para la amplificacion del intrén AI3 situado dentro del gen COX1
mitocondrial. Se obtuvieron a partir de la secuencia del genoma mitocondrial,
publicada en la pagina de Internet Saccharomyces Genome Database (SGD), que fue
descrita por Foury y colaboradores en 1998. El esquema correspondiente al gen

COX1 se muestra en la Figura 14.

D [ [ [ ] [ 1 [] [ D
All U Al2 L|i>AI3‘\:|_IAI4 L Al5a L AI5R I_lAIS'?
3L 3R

Figura 14. Representacion esquematica del gen mitocondrial COX1 de S.
cerevisiae, donde se indican los primers utilizados, 3L y 3R, para
amplificar el intron AI3. Los rectangulos representan a los exones.

3L (5'-GCTTTAATTGGAGGTTTTGG-3")
3R (5'-ATTGTCATACCATTTGTTCTCAT-3")

La PCR se llev6 a cabo utilizando como ADN molde el aislado de la cepa de
laboratorio diploide X2180 a partir del kit FastDNA®Kit (Q-BIOgene), como se
detalla en el apartado 7. 2. 1.

El volumen final de reaccion fue de 50 pL y se utilizaron los siguientes

reactivos: 1.5 mM de MgCl2, 100 uM de la mezcla de los dNTPs, 0.5 uM de cada
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primer, 2 U de la enzima polimerasa Taq (Roche Molecular Biochemicals) y 1 puL
del DNA molde. Las condiciones de la reaccion de PCR fueron: 5 minutos a 95 °C
para desnaturalizar el ADN; a continuacion 25 ciclos de 1 minuto y 30 segundos a
95 °C, 2 minutos y 30 segundos a 58 °C y 3 minutos y 30 segundos a 72 °C; y para

finalizar 10 minutos a 72 °C.

La temperatura de hibridacién se calculd aplicando la misma formula que en
el caso anterior para la secuencia amplificada del intrén AI3, que tuvo un tamafo de
1833 pb. Utilizando el programa informatico citado anteriormente se calculd el

contenido en G + C.

7.3.1.3. Visualizacién de los productos de PCR

Se realiza una electroforesis en gel de agarosa como se detalla en el apartado
7. 2. 3, cargando en cada pocillo 2 pL. de muestra mas el tampén de carga. Como
marcador de pesos moleculares se utiliz6 el marcador XIV (2 pL) (Roche

Diagnostics, Mannheim) (Figura 12).

7.3.1.4. Purificacion de los productos de PCR

Se hizo mediante el kit High Pure PCR Product Purification Kit (Roche),
siguiendo las instrucciones del proveedor. Al final se tiene el producto amplificado

purificado resuspendido en 40 pL del tampon Elution Buffer incluido en el kit.

7.3.2. Marcaje de las sondas

Para marcar las sondas se ha utilizado el método de Random primed,
utilizando el kit DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit Il (Roche
Diagnostics, Mannheim). Este método se basa en el anillamiento de oligonucleotidos
al azar en el ADN desnaturalizado. La cadena de ADN complementaria se sintetiza a
partir de los extremos 3'-OH de los oligonucledtidos, utilizando el fragmento
Klenow de la ADN polimerasa de E. coli. Al sintetizarse la nueva hebra se
introducen moléculas de digoxigenina en forma de DIG-11-dUTP cada 20-25

posiciones.

98



Materiales y Métodos

La reaccion de marcaje se lleva a cabo en un tubo de 1.5 mL en un volumen
total de 16 pL de agua estéril en el que hay resuspendido 1 pg del ADN purificado
que va a servir como sonda. Se hierve durante 10 minutos para desnaturalizar el
ADN vy a continuacién se introduce en hielo durante 2-4 minutos. Transcurrido ese
tiempo, se afiade 4 uL de la mezcla de DIG-High Prime, se homogeniza bien y se
incuba a 37 °C durante 20 horas. La reaccion se detiene adicionando 2 pL de EDTA
0.2 M pH 8 y se calienta a 65 °C durante 10 minutos. La sonda marcada se conserva

a -20 °C hasta el momento de ser utilizada.

7.3.3. Transferencia del ADN de los geles de agarosa a filtros de
nylon

La transferencia de las moléculas de ADN separadas en una electroforesis en
gel de agarosa a un soporte soélido es lo que se denomina Southern blot o
transferencia de Southern (Southern 1975). Actualmente los soportes sélidos mas
comunes, por ser mas resistentes, son los de nitrocelulosa o de nylon. La
transferencia es el paso previo a la hibridaciéon de todo acido nucleico. El
procedimiento seguido para transferir el ADN a filtros de nylon (Hybond-NX,

Amersham Biosciences. Reino Unido) fue el siguiente:

1. El gel de electroforesis que se vaya a transferir se fotografia y posteriormente se
mantiene 5 minutos en agua destilada con agitacion moderada. Después se trata

con las siguientes soluciones en el orden que se indica:

(i) 20 minutos con HC1 0.2 N, para depurinizar parcialmente el ADN,

(ii) 45 minutos con una solucién desnaturalizante, para desnaturalizar la
doble hélice de ADN,

(iii) y por ultimo, 45 minutos con una solucion neutralizante, para mantener
el ADN desnaturalizado, bajando el pH a un valor adecuado para continuar

con los siguientes pasos.
2. La transferencia se lleva a cabo en una cubeta a la que se adiciona SSC 20x,

situando sobre ésta un soporte solido. Encima del soporte se colocan dos laminas

de papel Whatman 3MM vy sobre éstas se situa el gel. A continuacion sobre el gel
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se dispone, en el siguiente orden, el filtro de nylon, dos laminas de papel
Whatman del tamafo del gel previamente humedecidas en agua destilada y SSC
2x, y papel de filtro del tamafio del gel formando una torre de unos 20
centimetros. Sobre este montaje, se coloca un peso de unos 500 g. La
transferencia se deja entre 16-24 horas, manteniendo siempre la cubeta con la

solucion de SSC 20x.

3. Una vez que la transferencia ha finalizado, se marca la posicion de los pocillos
sobre el filtro y se fija el ADN al filtro de nylon mediante calentamiento del filtro
a 80 °C durante 2 horas, o con luz ultravioleta en un transiluminador durante 10
minutos. De esta manera, el filtro puede ser utilizado inmediatamente o bien se

guarda a 4°C.

» Solucion desnaturalizante: NaOH 0.5 M; NaCl 1.5 M

» Solucion neutralizante: NaCl 3 M; Tris-HCI 1 M, pH 7.5

»SSC 20x: NaCl 3M; citrato sodico 0.3 M, pH 7

7.3.4. Pre-hibridacion del ADN

El procedimiento empleado para llevar a cabo la pre- hibridacion, hibridacion
y deteccion de las sondas fue el indicado en el kit DIG Hig Prime DNA Labeling and
Detection Starter kit 11 (Roche Diagnostics, mannheim), procediendo de la siguiente

forma:

1. Se calienta un volumen apropiado de solucion DIG Easy Hyb (Roche Diagnostics,

Mannheim) a la temperatura de hibridacion de la sonda que se vaya a utilizar.

2. Se introduce el filtro en un canuto de hibridacion y se equilibra en solucion DIG

Easy Hyb precalentada durante 30 minutos a la temperatura de hibridacion.
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7.3.5. Hibridacion

1. La sonda marcada se hierve para su desnaturalizaciéon durante 5 minutos y

rapidamente se pone en hielo durante unos minutos.

2. A continuacion, se mezcla con un volumen apropiado de la solucién Dig Easy

Hyb precalentada (3.5 mL/100 cm?) y se mezcla sin llegar a formar burbujas.

3. Se elimina la solucion Dig Easy Hyb en la que estd en contacto con el filtro y se
adiciona la solucion de la sonda marcada desnaturalizada al canuto donde esté el
filtro. Se incuba a la temperatura de hibridacién determinada par cada sonda en
un horno de hibridacién (Ecogen, Hybridization oven). Para la sonda ITS1-5.8S-

ITS4 la temperatura que rindi6 buenos resultados fue de 65 °C, y para la sonda

AI3 fue de 61 °C.

4. Tas la hibridacion se recoge la sonda y se conserva a —20 °C

7.3.6. Lavados post-hibridacion

1. En una cubeta, se lava el filtro dos veces con la Solucion de lavado 2x durante 5

minutos a temperatura ambiente y con agitacion suave.

2. A continuacion, se lava dos veces con la Solucidén de lavado 0.5x durante 15

minutos a la temperatura de 65 °C y con agitacion suave.

» Solucioén de lavado 2x: SSC 2x; SDS 0.1 %

»Solucion de lavado 0.5x: SSC 0.5x; SDS 0.1 %
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7.3.7. Deteccion

El método elegido para detectar la sefial de los filtros fue la deteccion
quimioluminiscente, en el que la sefial luminica se recoge en un film de rayos X tras
un tiempo corto de exposicion. El sustrato quimioluminiscente empleado fue el
CSPD ready-to-use (Roche Diagnostics, Mannheim). Este sustrato es desfosforilado
mediante la enzima fosfatasa alcalina, y como consecuencia se emite una radiacion
de 477 nm de longitud de onda, la cual se recoge en el film de rayos X en s6lo 5- 30

minutos de exposicion.

1. Tras los lavados de post-hibridacion, el filtro se lava dos veces durante 5 minutos

con el Tampodn de lavado en agitacion vigorosa.

2. Después, se incuba durante 30 minutos en la Solucion bloqueante, en agitacion.

3. A continuacion se trata el filtro con la Solucién del anticuerpo durante 30

minutos, en agitacion.

4. Se lava dos veces durante 15 minutos con el Tampdén de lavado para eliminar el

exceso de anticuerpo, en agitacion vigorosa.

5. Se trata el filtro con la Solucion de deteccion durante 2 minutos, en agitacion.

6. A continuacion, se coloca el filtro sobre una bolsita abierta y se aflade 1 mL de la
solucion CSPD ready-to-use sobre la cara del filtro donde se encuentra la sonda
unida. Se cierra la bolsita y se incuba el filtro durante 5 minutos a temperatura

ambiente.

7. Posteriormente, se elimina el exceso de la solucidn anterior y se sella la bolsita, la
cual se incuba a 37 °C durante 10 minutos para potenciar la reaccion de

quimioluminiscencia.

8. Después se expone el filtro a un film de rayos X (Hiperfilm-MP, Amersham

Biosciences. Reino Unido) entre 5 y 30 minutos y en oscuridad.
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Todos éstos pasos se realizan a temperatura ambiente, procurando que en

cada paso no se seque el filtro.

»Tampon de lavado: acido maléico 0.1 M; NaCl 0.15 M, pH 7.5; Tween 20 0.3 %
(v/v)

»Tampon acido maléico: acido maléico 0.1 M; NaCl 0.15 M, ajustar a pH 7.5 con
NaOH solido.

»Solucion bloqueante: preparar una dilucion 1/10 de la solucioén blocking (Roche
Diagnostics, Mannheim) en Tampodn acido maléico.

»Solucién del anticuerpo: preparar una dilucién 1/10.000 de anti-digoxigenin-AP
(Roche Diagnostics, Mannheim) en la Solucion
bloqueante.

»Solucion de deteccion: Tris-HC1 0.1 M; NaCl 0.1M, pH 9.5

7.3.8. Reutilizacion de los filtros

Para poder utilizar los filtros en posteriores hibridaciones es necesario

eliminar la unién de la sonda al filtro, para lo cual se siguen los siguientes pasos:

1. Se introduce el filtro en una cubeta y se lava dos veces con agua bidestilada estéril

durante 15 minutos en agitacidon vigorosa.
2. A continuacion, se lava dos veces con una solucion de SSC 2x durante 15 minutos
a temperatura ambiente. Tras estos lavados el filtro queda preparado para un

nuevo experimento de hibridacion.

3. Si se quiere conservar el filtro, éste se deja cubierto con el Tampon acido maléico

o en SSC 2x hasta su utilizacion.
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8. Control microbiolégico rapido de las cepas de levaduras
en fermentaciones inoculadas

Para llevar a cabo este tipo de estudio, se toman las muestras directamente
del mosto fermentando, se centrifugan y del conjunto de células que forman el
precipitado se extrae el ADN, que posteriormente se trata con una enzima de
restriccion determinada. Antes de aislar el ADN, las muestras deben ser tratadas
para eliminar los restos de mosto ya que pueden interferir en el posterior tratamiento

con las enzimas de restriccion, inhibiendo la actividad de éstas.

8.1. Tratamiento de las muestras de mosto

1. Se centrifugan 100 mL de la muestra de mosto en estudio en tubos de 25 mL
(Eurotubo), para conseguir un tamano de pellet suficiente, a 3800 rpm durante 5

minutos.

2. Se elimina el sobrenadante y se lava el precipitado adicionando 20 mL de agua
estéril, incubandose a 65 °C durante 10 minutos. Esta operacion se realiza dos

veces 0 mas, hasta que el pellet quede limpio de los restos de mosto.

8.2. Extraccion del ADN gendémico en levaduras

Se realiz6 utilizando el método descrito por Querol y colaboradores (1992b),

aunque se introdujeron algunas modificaciones.

1. Una vez que se tiene el precipitado celular limpio, es decir libre de restos de

medio de cultivo o de mosto, se resuspende en 1 mL de la Solucion 1.
2. Se toma 1 mL y se transfiere a un tubo nuevo de 2 mL, adicionando los siguientes

reactivos: 200 uL de Enzima Litico (2 mg/mL) + 40 uL de Liticasa (1.5 mg/mL)

+ 2 esferas (Y4"").
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3. La mezcla se incuba en agitacion vigorosa durante 1 hora a 37 °C.

4. Posteriormente se retiran las esferas y se centrifuga a 13000 rpm durante 5

minutos.

5. Se elimina el sobrenadante y se resuspende el precipitado en 500 uL de la

Soluciodn 2.

6. Se adicionan 200 puL de una solucion de SDS al 10%, se mezcla en el vortex y se

incuba a 65 °C durante 15 minutos (Termobloc, Grant).

7. A continuacién se adicionan 200uL de Acetato potdsico SM dejandose en hielo

durante 10 minutos.

8. Se centrifuga durante 15 minutos a 14000 rpm a 4 °C.

9. Se transfiere el sobrenadante a un tubo nuevo de 1.5 mL (700 puL
aproximadamente) y se adicionan 700 pL de Isopropanol, se agita suavemente y

se deja precipitar durante 10 minutos a temperatura ambiente.

10. Posteriormente, se centrifuga a 12000 rpm durante 10 minutos a 4 °C, se desecha

el sobrenadante y se adicionan 500 puL. de Etanol al 70%. Se agita en el vortex.

11. A continuacidon se vuelve a centrifugar a 12000 rpm durante 5 minutos, se
elimina el sobrenadante y se deja secar el ADN a temperatura ambiente o en una

bomba de vacio.

12. Se resuspende el ADN en 50-100 uL de agua estéril. Se conserva a -20 °C si no

va a ser utilizado inmediatamente.

»Solucion 1: Sorbitol 0.9 M; EDTA 0.1 M

»Solucion 2: Tris-HC1 50 mM; EDTA 20 mM
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Para tratar el ADN genémico con enzimas de restriccion se debe eliminar el

ARN para lo cual se procede como se describe en la seccion 7.2.1.1.

8.3. Tratamiento con enzimas de restriccion

Se llevd a cabo como se indica en la seccion 7.2.2.

8.4. Visualizacion de los resultados

Se hizo mediante electroforesis en geles de agarosa, cargando en cada pocillo
los 20 uLL del ADN digerido mas el tampdn de carga, como se indica en la seccidon

7.2.3. El marcador de pesos moleculares que se utilizo fue A-Hind I11.
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9. Esquemas de elaboracién del Pie de Cuba en cada vendimia
inoculada

Cepas

mmdp 313.4 13.1 153.12
inoculadas 313 313.10 53

s A A A Lunes 30/7/01

( 2 dias fermentando)
500 mL 500 mL 500 mL
Los dos l ‘ ¢
primeros
escalamientos \ Miércoles1/8/01
del pie de cuba .
se realizaron (3 dias fermentando)
enel 2L 2L 2L
laboratorio de
Microbiologia
del CASEM
(UCA) ) Sébado 4/8/01
\ T 2oL | 2oL | 2L (3 dias fermentando)
o 0,95 °Bé e
1,35 °Bé 72x108 cel vimL 0,9944 *Bé
15,2x108 cel v/mL 77,6x108 cel v/imL

en las garrafas a los
lagares de elaboracion,
donde fueron l 1,25 °Bé

) Miércoles 8/8/01
Los tres pies de cuba (5 dias fermentando)
puros fueron llevados 500 L (1 bota)

mezclados para 57,6x108 cel v/ImL
continuar con el
proceso de
escalamiento

Lunes 13/8/01
(3 dias fermentando)

2.000 L (4 bota)

2,25 °Bé
118,4x10% cel v/imL

<—

Jueves 16/8/01
(4 dias fermentando)

32.000 L (64 bota)

0,8 °Bé
86,4x106 cel v/mL

Lunes 20/8/01

400.000 L
(800 botas)

Dep. A Dep. B Dep.C Dep. D

Figura 15. Esquema de elaboracion del pie de cuba realizado en la vendimia 2001. Las fechas
indican el dia de la inoculacion a un volumen mayor de mosto.
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Cepas
. ) 313.4 153.12 48.5
inoculadas A A A Miércoles 31/7/02
[ (3 dias fermentando)
500 mL 500 mL 500 mL

| | |
ﬁ A A Sabado 3/8/02

A

A (3 dias fermentando)
Escalamientos
realizados en

2L 2L 2L
el laboratorio
de 5,1 °Be 2,7°Be 2,7 °Be

Microbiologia

UCA

(uea) Martes 6/8/02

— R B (4 dias fermentando)
2L 20L 2L

N 48x106¢él v/imL
, (98,4 % viab.) ,
12x10° cél v/mL 1.15 °Be 65,6x10°¢ cél v/imL
(88,2 % viab.) ’ (94,2 % viab.)

2,40 °Be 1,15 °Be

- Sébado 10/8/02

(6 dias fermentando)

1.000 L

Escalamientos
realizados en
condiciones
industriales en
los lagares de

(89,9 % viab.)

85,6x106 cél v/mL
0,9951 °Be

Viernes 16/8/02
(4 dias fermentando)

elaboracién.
3.750 L
24x106 cél v/mL
(21,5 % viab.)
4,45 °Be
- Martes 20/8/02
(4 dias fermentando)
18.000 L
41,6x106 cél v/mL
(59,1 % viab.)
3,8 °Be
- Sabado 24/8/02
(3 dias fermentando)
81.000 L
95,6x106 cél v/mL
(88,15 % viab.)
4,95 “Be Martes 27/8/02
m (4 dias fermentando)
Dep. A Dep. B Dep.C Dep.D

Figura 16. Esquema de elaboracion del pie de cuba llevado a cabo en la vendimia 2002. Las
fechas indican el dia de la inoculacion a un volumen mayor de mosto.
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Pie de Cuba A Pie de Cuba B

313.4 153.12 485 <«=mm Cepas inoculadas

z { Miércoles 30/7/03
2L

Cepas
1,85 °Be 1,65 °Be 1,85 °Be '”OCU'adaS\

313.4 153.12 48.5

— e Sabado 2/8/03 ﬂ Sébado 2/8/03
20L
2L

1x108 cél v/mL
de cada cepa
0,75°Be |0,7 °Be 0,45 °Be

D Martes 5/8/03
u 200 L — ﬁ % Miércoles 6/8/03
20L
l Jueves 7/8/03 1x108 cél v/imL
1000 L \ de cada cepa

S

> <> Viernes 8/8/03 200 L
5,20 °Be 5,45 °Be 4
91x108 cél v/mD 60x108 cél v/mL D 3
91,9 % viab. 91,5 % viab. Sabado 9/8/03 Sébado 9/8/03
l MEZCLA
6000 L 1000 L
D >
3,35 °Be
40x108 cél vimL
3000 L 3000 L 49 % v
2,00 °Be 3,1°Be

37x108 cél v/imL
47 % viab.
MEZCLA

40x108 cél v/mL

43,85 % viab.

Martes 12/8/03 Martes 12/8/03

12.500 L

12.500 L

L

Séabado 16/8/03 Séabado 16/8/03

6.750 L PCA (27x108) + 0,35 °Bé

111.000 L mosto
Dep. A

Figura 17. Esquema de elaboracion del pie de cuba realizado en la vendimia 2003. Las fechas
indican el dia de la inoculacién a un volumen mayor de mosto.
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Pie de Cuba A Pie de Cuba B

313.4 153.12 €@==m Cepas inoculadas

A A Viernes 30/7/04 .
l 500 mL 3134 153.12 <= Cepas inoculadas
7 Lunes 2/8/04 A A coorn  Lunes 2/8/04
1,45 °Be l 1,8 °Be l
240x108 72.8x108
98% viab. 99% viab. . Jueves 5/8/04
Viernes 6/8/04 )L
_ 20L 0,75 °Be 0,5 °Be
1°Be 0,6 °Be Lunes 9/8/04, antes de 112x108 cél v/mL 152x108 cél v/imL
17.6x108 cél vimlY 55.6x105 cél vimL > llevarlo a los lagares 95.8% viab. 98.9% viab.
91.6% viab. 97.29% viab. ﬁ Lunes 9/8/04
Martes 10/8/04 0L
1,9 °BY 7 °Be
o 500 L
‘3‘7 °Be 5 Jueves 12/8/04
Viernes 13/8/04
500 L
o 3000 L
¢2,25 Be 1%Be
C D Lunes 16/8/04
C D Martes 17/8/04
o 5500 L
~—___
¢ 0,9959 °Be 3000 L
~— Jueves 19/8/04
0,9 °Be
@ J 7500L 109x108 cél vimL
0,9945 °Be 97% viab
64x108 cél v/m +8250 L mosto
91%yviab.
Sébado 21/8/04 Sabado 21/8/04
7000 L
15500 L
| 0,096 °Be l 1.6 %Be
Miércoles 25/8/04 - Miércoles 25/8/04
1) 25000 L 25000 L
~~

3.7°Be | +37500 L mosto | 28°Be

Viernes 27/8/04 Sabado 28/8/04

75000 L 89500 L

gl

‘_J

Martes 31/8/04

Dep. S Dep. Ay Dep.B

Figura 18. Esquema de elaboracion del pie de cuba realizado en la vendimia 2004. Las fechas
indican el dia de la inoculacion a un volumen mayor de mosto.
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Pie de Cuba A Pie de Cuba B

153 12 ¢==m Cepainoculada
Miércoles 27/7/05

153.12 _ Cepainoculada

A 500 mL

2,958 °Be
106x108 cél v/mL

9% viab. Lunes 1/8/05

a i
é A Viernes 29/7/05 Viernes 29/7/05

2,95 °Be
131x108 cél v/imL|

90,13% V|ab

L

a
Martes 2/8/05 2 §

20L
2,85 °Be 2,55 °Be
4,85 °Be 4,85 °Be Jueves 4/8/05,antes 150,4x19s cél v/ml_l l 203,2x108 cél v/imL
17.6x106 cél vimL 55.6x106 cél vimL=—Pde llevarlo a los 94,5% viab. 96,9% viab.
Jueves 4/8/05
91.6% viab. 97.2% viab. lagares ﬁ %
Viernes 5/8/05

> 0,5Be 0.4
u 9 7598 t 46,4x108 cél vimL 60,8x106 cél v/mL
© mosto D 96,8% viab.
oL 55.6x1 06 cél vimL 85,8% viab. °

4,4 °Be
62x106 cél v/imL
Miércoles 10/8/05

+

Lunes 8/8/05

700 L

H%

4,9 °Be
54x106 cél vimL

8000 L

44—

Viernes 12/8/05

9000 L

3,77 °Be
30x108 cél v/mL
70% viab.

Domingo 14/8/05
33000 L (64 botas)

QI/
—— Viernes 19/8/05
I

—

Martes 16/8/05

29000 L (58 botas)

>+

69500 L (139 botas
(@) ses0L(1ssbot)
~4,75 °Be
~3,20 °Be
Dep. F Dep. H
Dep. E Dep. G

Figura 19. Esquema de elaboracion del pie de cuba realizado en la vendimia 2005. Las fechas
indican el dia de la inoculacion a un volumen mayor de mosto.

111






IV. RESULTADOS Y DISCUSION
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Esquema de seleccion de cepas de levaduras autdctonas.
Estrategia seguida

La caracterizacion de las cepas autdctonas implicadas en las fermentaciones
espontaneas es muy importante porque ellas estan dotadas de propiedades enoldgicas
excepcionales y producen compuestos volatiles que contribuyen a las caracteristicas
sensoriales especificas de los vinos locales (Egli y col. 1998; Guerra y col. 1999;
Martini, 2003). En este apartado de los resultados nuestro objetivo, por tanto, es
conocer qué cepas estan involucradas en la fermentacion espontanea del vino blanco
joven objeto de estudio y posteriormente, siguiendo el esquema de seleccion
propuesto en la Figura 20, elegir aquéllas con mejores propiedades enologicas para

poder utilizarlas como iniciadoras de las fermentaciones en condiciones industriales.

1.1. Estudio de la diversidad genética de las cepas responsables de la
fermentacion espontanea de los mostos obtenidos en la vendimia

1999

Este primer estudio se realizd durante la vendimia de 1999. Las
fermentaciones, llevadas a cabo en depositos de 400.000 litros, se realizaron de
manera espontanea, no habiéndose utilizado, ni en este afio ni en los anteriores,
levaduras secas activas (comerciales) para la elaboracion del vino joven. ElI mosto
utilizado procedié de la variedad de uva blanca Palomino Fino. El mosto yema
recién prensado se corrigio para dejar el pH en torno a 3,3-3,4. Para iniciar el
proceso durante el periodo de pre-vendimia se preparé un “pie de cuba”, es decir un
determinado volumen de mosto que fermentd de manera espontanea y que cuando
alcanz6 un grado alcoholico alto sirvio como indculo iniciador de las fermentaciones

en los depositos.
El proceso de fermentacion en los depdsitos no se llevo a cabo de forma

continua desde el principio, sino que en determinados momentos se fueron

realizando recargas de mosto fresco hasta completar el volumen final, 400.000 litros.
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Caracterizacion genética de las cepas autdctonas implicadas
en la fermentacion espontanea de los mostos procedentes
de variedad de uva Palomino Fino. Vendimia 1999

Electroforesis en Campo Pulsante: CHEF DR-II

Deteccion de un elevado
polimorfismo cromosémico:
17 patrones moleculares
pertenecientes a cepas
Saccharomyces cerevisiae, 4
de ellos predominaron
durante casi todo el proceso

Deteccion de cepas no-
Saccharomyces durante la
primera fase fermentacion

Para reducir el nimero de cepas a analizar, se eligieron
al azar cuatro de todos los aislamientos, pertenecientes
a la ultima fase de la fermentacion (cepas alcohol-
tolerantes) cuyos cariotipos fueron de los méas
abundantes

!

Se consideraron distintos criterios de seleccién
para elegir a las cepas mas adecuadas para dirigir
fermentaciones en condiciones industriales

Se hicieron dos tipos de
estudios

Microbiolégico Molecular

Estudio de la capacidad de

Analisis de algunos parametros implantacion en fermentaciones

de interés enologico como: en condiciones semi-industriales

fenotipo killer, % inhibiciébn por de las 4 cepas elegidas:

etanol y poder fermentativo experimento  por duplicado:
vendimia 2000

Seleccién de cepas

!

Utilizacion en condiciones
industriales

Figura 20. Esquema de seleccion seguido para la eleccion de cepas autdctonas.
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Tanto del pie de cuba como de los fermentadores se tomaron muestras
diariamente que fueron glicerinadas y conservadas a -80 °C hasta su procesamiento,

una vez finalizada la vendimia.

La caracterizacion genética, de las cepas involucradas en la fermentacion del
pie de cuba y de los depdsitos de fermentacion, se llevo a cabo mediante la
obtencion del cariotipo electroforético, para lo cual de las muestras elegidas para ser
analizadas, sefialadas en amarillo en la Tabla 1, se hicieron diluciones mediante el
método de las “diluciones sucesivas”. Cada dilucién fue sembrada en una placa de
Petri de medio YPD incubandose a 28 °C durante 3-4 dias. Posteriormente de la
placa mas representativa, aquélla que presentd entre 100-200 colonias aisladas se
eligié un determinado numero de aislamientos y cada uno fue tratado de acuerdo con
el protocolo descrito en el apartado 3.1 de los materiales y métodos de la Tesis.
Después, las muestras se sometieron a una Electroforesis en Campo Pulsante en un
aparato CHEF DR-Il (Clamped Homogeneous Electric Fields with Dynamic
Regulation).

Del pie de cuba se analizaron dos muestras tomadas de diferentes volimenes,
siendo la segunda, Pie de cuba 2, la de mayor volumen. Tras el anéalisis de 8

aislamientos de cada muestra se obtuvieron los siguientes resultados:

Pie de cuba 1 Pie de cuba 2
[
& p2 Er1
13% 9 24%
139% 24% 9P4 25% 0 B riL
Brs ;e
13% O P17 13% 13% [@PS
13% 24% 25% ar7

Figura 21. Porcentaje de cepas con distintos cariotipos en dos
muestras tomadas del pie de cuba.

Aunque el nimero de cepas analizadas no es muy elevado, si observamos que
existe una cierta variabilidad genética entre las cepas, detectandose en el Pie de cuba
1 un total de 6 patrones cariotipicos distintos, mientras que en el Pie de cuba 2 que
correspondid a un volumen mayor y a una fermentacion mas avanzada (5,6 °Be) la
variabilidad disminuyd, existiendo un predominio de cepas con cariotipos P1, P11,

P3, P5y P7. El Pie de cuba 2 sirvié como inoculo para arrancar las fermentaciones
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en los depdsitos. En ninguna de las muestras analizadas del Pie de cuba se

detectaron cepas no-Saccharomyces.

Para tener un mayor conocimiento de las cepas involucradas en una
fermentacion espontanea en condiciones industriales y qué ocurre a medida que
avanza el proceso, es decir, si se da y como es la dinamica de las poblaciones de
levaduras, se realizd una caracterizacion genética exhaustiva de uno de los depdsitos
de fermentacion, depésito E (Figura 22), desde el inicio (0 horas) hasta la
finalizacion de la fermentacion (361 horas) cuando los azlcares se hubieron
agotado. La caracterizacion de un total de 158 cepas mediante cariotipo

electroforético proporciond los resultados de la Figura 22.

Deposito E
0 horas, 11 °Be Pl 8 horas, 11 °Be WPl 19 horas, 7,95 °Be
E FF,’% EI P12 WP
P14

23% 2% o oo 18% 12% 60/80/ — 49% 11% g0 EI E%4

M P10 ° dr7 16% O P7

0 G%E P5 17% 9 EI P 4

7% 60 12% 6% [pig * 1% 6% L Hpis 6% o% 0%  BP3

M P8 (no-sacch.) M P8 (no-sacch.)

mr1

56 horas, 5,75 °Be 129 horas, 2,40 °Be 153 horas, 1,45 °Be gp2

ErL Hr1 Op7

%% 220 HP2 43% & 1 2P 5, S8 5% 10% 100, [ B9

P9 ars

48(;@ 5% EI P3 @n% 5 ';fs %m%lj P4
° 9 10% P5 339 5% [JP16
5% T10% mpe 6%  17% @rs 17% & P17

221 horas, 2,45 °Be 313 horas, 0,60 °Be 1 361 horas, 0 °Be _—

9 8r2 5% % 11% 1 9 =

14% 1% 36%  [JP4 10% 6 5o, WP 12% 34% P9
7% @es 5% 8 P10 18%, @ P10

i P16 2904 P3 Er3

0 Llpi7 22% ’ E FF:ES 12% 12% ges

29% 7% M P8 (no-Sacch.) 10% 59 5% Ul P16 6% 6% b Ora

O P17

Figura 22. Porcentaje de cepas con distintos cariotipos detectados durante la fermentacion
espontanea en el depdsito E.

Se detectd un polimorfismo cromosémico muy elevado durante todo el
proceso, encontrandose un total de 55 patrones cromosémicos distintos. Estos
patrones se diferenciaron en el namero, intensidad y movilidad electroforética de las
bandas, confiriendo un polimorfismo del 35%. El elevado nimero de patrones y la

similitud encontrada entre algunos de ellos permitio que se agruparan en 17 patrones
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generales (desde P1 hasta P17) para facilitar el andlisis de los resultados, lo que hizo
reducir, por tanto, el polimorfismo a un 11%. De estos patrones, 16 pertenecieron a
cepas del género Saccharomyces por presentar en su cariotipos las cuatro bandas o
cromosomas entre 500 y 200 kb tipicas de este genero (Figura 25). El patron P8
correspondid a cepas no-Saccharomyces, detectadas por no presentar en el cariotipo

estas cuatro bandas tipicas (De Jonge y col. 1986).

Los patrones cromosomicos se han representado con distintos colores, en el
caso de la gama de colores verdes, éstos indican que se trata de cariotipos parecidos
representandose en las graficas de forma contigua, como por ejemplo fueron P2, P7,
P9 y P10. Lo mismo ocurri6 con los cariotipos P1 y P11. Las diferencias entre estos

patrones se muestran en la Figura 25.

En el deposito analizado se observo al comienzo de la fermentacién un
predominio de cepas no-Saccharomyces, teniendo un 23% y un 18% a las 0 y 8
horas respectivamente. También se observo que hubo cepas cuyos patrones fueron
caracteristicos de cada fase de la fermentacion, por ejemplo los patrones, P8, P12 y
P14 solamente se encontraron en la primera fase (0-19 horas); los patrones P6 y P16
aparecieron Unicamente en la segunda fase (56-153 horas aproximadamente) y el

patron P11 sélo se detect6 en la tercera fase (221-361 horas).

Se ha observado que al menos cuatro cepas fueron predominantes durante
toda la fermentacion, las de cariotipo P1, P2, P3 y P5. Acompafiando a éstas existio
una amplia diversidad de cepas minoritarias, con cariotipos P7, P9, P10, P4, P16,
P13y P17, que fueron sustituyéndose unas por otras a medida que fue avanzando la

fermentacion y cuyas proporciones fueron también variando.

El hecho de observar cepas caracteristicas de una determinada fase de la
fermentacién y de la variacion en la proporcién del resto de cepas fue indicativo de
la sucesion de poblaciones de levaduras que se produjo a lo largo de la fermentacion.
Y es que la composicion quimica del mosto va variando durante la fermentacion, de
manera que aumenta el grado alcohdlico, se agotan los nutrientes, disminuye el
oxigeno disuelto etc., induciendo que en cada momento del proceso aparezcan las

poblaciones de cepas de levaduras mejor adaptadas a dichas condiciones.
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En lo referente a las cepas predominantes en el depdsito E, cuyas
proporciones también variaron durante todo el proceso, se podria decir que fueron

las principales responsables de la fermentacién.

En cuanto a las recargas de mosto fresco, la adicion de éste a un volumen de
mosto fermentado aunque supone un aporte de nutrientes para las levaduras que
estan fermentando, también implica un aporte de levaduras silvestres, bien de nuevas
especies, 0 bien de las cepas ya existentes. En el depdsito E una de las recargas se
realiz6 después de las 153 horas de fermentacion (Tabla 1) aumentando el °Be en
una unidad, de hecho en la muestra siguiente que se analiza se detectan, aunque en
pequefia proporcién (7%), cepas no- Saccharomyces que vuelven a ser desplazadas
por las cepas Saccharomyces predominantes y ademas también se ven influenciadas
por el grado alcohdlico, que va aumentando. Esta recarga no sabemos si afect6 en
gran medida a la poblacion de levaduras existente en ese momento, ya que al tratarse
de una fermentacion espontanea a medida que ésta avanza también van cambiando

las poblaciones de levaduras.

En la Figura 23 se muestra como fueron variando las cepas predominantes a

lo largo de la fermentacion.

701

601

501 = =

40
% Cepas
301

201

101

o-
Oh 8h 19h 56h 129h 153h 221h 313h 36l1h

tiempo (horas)

Figura 23. Variacion del porcentaje de las cepas
predominantes con patrones P1 (azul), P2 (verde), P3 (rojo)
y P5 (morado) desde las 0 hasta las 313 horas de la
fermentacion.

Se observa que, las cepas con patron P5 estuvieron presentes durante toda la
fermentacion, predominando sobre todo en la segunda fase (56-153 horas) con un 50%

aproximadamente. Al patron P3 pertenecieron cepas que no se detectaron en las
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primeras horas, sino que empezaron a aparecer a las 19 horas, manteniéndose en un
porcentaje del 10% al final del proceso. Las cepas con patron P1, tuvieron un porcentaje
de aparicion algo bajo, del 10%, no siendo detectadas a ni a las 221 ni 361 horas de la
fermentacion, lo cual puede ser indicativo de que se trate de cepas que no toleren
demasiado bien las altas concentraciones de alcohol alcanzadas en esta fase. En cuanto
a las cepas con patrén P2, se puede afirmar que alcanzaron su mayor porcentaje en

la ultima fase de la fermentacién con un 45%.

Se puede decir, por lo tanto, que las cepas con patrén P5 y P2 fueron las que
controlaron, en parte, la fermentacion del deposito E, sobre todo al final, y al
encontrarse en mayor proporcion pudieran ser las mas adaptadas a las condiciones

finales de la fermentacion.

Ademas, se analizaron dos muestras mas, de los depositos (Tabla 1) C y F,
pertenecientes a la Gltima fase de la fermentacidn para comparar las poblaciones de
levaduras de éstas con las del depdsito E. Mediante cariotipo electroforético se
caracterizaron, por tanto, 37 cepas mas.

Depésito E Depdsito C Depoésito F

361 horas 384 horas 276 horas E E%
0
12% a19% 5% r1e% 6% M p3
P5
5% O p7
12% 6% 6% 12% 64% 59 11% 5% Epo
O p17

Figura 24. Porcentaje de las distintas cepas presentes tras la finalizacion de las
fermentaciones en tres depésitos, E (ya estudiado), Cy F.

En los depdsitos C y F, se comprobd que también predominaron al final de la
fermentacién cepas con patrones P2 y P5 aunque en proporciones distintas en cada
caso, y fueron también detectadas en el depdsito E. Las cepas con patron P1 solo se
detectaron en el depdsito C en un 5%; y las de P3 se detectaron en el F en una

proporcion similar a como se encontraron en el dep6sito E. No se detectaron cepas
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con nuevos cariotipos a los ya caracterizados en el deposito E. Ademas las cepas que

fueron minoritarias en el depdsito E, lo siguieron siendo en los depdsitos C y F.

En la Figura 25 se han representado los 18 patrones moleculares generales
detectados en todas las muestras que se analizaron en la vendimia 1999 de las cepas
Saccharomyces cerevisiae, tanto en las dos muestras del pie de cuba (Figura 21),
como en el deposito E (Figura 22), y en las muestras de los depdsitos C y F (Figura
24). Se puede observar que los distintos cariotipos difieren en el nimero, tamafio e
intensidad de las bandas, y en general presentan entre 13-16 bandas distintas. Dentro
de un mismos cariotipo existen unas bandas mas intensas que otras, pudiéndose

tratar en esos casos de cromosomas homélogos del mismo tamafio (Yamamoto y col.

1991).
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Figura 25. Cariotipo electroforético de las cepas detectadas en las fermentaciones de la
vendimia 1999. Se ha indicado el nimero de cepas con cada cariotipo y el porcentaje de
aparicion de éstas teniendo en cuenta el total de cepas analizadas (211), incluyendo a las cepas
no-Saccharomyces implicadas en la fermentacion en el caso del depésito E, aunque no se
muestran sus cariotipos. M representa el marcador de pesos moleculares, en kilobases, de

Promega.

1.2. Pre- seleccion de las cepas de levaduras

Cuando se lleva a cabo una fermentacion industrial inoculada con cepas
comerciales, normalmente se utilizan una o dos cepas para que el vino tenga unas

determinadas caracteristicas aromaticas propias de las cepas utilizadas.
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Siguiendo el esquema de seleccion de la Figura 20, nuestro propdésito ha sido
también elegir un namero reducido de cepas de entre todos los aislamientos

realizados, y seleccionar aquéllas con mejores propiedades de interés enolégico.

Por eso y para reducir el numero de cepas a analizar, se eligieron al azar
cuatro cepas pertenecientes a la ultima fase de fermentacion, es decir alcohol-
tolerantes, de entre aquellas que mostraron los cariotipos mas representativos
durante todo el proceso en el deposito E (Figura 22) que fueron 313.18, 313.4,
313.10 y 153.12 con cariotipos P1, P2, P3 'y P5 respectivamente (Figura 26).

Tamafio
Molecular
kb
<— 1793 kb
«— <— 1847 kb
1836 kb <— 1716 kb <— 1619
<«— 1580 <— 1560 <— 1583
<«— 1138 <— 1039
- <«— 1047
<« 1813 o 880 1030
846
<—
— - — p
Zgﬁ <+ 659 695
< <«— 616
646 <+— 575 <« 645
<— 565 54 < 401 <570
<«— 475 <«— 426 384 <— 466
<— 353 <— 345 <«— 379
<— 367 <« <
<«— 324 — % 313 —w
<— 287 <“— 296
Cepa 313.18 Cepa 3134 Cepa 313.10 Cepa 153.12
Patrén P1 Patrén P2 Patrén P3 Patrén P5
N° bandas: 14 N° bandas: 16 N° bandas: 14 N° bandas: 13

Figura 26. Tamafios moleculares de los cariotipos de las cepas pre-
seleccionadas. Se calcularon a partir del marcador molecular de
Promega y mediante el programa informatico Molecular Analyst
(Bio-Rad).

1.3. Criterios de seleccion

De las cuatro cepas elegidas no so6lo interesa que pertenezcan a un patrén
molecular que sea el mayoritario en una fermentacion espontanea, sino que también
hay que considerar y analizar otras propiedades de interés enol6gico. Por tanto se

consideraron distintos criterios de seleccion para elegir a las cepas mas adecuadas
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para dirigir fermentaciones en condiciones industriales, y se llevaron a cabo dos

tipos de estudios, uno de caracter molecular y otro de tipo microbioloégico.

1.3.1. Analisis microbiolégicos

El andlisis microbioldgico, se realizé para seleccionar las cepas con mejores
propiedades de interés enoldégico como poder fermentativo, inhibicion por etanol y

factor “killer”.

1.3.1.1. Poder fermentativo. Tasa de consumo de azucares

Para medir el poder fermentativo se prepararon cuatro matraces con 100 mL
de mosto natural estéril (126 °C, 20 min), se inocularon cada uno con el mismo
nimero de células (1x10° células/mL) de las cepas elegidas y se hicieron medidas de
los azlcares reductores desde el comienzo hasta el final de la fermentacion,

utilizando el método oficial de la OIV.

El contenido de azucar inicial en el mosto estéril fue de 198 g/L, y el
contenido de azucar en los cuatro matraces al finalizar la fermentacion fue de 5,04
g/L (313.18), 3,84 g/L (313.4), 10,18 g/L (313.10) y 8,97 g/L (153.12). Haciendo la
diferencia entre la cantidad de azucar inicial en el mosto estéril y estos valores, se
obtuvo la cantidad de azlcar que lleg6é a fermentar cada cepa, es decir, el poder

fermentativo.

e 313.18=192,96 g/L
e 313.4=1946g/L

e 313.10 = 187,82 g/L
e 153.12 =189,03 g/L

En general el poder fermentativo de las cuatro cepas fue elevado y similar
aunque podriamos agruparlas en cepas de muy alto poder fermentativo como la
313.4; de bajo poder fermentativo, como 313.10 que deja mas del doble de azucares
sin fermentar al finalizar la fermentacion con respecto a la cepa de alto poder

fermentativo; y cepas de poder fermentativo medio como 313.18 y 153.12.
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Tiempo (horas) 313.18 313.4 313.10 153.12
0 198 198 198 198
19 147 129,3 154,3 162,2
24 114,6 122 142,1 139,6
40 57,6 87,3 92,15 92,15
46 32,3 99,4 109,1 65,3
64 32,3 50,4 60 37,1
136 5,04 3,84 10,18 8,97

Tabla 20. Medidas de los azUcares reductores, en g/L, a lo largo de la fermentacion
de 100 mL de mosto para cada cepa. Los datos sombreados se utilizaron para
calcular la tasa de consumo de azUcares.

La cepa 313.4, que tuvo un poder fermentativo alto, dejé sélo 3,84 g/L de
azlcares sin metabolizar en el medio consiguiendo alcanzar mayores grados
alcohdlicos, siendo estas propiedades deseadas desde el punto de vista enoldgico.
Sin embargo el hecho de que consuman los aztcares mas lentamente puede dar lugar

a fermentaciones largas (Figura 27), que no interesan desde el punto de vista
industrial.

La evolucién de la fermentacion, midiendo azlcares reductores frente al

tiempo para cada cepa se muestra en la siguiente gréafica:
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Figura 27. Evolucion de la fermentacion de cada cepa,
representada por los azUcares reductores del mosto en funcién del
tiempo.

En cuanto a la tasa de consumo de azucares, ésta nos dio una aproximacion

de la velocidad de fermentacion de cada cepa. Se calculé a partir de los datos de

azlcares reductores (datos sombreados en la Tabla 20) y el tiempo transcurrido,
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mediante ajuste lineal, de manera que la pendiente de la recta nos dio la tasa de

consumo.

Los valores de las tasas de consumo expresadas en (g/L)/horas fueron los

siguientes:

e 313.18 =4,06
e 3134=1,78

e 313.10=2,12
e 153.12=3,43

Las cepas con mayores tasas de consumo fueron 313.18 y 153.12, mientras que
las que mas lentamente fueron consumiendo los azlcares fueron 313.4 y 313.10. Segun
estos resultados se podria decir que la cepa 313.18 seria una buena candidata para ser
seleccionada, no sucediendo lo mismo con la 313.10 que ademas es la que deja mas
azucares en el medio sin consumir. La cepa 313.4 fue la que presentd la tasa mas baja,
es decir, que fue consumiendo los azUcares lentamente, aunque fue la que dej6 menos
azlcares en el medio sin consumir, por tanto podria dar lugar a procesos mas largos,

aungue si con mayores grados alcoholicos.

1.3.1.2. Inhibicién por etanol

Para determinar el porcentaje de inhibicion por etanol, de cada cepa se
prepararon tres matraces con medio YPD liquido con distintas concentraciones de
etanol, 0%, 5% y 10%, hasta un volumen total de 100 mL. Los tres se inocularon
con el mismo nimero de células (2x10° cél/mL) haciéndose un recuento de las
mismas cada dos horas en una cadmara Neubauer. Los resultados obtenidos se

muestran en la Tabla 21.

Medio
YPD 5 % EtOH 10 % EtOH
Cepas Tasa Tasa % i Tasa % i
313.18 0,63 0,45 27,77 0,047 92,46
3134 0,54 0,33 37,86 0,043 91,94
313.10 0,58 0,35 39,37 0,1 82,92
153.12 0,59 0,43 28,23 0,06 89,8

Tabla 21. Porcentajes de inhibicion por etanol y tasas de crecimiento
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La tasa de crecimiento, u, se calcul6 a partir de la formula LnN= LnNo+ ut; y
el porcentaje de inhibicion se calculé a partir de la tasa de crecimiento para cada

concentracion de etanol mediante la expresion:

%i[EtOH]:E_ ”‘YL[E‘O”])J

u (YPD)

Las cuatro cepas mostraron valores de inhibicion muy similares cuando el
YPD se suplementd con un 5% de etanol, igual que para el caso del 10%. Ninguna
de las cepas lleg6 a una inhibicidn del 100%, lo cual es l6gico porgue se aislaron de
la Gltima fase de la fermentacion y son, por lo tanto, cepas con caracter alcohol-
tolerante.

1.3.1.3. Factor killer

Para analizar si las cuatro cepas elegidas, 313.18, 313.4, 313.10 y 153.12,
eran productoras de la toxina Killer se prepararon 2 placas de Petri de medio MBM
para cada cepa pre-seleccionada; en una placa se sembrd a modo de césped una cepa
sensible, 5X47 (ko) no productora de la toxina; y en otra placa se extendié un césped
de una cepa matadora, 1101 productora de la toxina k;. Estas fueron previamente

crecidas en medio liquido YPD durante 48 horas antes de ser sembradas.

Como se muestra en la Figura 28 las cepas pre-seleccionadas se sembraron a
modo de estria sobre los céspedes, una vez que estuvieron secos, utilizdndose

ademas las cepas de la coleccion como controles.

A los 3-4 dias, tras la incubacién de las placas a 23 °C, los resultados fueron
los mostrados en la Figura 29. Las cuatro cepas fueron productoras de algun tipo de
toxina Killer. En teoria, cuando se hacen los experimentos en el laboratorio, cuando
una cepa produce la toxina se forma un halo de inhibicion sobre el césped de la
levadura sensible a la toxina, y crece en el césped de la cepa matadora sin producir
halo. En nuestro estudio, ademas de observarse halo de inhibicion en el césped
sensible (cepa 5X47), también se observé sobre el césped matador (cepa 1101), lo
cual nos sugirié que las cuatro cepas elegidas fueron productoras del tipo de toxina

K, 0 Kjg, matando a la cepa productora de la toxina Kj.
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==> Césped sensible
con cepa 5X47 (ko)

Control
1101(k,)

Control
1101(k,)

==> Césped matador
con cepa 1101 (k,)

Control
5X47 (ko)

Control
5X47 (ko)

Figura 28. Representacion de la siembra en estrias de las cepas
pre-seleccionadas sobre los distintos céspedes de las cepas
sensible y matadora. El medio utilizado para el experimento fue
MBM.

==> Césped sensible
con cepa 5X47 (k,)

Control
1101(k,)

==> Césped matador
con cepa 1101 (k,)

Figura 29. Representacién de los resultados tras incubar las
placas a 28 °C durante 3-4 dias. En la parte inferior de la figura
se observa que la cepa control sensible 5X47 no llegd a crecer
sobre el césped de la cepa matadora.

Ademas, el maximo de actividad de las toxinas K, y Kyg esta en un rango de
pH entre 2.8 a 3.8 dentro del cual se encuentra el pH del mosto (Marquina y col.
2002). No es de extrafiar que las cuatro cepas autoctonas sean matadoras ya que se
ha descrito que las levaduras vinicas silvestres con fenotipo killer estan muy
extendidas por muchas regiones del mundo (Coratza y col. 1992; Frezier &
Dubourdieu 1992; Shimizu 1993; Vagnoli y col. 1993; Versavaud y col. 1995; Da
Silva 1996; Izgu y col. 1997; Regododn y col. 1997; Lopes y col. 2005).
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La presencia de estas levaduras puede llegar a ser un problema muy
importante en las fermentaciones que son inoculadas con cepas de levaduras S.
cerevisiae que sean sensibles ya que pueden ser suprimidas por las silvestres killer
(Heard & Fleet 1987; Van Vuuren & Jacobs 1992), provocando paradas
fermentativas o una disminucién en la calidad del vino obtenido (Medina y col.
1997).

Por tanto, el hecho de que las cuatro cepas de nuestro estudio tengan fenotipo
Killer las hace idoneas para su seleccidn y utilizacion como cultivos iniciadores de

fermentaciones industriales y que sean ellas las que dirijan las fermentaciones.

1.3.2. Analisis molecular

Este analisis se realizd para comprobar, mediante cariotipo electroforético, la
capacidad de implantacion entre las cuatro cepas pre-seleccionadas en condiciones
semi-industriales. El estudio se hizo por duplicado, aunque con 8 dias de diferencia,
de manera que se prepararon dos depdsitos cada uno con 100.000 litros de mosto
para ser fermentados por las 4 cepas. Estas fermentaciones se realizaron durante la

vendimia del afio 2000 y se denominaron, Experimento 1 y Experimento 2.

Para llevar a cabo este tipo de estudio los pasos que se siguieron fueron los

siguientes:

(i) Teniendo en cuenta la magnitud del volumen final a fermentar y que las
levaduras se encontraban creciendo en placas de medio YPD, se tuvo que hacer, con
cada una de las cepas por separado, un pie de cuba con varios escalamientos que
tuvo dos fases de realizacion, una primera en el laboratorio y otra segunda en la

bodega.

(ii) Toma de muestras diaria durante las fermentaciones de los dos experimentos,
que se recoge en las Tablas 3 y 4 del apartado de materiales y métodos, y
conservacion de las muestras para el posterior procesamiento, una vez finalizada la

vendimia.
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(iit) Control microbiolégico mediante el cariotipo electroforético de los aislamientos
realizados de las muestras elegidas (se muestran en amarillo en las Tablas 3 y 4)

para comprobar la capacidad de implantacién de cada cepa.

1.3.2.1. Elaboracion del pie de cuba. Escalamientos

En la fase de laboratorio en la elaboracion del pie de cuba cada una de las
cepas se inocularon (313.18, 313.4, 313.10 y 153.12) en 50 mL de mosto natural
esterilizado en autoclave (126 °C, 26 minutos); a continuacion, cuando este volumen
hubo fermentado, se adicioné a un volumen mayor de 1500 mL también de mosto
esterilizado en las mismas condiciones que el anterior para tener un volumen total de
2 litros. Cuando el mosto de cada fermentacion pura alcanzd, aproximadamente, un
°Be de 2-1, se adiciond a un volumen mayor de mosto, 10-18 litros, descongelado y

con el pH corregido a 3,4, hasta completar los 12- 20 litros.

En la segunda fase, los pies de cuba de cada cepa fueron llevados a los
lagares de elaboracion de la bodega donde se mezclaron y se adicionaron a
volimenes mayores para seguir con los escalamientos hasta llegar al volumen final
de 100.000 litros. La operacion de elaboracion del pie de cuba se hizo para cada uno
de los dos experimentos de fermentacidon, no siendo igual en cada caso ya que,
ademas de realizarse con 8 dias de diferencia, los escalamientos en bodega tuvieron
algunas variaciones (Figuras 30 y 31). EI mosto utilizado también procedié de la

variedad de uva Palomino Fino.

Experimento 1

En la elaboracién del pie de cuba se realizaron los siguientes escalamientos:

[somL | —{s00mL|—{ 2L |—| 120 |—|s00L |—] 10000 || 20.000L |— (V;qu'gg%r';al)

— N v
\/ \/
Escalamientos realizados en el laboratorio de Escalamientos realizados en los lagares de la bodega
Microbiologia (UCA)

Figura 30. Representacion esquematica de los escalamientos realizados en las dos fases de la
elaboracidn del pie de cuba en el caso del Experimento 1.
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En este experimento los dos litros de pie de cuba de cada cepa se adicionaron
a 10 litros de mosto descongelado no estéril. Posteriormente, en la bodega, se
mezclaron para tener un total de 48 litros de pie de cuba que se adicionaron a 500
litros de mosto centrifugado y corregido para continuar asi con los escalamientos
hasta llegar a un volumen final de 100.000 litros como se muestra en la Figura 30.
Se procuré que el indculo fuese en cada paso el 10-12% del volumen total a
fermentar para asegurar la propagacion de las levaduras en el mosto fresco (no

estéril).

Experimento 2

En este caso, en cuanto a la elaboracion del pie de cuba, hubo algunas
diferencias con respecto al Exp. 1, la operacién fue mas corta, es decir, que se
hicieron menos escalamientos que en el Exp.1. En la fase realizada en el laboratorio,
se llegaron a fermentar hasta 20 litros de mosto para cada cepa; y por ultimo, en los
lagares de elaboracidn, aungque también se mezclaron los pies de cuba de 20 litros, el
siguiente escalamiento se hizo a 1000 litros de mosto (Figura 31). Igual que en Exp.
1, se procur6 que el inéculo fuese en cada paso el 10-12% del volumen total a

inocular para asegurar la propagacion de las levaduras en el mosto fresco.

100.000 L

| somL |—|s00mL |— 2L |—| 20L |—| 1000L |—| 10.000L |— (volumen finsl)

AN N _/
\/ \/
Escalamientos realizados en el laboratorio de Escalamientos realizados en los lagares de la bodega
Microbiologia (UCA)

Figura 31. Representacion esquematica de los escalamientos realizados para las dos fases de
la elaboracidn del pie de cuba en el caso del Experimento 2.

1.3.2.2. Control microbiolégico mediante la obtencién del cariotipo
electroforético

Experimento 1

Se analizaron muestras tomadas a las 44 horas, 116, 140, 164, 212 y 284
horas de la fermentacion, una vez que el deposito estuvo lleno con los 100.000 litros

de mosto, no realizandose recargas de mosto fresco tras llegar a este volumen._De
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cada muestra se hicieron diluciones, se sembraron en placas de Petri con medio
YPD, se incubaron a 28 °C durante 3-4 dias, y de las mas representativas se eligieron
al azar 20 colonias totalmente aisladas. Mediante cariotipo electroforético se
analizaron un total de 110 aislamientos (entre 19-17 cepas/muestra) obteniéndose los

resultados que se muestran en la Figura 32.

44 horas, 4,10 °Be 116 horas, 0,15 °Be 140 horas, 0,9956 °Be Er2
5% E E§ @e2 = P3
P3.1
11% 5% [Jp5.1 34% 18% o %E; 15% 5% 5% 20% Ops
506 O P5.3 % & Pis 5% [P51
ot WP 6% 5 p16 5% E| P5..2
0 -
- B P8 (no-Sacch) 18% WP (no-sacch) 15% oy T 0p 15
0pPz3
Hr1
164 horas, 0,9943°Be Eﬁg 212 horas, 0,9928 °Be 284 horas, 0,9926 °Be
Ops W r3 E E%

11%\

5% 50 16% Op2s 52% P16 27%
0 P24
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B P8 (no-Sacch.)

1% 5% 1796 grol 1%\ ey 6% 6% gre . 6%  27%
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EPr1 @P2 Mp3 OP5 === Cariotipos de las cepas inoculadas

Figura 32. Resultados de la caracterizacion molecular del Experimento 1. Se representa el porcentaje
de las cepas con distintos patrones cariotipicos durante seis momentos distintos de la fermentacion de

100.000 litros de mosto.

El analisis revel6 un acusado polimorfismo durante toda la fermentacion, adn
habiendo sido inoculada, identificAndose un total de 59 patrones cromosémicos
distintos, que se diferenciaron en el nimero, movilidad electroforética e intensidad
de las bandas, confiriendo un polimorfismo del 54%. Debido a que el numero de
patrones fue elevado y a que existian similitudes entre algunos de ellos, éstos se
agruparon, igual que se hiciera en la vendimia 1999, en 16 patrones generares, 15
correspondieron a cepas S. cerevisiae (Figura 33), y 1 llamado P8 a cepas no-
Saccharomyces. Se mantuvieron los mismos nombres y colores para representar a

los mismos patrones detectados en las fermentaciones de la vendimia de 1999.
Los patrones P5.1, P5.2 y P5.3 se incluyeron dentro del patrén P5, aunque en

la Figura 32 se muestran con colores parecidos al de P5; y P3.1 se incluyd dentro del
P3.
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Durante las primeras horas de la fermentacion se detectdé una carga
importante en el mosto de cepas no-Saccharomyces con distintos cariotipos que se
englobaron dentro del patron P8, de manera que a las 44 horas de la fermentacion,
aunque el °Be descendio hasta 4,10, existia todavia un 69% de estas levaduras
(Figura 32). A las 116 horas con un 0.15 °Be se detectaron en un 34%, cifra
demasiado alta para las condiciones del mosto en ese momento (grado alcohdlico
elevado) que no eran las méas adecuadas para el desarrollo de estas levaduras,
pudiéndose tratar, en principio, de cepas contaminantes. Estas cepas no fueron
iguales a las detectadas en el depdsito E de la vendimia 1999 (Figura22) aunque se
han representado con el mismo nombre y color para facilitar su identificacién con
respecto a las Saccharomyces. En el apartado 1.6 de los resultados se discutira sobre

la presencia de estas cepas durante las fermentaciones.

Patron P7 P16 P17 P18 P22 P23 P24 P25 P26 P28 M (kb)

P1
I H — 2000
Cariotipo -
Electroforético - — 950
=y — 820
- = — 610
- _ < = _ _ Y

5 v © 93 > ) = ) S o ) ) ) ) )

N°cepas (%) o & & £ o 4 ¢ o & o S S S o ¢
- - < ™ - N ~ — - - - - - i i

Figura 33. Cariotipos electroforéticos distintos detectados en el Experimento 1. El porcentaje
de cepas se calculd teniendo en cuenta el total de aislamientos analizados (110), aunque no se
ha incluido el cariotipo de las cepas no-Saccharomyces. P1, P2, P3 y P5 corresponden a los
patrones de las cepas inoculadas. M representa el marcador de pesos moleculares, en
kilobases, de Promega.

En este experimento las cepas inoculadas no llegaron a implantarse al 100 %.
Aunque dos de las cuatro cepas, las de cariotipo P2 y P5, estuvieron presentes
durante toda la fermentacion, llegando a predominar a partir de las 116 horas,
alcanzando a las 284 horas porcentajes de 27% y 44% respectivamente, incluyendo
dentro de P5 las cepas de cariotipos P5.1 y P5.3. La cepa 313.10 con cariotipo P3 no

siempre se detectd, solamente a las 140, 164 y 212 horas y en baja proporcion. La
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cepa 313.18 (P1) solo se detecto a las 164 horas también en muy baja proporcién, de
forma que podriamos decir que tuvo una capacidad de implantacion muy baja frente
al resto de las cepas inoculadas y a las indigenas que acompafiaron al mosto
obtenido en esta vendimia (2000).

Ademas, junto a las cepas inoculadas, se detectaron cepas minoritarias de las
cuales algunas presentaron cariotipos ya caracterizados en la vendimia anterior
como P4, P7, P16, P17 y P18 y otras presentaron patrones nuevos como P22, P23,
P24, P25 P26 y P28. La mayoria de estas cepas fueron detectadas cuando
practicamente finalizd la fermentacion a partir de las 140 horas, con un °Be de
0,9956; todos estos patrones, excepto P7, P16 y P18 se detectaron en un 5% lo cual

significo que cada uno de ellos fue representativo de una solo aislamiento.

La evolucion y el porcentaje de las cepas inoculadas durante la fermentacion

se muestran en la Figura 34.
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0 Figura 34. Porcentaje de aparicion de
o B g las cepas inoculadas desde las 44 hasta
44h 116h 140h 164h 212h 284h las 284 horas del comienzo de la
Tiempo (horas) fermentacion en 100.000 litros en el
31313 M 313.10 ===p Cepas inoculadas Experlmento L

[@313.4 [Oi1s3.12

Los analisis sensoriales del vino, realizados por personal de la bodega
especializado en catas, indicaron que las caracteristicas organolépticas del vino
obtenido en éste experimento no destacaron especialmente y fueron comparables a
las de los vinos obtenidos de las fermentaciones espontaneas en otras vendimias
(1999 y 2000).
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Experimento 2

Las muestras que se analizaron fueron tomadas del depdsito correspondiente
cuando fue completado con 100.000 litros de mosto, a las 69, 117, 273 y 261 horas
del comienzo de la fermentacion, no haciendose recargas de mosto fresco hasta que
ésta finalizd. De cada muestra se hicieron diluciones, se sembraron en placas de
Petri con medio YPD y de las més representativas se eligieron al azar 20 colonias

aisladas.

En este caso se analiz6 el cariotipo electroforético de un total de 74 cepas (19

cepas por cada muestra).

69 horas, 6,72 °Be 117 horas, 3,30 °Be
21% mP2 5% E P2
O pP7 0 0, p7
119% o 37% 47% [ ps
57% @ P8 (no-Sacch.) Ops3
11% 11%
273 horas, 0,25 °Be 261 horas
18% mr2 5% 1% 26% Dps
6% o P7 M P18
5% O P16
B P10
52% D P5 I:l P17
24% O P27
48%
Er1 mr2 EpP3 [0ps === Cepas inoculadas

Figura 35. Resultados de la caracterizacion molecular del Experimento
2. Se representa el porcentaje de las cepas con distintos cariotipos
durante cuatro momentos distintos de la fermentacion de 100.000 litros
de mosto.

Los resultados (Figura 35) muestran un polimorfismo cromosémico mas bajo
con respecto a los resultados del Experimento 1. Se detectaron un total de 18
patrones distintos y un polimorfismo del 24%. Igual que en el Experimento 1, los
patrones se agruparon en 9, debido a la similitud encontrada entre algunos de ellos,
lo que redujo el polimorfismo a la mitad (12%). De los 9 patrones, 8 pertenecieron a

cepas S. cerevisiae (Figura 36) y 1 a cepas no-Saccharomyces.
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Figura 36. Cariotipos electroforéticos encontrados tras la caracterizacion
molecular del Experimento 2. El porcentaje de cepas se calculd teniendo en
cuenta el total de aislamientos analizados (74). No se ha incluido el
cariotipo de las cepas no-Saccharomyces. P1, P2, P3 y P5 corresponden a
los patrones de las cepas inoculadas, y M representa el marcador de pesos
moleculares, en kilobases, de Promega.

Las cepas no-Saccharomyces sélo se detectaron al principio de la
fermentacién (69 horas) cuando el contenido en azucar fue de 6,72 °Be y como en el
caso del Experimento 1 se englobaron dentro del patron P8. Las levaduras no-
Saccharomyces fueron desplazadas totalmente por las inoculadas después de las 69
horas, y su presencia pudo ser debida a que la muestra fue tomada tras la adicion de
10.000 litros de pie de cuba a los 100.000 litros finales y antes del comienzo de la
fermentacion. Se discutira la presencia de estas cepas en el apartado 1.6 de los

resultados.

En cuanto a la implantacion de las levaduras inoculadas, se detecté una
elevada proporcion de cepas con patrones P2 y P5, que correspondieron a las
inoculadas 313.4 y 153.12 respectivamente, estando presentes durante toda la

fermentacién como se indica en la Figura 37.

Las otras dos cepas inoculadas, 313.18 (P1) y 313.10 (P3), no se llegaron a

detectar en ninguna de las muestras analizadas.
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Se observaron, al final de la fermentacion a las 261 horas, un conjunto de
cepas minoritarias con patrones P16, P17 y P18 en un 5% que no estuvieron
presentes en las otras muestras analizadas, lo cual indico que cada uno de ellos fue
representativo de un solo asilamiento. Cabe destacar la presencia en un 11% de
cepas con un cariotipo nuevo P27 no detectado en el Experimento 1 ni en la
vendimia de 1999.

Los anélisis sensoriales del vino obtenido en este experimento y realizados
por personal de la bodega especializado en catas, indicaron que los aromas primarios
fueron potenciados con respecto al vino obtenido del Experimento 1 y también con
respecto al obtenido en otras vendimias cuyos mostos fueron fermentados de manera

espontanea (vendimias 1999 y 2000).

De los dos experimentos, el Experimento 2 proporciond mejores resultados
ya que se implantaron dos de las cepas inoculadas durante toda la fermentacién y el
vino obtenido fue de mayor calidad. Podriamos decir que las cepas 313.4 y 153.12
fueron las principales responsables de la fermentacion y a ellas se debid las

destacadas caracteristicas organolépticas del producto final.

Los resultados de ambos experimentos fueron muy distintos pudiendo ser
debido a la influencia de muchos factores como por ejemplo, el hecho de realizar las
dos fermentaciones con 8 dias de diferencia pudo haber causado variaciones en la

composicion del mosto. También hay que tener en cuenta que se realizaron a finales
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del mes de septiembre (ver Tablas 3 y 4) y como consecuencia las uvas puede que
no estuviesen en las mismas condiciones fitosanitarias que cuando comenzo la
vendimia a finales de agosto. Este hecho podria explicar el alto contenido de cepas
no-Saccharomyces detectadas e el Experimento 1, aunque el Experimento 2 se
realizd més tarde y no se observaron estas levaduras en proporciones tan elevadas.
La elaboracion del pie de cuba en ambos experimentos también fue distinta,

teniendo en el 1 méas operaciones de escalamientos que en el 2.

Ademas se podria decir que cada depdsito constituye un ecosistema y
cualquier pequefia variacion en las condiciones de fermentacion (temperatura,
composicion del mosto, etc.) puede producir cambios en las levaduras, de manera

gue se seleccionen cepas o poblaciones diferentes.

Cabe destacar que en el Experimento 2 donde se obtuvo un vino con mejores
caracteristicas organolépticas se detect6 menos polimorfismo cromosémico y una
implantacion de las cepas con cariotipos P2 y P5, por tanto podriamos llegar a
correlacionar la presencia de determinados patrones con la calidad del producto
obtenido (Mesa y col. 2000).

1.4. Selecciéon de cepas de levaduras autoctonas

Para seleccionar las cepas mas adecuadas de las cuatro pre-seleccionadas y
poder utilizarlas en fermentaciones industriales, se relacionaron los resultados
obtenidos del anélisis microbiologico (Tabla 22) con los moleculares sobre la

implantacion de estas cepas en fermentaciones en condiciones semi-industriales.

En principio, teniendo en cuenta la Tabla 22, las cuatro cepas dieron
resultados muy similares, aunque las mejores para su seleccion fueron 313.18 y
313.4, seguidas de 153.12 y 313.10. Pero los resultados del estudio molecular
mostraron que, tanto en el experimento 1 como en el 2, la cepa 313.18 se vio
desplazada por las inoculadas y por otras silvestres presentes en el mosto, no
considerandola, por consiguiente, con una buena capacidad de implantacion. El

hecho de que esta cepa no se implantara en las fermentaciones llevadas a cabo en
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condiciones semi-industriales a pesar de tener buen poder fermentativo y presentar

fenotipo killer, nos llevé a descartarla y no seleccionarla.

Inhibicién por etanol

Cepas S%HEOH  10% EOn Poder fermentativo en g/L Tasa de consumo de azlicares Factor killer
31318 (PL) 27,77 92,46 192,96 4,0643 M+R+ (K)
313.4 (P2) 37,86 91,94 194,6 1,7822 M+R+ (K)
313.10(P3) 39,37 82,92 187,82 2,1256 M+R+ (K)
15312 (P5) 28,23 89,8 189,03 3,4273 M+R+ (K)

Tabla 22. Resumen de los resultados de los pardmetros de interés enoldgico para las cuatro
cepas pre-seleccionadas 313.18, 313.4, 313.10 y 153.12 con patrones moleculares P1, P2, P3
y P5 respectivamente.

La cepa 313.4 tuvo una tasa de consumo de azlcares baja pero fue la de
mayor poder fermentativo, ademas de implantarse y permanecer en proporciones
altas al final de la fermentacion en ambos experimentos, por lo tanto se considerd

una buena candidata para su seleccidn.

En cuanto a la cepa 153.12, tuvo una tasa de consumo intermedia entre las
dos cepas anteriores. Su poder fermentativo fue algo mas bajo que el de 313.4,
dejando en el medio azlcares sin consumir, pero su capacidad para dirigir
fermentaciones en condiciones industriales fue buena, detectdndose en ambos
experimentos durante todo el proceso, por lo que también se considerd adecuada

para su seleccion.

La cepa 313.10 fue de las cuatro la de menor poder fermentativo y aunque se
detecto en porcentajes bajos en el experimento 1 (6%) también se tuvo en cuenta

para ser seleccionada.

Para concluir, podriamos decir que para la seleccion se tuvo en cuenta sobre
todo el analisis de la capacidad de implantacion de las cepas en fermentaciones
inoculadas. EIl estudio de los parametros de interés enoldgico nos sirvié de apoyo

para dicha seleccidn ya que los resultados obtenidos para las cuatro levaduras fueron
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similares. Por tanto se seleccionaron las cepas 313.4, 153.12 y 313.4, para ser
utilizadas como indculo en las fermentaciones industriales de la siguiente vendimia
(2001).

1.5. Estudio de la diversidad genética entre las levaduras

responsables de las fermentaciones espontaneas durante la
vendimia 2000

Durante esta vendimia ademas de realizar los dos experimentos de
fermentaciones inoculadas con las cuatro cepas autdctonas, también se analizaron
muestras de las fermentaciones espontaneas tomadas de varios depdsitos. El objetivo
de este estudio fue el de comparar los resultados con los obtenidos en la vendimia de
1999, y comprobar si las cepas que fueron pre-seleccionadas aparecian en

proporciones similares o0 no a las que mostraron en 1999.

Las fermentaciones, igual que en la vendimia 1999, fueron llevadas a cabo en
depositos de 400.000 litros de mosto que se fueron llenando de forma discontinua
hasta completar ese volumen. EI mosto utilizado procedio de la variedad de uva
Palomino Fino. Se tomaron muestras diarias de varios fermentadores (Tabla 2), se
glicerinaron al 20% y se conservaron a -80 °C hasta su posterior procesamiento, una

vez finalizada la vendimia.

Se analizaron 12 muestras (se indican en amarillo en la Tabla 2)
pertenecientes a 7 depdsitos, se hicieron diluciones y se sembraron en placas de Petri
con medio YPD. Tras 3-4 dias de incubacion a 28 °C de las placas mas
representativas se aislaron 20 colonias. De los 7 depdsitos solo se estudid la
evolucion de la fermentacién en tres de ellos, E, F y H (Figura 39). Las muestras
tomadas de los depdsitos A 'y G correspondieron a mosto, dado su elevado contenido

en azucar (9,60 y 11 °Be respectivamente).
Mediante cariotipo electroforético se caracterizaron un total de 228 cepas

(19-20 cepas/muestra) con los resultados que se muestran en la Figura 39. De todas

las cepas caracterizadas, se detectaron 126 patrones cromosomicos distintos que se
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diferenciaron en el namero, movilidad e intensidad de las bandas, proporcionando
un polimorfismo del 55%. Igual que en casos anteriores, para facilitar el analisis de
los resultados, y dada la similitud encontrada entre algunos cariotipos, se agruparon
en 21 patrones generales, de los cuales 20 pertenecieron a cepas S. cerevisiae

(Figura 38) y 1 a cepas de otros géneros no-Saccharomyces.

PI0 P13 P16 P17 P18 P26 P27 P28 P29 P30 P31 P32 P33 M (kb)

— 2000

. — 950
— 820

— 610

Figura 38. Patrones cariotipicos de las cepas detectadas en las fermentaciones espontaneas
de la vendimia 2000. Se ha indicado el nimero de cepas con cada cariotipo y el porcentaje de
aparicion de estas teniendo en cuenta el total de cepas analizadas (228), incluyendo a las
cepas no-Saccharomyces implicadas en las fermentaciones, aunque no se muestran sus
cariotipos. M representa el marcador de pesos moleculares, en kilobases, de Promega.
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Los cariotipos P3.1 y P3.2 se han considerado similares a P3 y los cariotipos

P5.1, P5.2 y P5.3 similares a P5, no incluyéndose en la Figura 38.

Del anélisis de la evolucién de las fermentaciones en los depositos E y F, se

deriva que:

En el deposito E, en la primera y ultima muestra analizadas las cepas
predominantes fueron las de cariotipo P5, P5.1, y acompafiando a éstas se observo

un conjunto de cepas minoritarias con cariotipos P7, P17, P16 y P3.
Entre la primera y la segunda muestra es posible que se realizara una recarga

de mosto en el depdsito, puesto que ambas muestras tuvieron un contenido alto y

similar de azucar (medido en °Be). Esto explicaria el aumento de la variabilidad
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genética encontrada entre las cepas de la segunda muestra, llegandose a detectar los
cariotipos P18, P26, P27 y P29, que no se vuelven a detectar en la Gltima muestra,

cuando la fermentacion esta méas avanzada (2,45 °Be).

Estos resultados sugieren que la adicion de mosto fresco a un medio
fermentando, con bajo grado alcohoélico, aporta en muchos casos cepas nuevas,
pudiendo llegar a modificar la dindmica de las poblaciones de las levaduras. En este
mismo depoésito antes de analizar la Gltima muestra también hubo una recarga de
mosto (Tabla 2) que aumenté en 0,7 unidades el °Beaumé. En las condiciones que en
el mosto se daban, como por ejemplo alto contenido en alcohol, no parece que esta
recarga aportase nuevas cepas Yy si asi fue, éstas fueron desplazadas por las que se

encontraban dirigiendo la fermentacion.

En el depdsito F se detectaron cepas que estuvieron presentes en las tres
muestras analizadas y fueron las de patrones P2, P5, P5.1 y P18, aunque las
proporciones de cada una variaron segun el estado de la fermentacion. Las cepas
predominantes fueron las de cariotipo P5 en la primera y Gltima muestra y las de
patron P2 en la segunda. Acompafiando a éstas se detectaron una serie de cepas
minoritarias, por ejemplo en la primera muestra fueron las de cariotipo P18, P13,
P29 y P8, correspondientes estas Ultimas a cepas no-Saccharomyces. En la segunda
muestra fueron P7, P9 y P16; y en la tercera P1, P2, P17, P18 y P16.

Entre la primera muestra (7,25 °Be) y la segunda (6,25 °Be) seguramente se
realiz6 una recarga de mosto, ya que el contenido en azucar es muy proximo en
ambas. En este caso se observo un cambio en las poblaciones de la segunda muestra,
pudiendo ser debido, bien a la adicion de mosto, o a la propia evolucion de la

fermentacidn espontanea.

En los depositos A, G y H que correspondieron a muestras de mosto antes de
comenzar la fermentacidn, se encontraron levaduras no pertenecientes al genero
Saccharomyces en proporciones elevadas, por ejemplo, en el depdsito A (9,60 °Be)
un 22%, en el G (11 °Be) un 10%, en el H (10,7 °Be) un 88%, y en el depdsito F
después de 24 horas del comienzo de la fermentacion (7,25 °Be) un 5%.
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Se discutira sobre la presencia de las cepas no-Saccharomyces en el apartado

1.6 de los resultados.

Comparando los resultados de muestras tomadas de distintos depdsitos pero
en el mismo momento de la fermentacion, con un contenido de azUcar en torno a 2,5

°Be observamos lo siguiente:

Dep. B- 2,5 °Be Dep. D- 2,6 °Be Dep E- 2,45 °Be Dep. F- 2,95 °Be Dep .H- 2,00 °Be
% 12% 09
12% \ 6% b
17%

43% 23%
Wr1 @r2 @r3 @prs [Iprs1 [JPi6

Figura 40. Porcentaje de cepas con distintos cariotipos presentes hacia el final de las
fermentaciones en cinco depoésitos. En la parte inferior se indican los patrones cariotipicos de
las cepas que fueron predominantes en las muestras indicadas.

En los 5 depdsitos, hacia el final de la fermentacion, se observa un
predominio de cepas con cariotipos P2, P5, P5.1 y P16, aunque las cepas
mayoritarias fueron las de cariotipo P5 y las de patrones similares a éstas como P5.1.
Estos resultados fueron similares a aquellos obtenidos en la vendimia 1999, cuando
se compar0 la presencia de determinadas poblaciones de levaduras al final de la
fermentacién en tres depdsitos (Figura 24). Aln asi, comprobamos que las
poblaciones de levaduras evolucionaron de forma distinta en cada depésito de

fermentacion.

Teniendo en cuenta las cepas que se pre-seleccionaron a partir del estudio de
la fermentacion espontanea del depésito E en la vendimia 1999 (Figura 22) (las de
patrones P1, P2, P3 y P5), en la vendimia 2000 se detectaron de forma mayoritaria al
menos dos de estos patrones, P2 y P5, en tres de los depdsitos analizados (B, D y E).
Sin embargo, las cepas con patrones P1 que se detectaron en 1999 en proporcion
considerable, ahora s6lo aparecieron en un 6% en el depdsito F. En cuanto a las
cepas con cariotipo P3, se detectaron en tres depoésitos de la fermentacion en

proporciones variables, de forma similar a como se detectd en la vendimia 1999.
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Los analisis sensoriales del vino, realizados por personal de la bodega
especializado en catas, revelaron que las caracteristicas organolépticas de éste,
obtenido tras las fermentaciones espontaneas, fueron similares a las de los vinos

obtenidos en la vendimia 1999 y a los del Experimento 1 (vendimia 2000).

1.6. Deteccion de cepas no-Saccharomyces mediante cariotipo
electroforético en las vendimias 1999 y 2000

Mediante cariotipo electroforético se pudieron caracterizar también cepas de
generos distintos a Saccharomyces ya que no presentaron las cuatro bandas

caracteristicas de este género que aparecen por debajo de 500 kb.

En la vendimia 1999 en la fermentacion espontédnea del depdsito E, estas

cepas estuvieron presentes al comienzo de la fermentacion, 0 y 8 horas en un 23 y
18% respectivamente, desapareciendo a medida que fue avanzando la fermentacion.
Estas cepas fueron agrupadas dentro de un patron general llamado P8, aunque
realmente se detect6 una cierta variabilidad genética entre ellas.

22%
drps.1

on— I — ) 5

78%

8h — - —> @ OpPs.1

100%

Dep. E

Figura 41. Se muestra la proporcion de las distintas cepas no-Saccharomyces
incluidas dentro del patron general P8, a las 0 y 8 horas del comienzo de la
fermentacion en el depésito E analizado en la vendimia 1999.

En general al comienzo de la fermentacion detectamos sélo dos tipos de
cepas no-Saccharomyces que denominamos P8.1 y P8.2 en las proporciones que se
indican en la Figura 41. Las cepas mayoritarias fueron las que presentaron patrén

P8.1, exhibiendo un aroma muy afrutado, olor a pera, cuando fueron crecidas en
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medio liquido YPD. Ademas al microscopio dptico se observaron células gemando
(con yemas), con forma de limén o apiculadas.

Las mismas cepas (P8.1) se detectaron a las 221 horas en el depdsito E
(Figura 22) aunque s6lo en un 7%, hecho que coincidi6 con una recarga de mosto en

el deposito.

Ademas se analizé una muestra de mosto (14 cepas) y otra de un decantador
(14 cepas). La muestra de mosto fue tomada cuando las uvas fueron recién prensadas
(sin centrifugarlo), y la del decantador una vez que el mosto fue introducido en los

depositos para clarificarlo.

Los resultados que se obtuvieron se muestran en la Figura 43.

Patrén P8.1 P8.2

— —

Cariotipo
Electroforético

Figura 42. Cariotipo electroforético de las cepas
con patrones P8.1 y P8.2. Se muestra el nimero de
cepas con cada cariotipo y el porcentaje de
aparicion teniendo en cuenta el nimero total de
cepas (211) analizadas en el deposito E (vendimia

N° cepas (%) § ) 1999). M representa el marcador de pesos
G- moleculares, en kilobases, de Promega
9% 9% 37% [@DP8.1 EP85
9% mP82 MP86
- —> OP8.3 MP8.7
Mosto 100%P8 o Opes
9% 18%
mPs.1
18% 2 46% MP8.2
oprs8.3
Decantador | ———  [[0000R8) o—> OPss
18% 2% EP8.6

Figura 43. Porcentaje de las distintas cepas no-Saccharomyces incluidas dentro del
patron general P8 presentes en una muestra tomada del mosto recién prensado y de un
decantador.
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El analisis reveld la existencia de una amplia diversidad genética de cepas
cuyos cariotipos se muestran en la Figura 44. Todas las cepas caracterizadas fueron
no-Saccharomyces, y dentro del conjunto de éstas las mayoritarias fueron aquéllas
que mostraron el patron P8.1, las cuales se detectaron en un 37 y 46% en las

muestras de mosto y decantador respectivamente (Figura 43).

Mosto Decantador

Patrén P8.6 P87 P82 P83 P85 P86 P87 (kb)

— 2000
Cariotipo
Electroforético !— 950
|— 820
— 610
— 245

Figura 44. Cariotipo electroforético de las cepas no-Saccharomyces, desde P8.1 hasta P8.7,
detectadas en una muestra tomada del mosto recién prensado y de un decantador en la
vendimia 1999. M representa el marcador de pesos moleculares, en kilobases, de Promega.

Las cepas con patron P8.1 fueron levaduras apiculadas y de carécter afrutado,
igual que se observé en el caso del depdsito E (Figura 22) al inicio de la
fermentacidn. La presencia de este tipo de levaduras en proporciones elevadas en
muestras tomadas de mosto fresco, antes del comienzo de la fermentacion, también

se ha observado en otros estudios (Combina y col. 2005).

El resto de cepas no-Saccharomyces, con patrones P8.2, P8.3, P8.4, P8.5,
P8.6 y P8.7, y detectadas en proporciones mas bajas, no se encontraron al comienzo
del proceso de fermentacion. La desaparicion de estas cepas puede ser debida a la
operacion del clarificado del mosto, llevada a cabo en el decantador, ya que las
practicas pre-fermentativas disminuyen drasticamente y modifican la composicion
inicial de la poblacion indigena, compuesta en su mayoria por cepas no-

Saccharomyces (Ciani & Vincenzo 2002).
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Ademas la presencia de las cepas no-Saccharomyces en la muestra de mosto
nos sugiere que probablemente estuviesen presentes en las uvas y por tanto en los

vifiedos (Rementeria y col. 2003).

En las fermentaciones espontaneas de la vendimia 2000, las cepas no-

Saccharomyces con patrén P8 se detectaron en proporciones variables en los
distintos depdsitos analizados. Dentro de este patrén general, también se detectd en
algunos casos una considerable variabilidad genética entre las cepas como se

representa en la Figura 45.

OpP8.5
pop. A | —— soowe — g — P
Dep. F | ——— 725°Be ——> - —> @ oPs.3

100%

Dep. G | —— 1100°8e — [JHO0REN o—> c mPs.5

100%

mPs.1

7% 7% 7% 20% 0Op8.5

o

Dep. H | —— 10708e — [JEG0REN —> Opso
13% 39% B Ps.10

Hrs1l

Figura 45. Porcentaje de las distintas cepas no-Saccharomyces incluidas dentro del patrén general
P8, presentes en las fermentaciones espontaneas de algunas de las muestras analizadas en la
vendimia 2000, cuando el mosto tenia un contenido en azlcar elevado (medido en °Bé).

En el depdsito H se detecto la proporcion maés alta de estas levaduras, un 88%
y por tanto la variabilidad genética entre las cepas fue mas alta que la mostrada en el
resto de los otros depositos, llegdndose incluso a detectar las cepas con patron P8.1,
que correspondieron a las levaduras apiculadas de caracter afrutado que no

estuvieron presentes en el resto de las muestras.
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Ademas se caracterizaron cepas que mostraron nuevos cariotipos como P8.9,
P8.10 y P8.11, aunque estuvieron presentes de forma minoritaria, pudiendo ser

exclusivas de los mostos obtenidos en la vendimia 2000.

En el resto de los depdsitos la variabilidad de cepas no-Saccharomyces fue
mas baja, por ejemplo, en el depdsito A el 22% de estas levaduras correspondio a
cepas que mostraron solo dos patrones cariotipicos, P8.5 y P8.7. En los depositos F
y G la presencia de cepas no-Saccharomyces fue del 5% y 10%, respectivamente y
por tanto la variabilidad genética fue también mas baja. En el depdsito F el 5%

correspondié a un solo aislamiento que mostro el patrén P8.3. Y en el caso del

deposito G el 100% correspondio a cepas que mostraron el mismo patron, P8.5.
P89 P8.10 P81l M (kb)

P8.6 8.7

S ™ < <
S d ) )
N ™ - —

Figura 46. Patrones cariotipicos de las cepas no-Saccharomyces
aisladas de las fermentaciones de la vendimia 2000. Se muestra
el nimero de cepas que presentaron cada cariotipo y el
porcentaje de aparicion teniendo en cuenta el nimero total de
cepas analizadas (228) en todos los dep6sitos con fermentacion
espontanea. M correspondié al marcador de pesos moleculares,
en kilobases, de Promega

Patrén

Cariotipo
Electroforético
’o?
H N
o
—

N° cepas (%)

3(1.3)
1(0.4)

En general, se observaron cepas cuyos patrones ya fueron caracterizados en
la vendimia anterior como P8.1, P8.3, P8.5, P8.6, y P8.7, lo que nos llevd a pensar
gue estas cepas no-Saccharomyces pudieran ser caracteristicas de la zona geografica
estudiada, como se ha puesto de manifiesto en otros estudios (Raspor y col. 2006).
En el caso de las cepas con patrén P8.1 que fueron detectadas en mayor proporcion

en la vendimia 1999 que en la del afio 2000, se podria pensar que su presencia pudo
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variar de un afio a otro, debido quizas a las condiciones climaticas o a las practicas

pre-fermentativas (Longo y col. 1991).

Las fermentaciones inoculadas en condiciones semi-industriales,

Experimento 1 y Experimento 2, realizadas durante la vendimia 2000 se han
considerado aparte con respecto a las fermentaciones espontaneas llevadas a cabo en

la misma vendimia.

44h :
410 °Be [ — a mPs7
' 15% mrss
62%

116 h
Exp. 1 s, — > s o
100%
50%
164 h gprs3
0,9943 °Be > [a%ps| o> BPs.5

50%

Figura 47. Porcentaje de las distintas cepas no-Saccharomyces incluidas dentro del patrén
general P8 presentes en tres de las seis muestras analizadas de la fermentacion inoculada del
Experimento 1, realizado en la vendimia 2000.

50%

pr8.3
69 h
Exp.2 | ——— 8 — [ —> St

50%

Figura 48. Porcentaje de las distintas cepas no-Saccharomyces incluidas dentro del patrén
general P8 presentes en una de las cuatro muestras analizadas de la fermentacion inoculada
del Experimento 2, realizado en la vendimia 2000.

En el Experimento 1 (Figura 47) se detectaron cepas no-Saccharomyces en
proporciones elevadas en muestras donde el grado Beaumé fue bajo, por ejemplo a
las 44 horas con un °Be de 4,10 estuvieron presentes en un 69%. Incluso con la
fermentacién terminada (0,9943 °Be) se llegaron a detectar cepas que mostraron
patrones P8.3 y P8.5 en un 11%.
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En el Experimento 2 (Figura 48) se detectaron las mismas cepas pero sélo en

una muestra, la de mayor contenido de azUcar.

En el apartado 1.3.2.2 de los resultados se expuso que la presencia de estas
cepas en el caso del Experimento 1 en muestras donde el contenido de azUcar era
bajo (alto grado alcohdélico), por ejemplo, en un 34% a las 116 horas, no eran las
condiciones méas idoneas para el desarrollo de estas levaduras por lo que las
consideramos, en principio, como contaminantes. Pero se ha descrito que existen
determinadas especies de levaduras no-Saccharomyces como Candida stellata que
crece lentamente durante la fermentacion de los mostos, llegando a estar presente en
proporciones altas incluso cuando el contenido en alcohol es de un 12% (Combina y
col. 2005), o llegdndose a detectar en muestras solo de vino (Longo y col. 1991). Por
tanto, el hecho de encontrar estas cepas en proporciones tan altas en muestras donde
ya existia un cierto grado alcohodlico en el Experimento 1 nos sugirié que en el caso
de las de patrones P8.3 y P8.5 pudieran pertenecer a esta especie. Ademas también
se ha observado que algunas cepas de C. stellata pueden tener una tolerancia al
etanol similar a las cepas de S. cerevisiae, llegandose a utilizar en cultivos con S.
cerevisiae para potenciar el contenido en glicerol y otros sabores caracteristicos del

vino (Soden y col. 2000; Romano y col. 2003).

La presencia de cepas no-Saccharomyces durante la fermentacién en un
estado avanzado, aunque no es lo tipico, se ha observado también en otros estudios,
en los que se asocid la presencia de estas levaduras con las condiciones de
elaboracién de determinados tipos vinos, como por ejemplo los de contenido
alcohdlico bajo (8-11% v/v) obtenidos con fermentaciones a bajas temperaturas
(Ganga & Martinez 2004; Longo y col. 1991; Rementeria y col 2003).

Las cepas con patrones P8.3 y P8.5 también se detectaron en muestras que
tuvieron un contenido alto de azlGcar como por ejemplo en el caso de las
fermentaciones espontaneas de la vendimia 2000 (Figura 45), y en las muestras de

mosto y del decantador (Figura 43) analizadas en la vendimia 1999.
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Patrén

Cariotipo
Electroforético
8 N © o =
Nocepas (%) © < <4 & 4 <
o () ~ — -~ ™

Figura 49. Patrones de cepas no-Saccharomyces
detectados en los experimentos 1 y 2 de fermentaciones
inoculadas en condiciones semi-industriales. Se muestra el
nimero de cepas que presentaron cada cariotipo y el
porcentaje de aparicion teniendo en cuenta el nimero total
de cepas analizadas en cada experimento (110 en Exp. 1,y
74 en Exp. 2).

Curiosamente, en un estudio realizado en muestras tomadas de
fermentaciones de mostos procedentes de uvas tintas, ademas de caracterizarse
cepas no-Saccharomyces propias de estos mostos (no presentes en mostos
procedentes variedades blancas), se detectaron cepas que mostraron los patrones
P8.1, P8.3 y P8.5, que ademéas fueron los méas abundantes al comienzo de las

fermentaciones de los vinos tintos en las vendimias 2003 y 2004.

P8.1 P8.3 P8.5

|
1
Figura 50. Patrones de cepas no-Saccharomyces
mas abundantes detectados al principio de las
fermentaciones de mostos tintos en las vendimias
2003y 2004.
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En la caracterizacion de cepas de levaduras de tintos, las que mostraron
patrones P8.1, también presentaron un aroma afrutado cuando fueron crecidas en
medio liquido YPD, y fueron, en cuanto a su morfologia celular, apiculadas. Esto es
indicativo de que se trata de las mismas levaduras detectadas tanto en los mostos
blancos como en las primeras horas de la fermentacion de los vinos blancos, y que
definitivamente son cepas representativas de un area geografica, y no especificas de

la variedad de uva.

1.7. Comparacion de las fermentaciones espontaneas durante dos
afilos consecutivos. Polimorfismo y sucesion de especies.
Discusion

Los métodos de caracterizacion genética como por ejemplo, la obtencion del
cariotipo electroforético mediante Electroforesis en Campo pulsante o el analisis de
los fragmentos de restriccion del ADN mitocondrial, permiten observar las
variaciones en el tamafio de los cromosomas o fragmentos de ADN en zonas
especificas del genoma cuando se caracterizan cepas de levaduras industriales
(Nadal y col. 1996, 1999; Esteve-Zarzoso y col. 2001). Ademas permiten detectar el
alto polimorfismo que existe en la estructura del genoma nuclear y mitocondrial
cuando se analizan las poblaciones naturales de las levaduras S. cerevisiae y poder
asi diferenciarlas a nivel de cepa, evaluando también la persistencia de éstas en

sucesivas vendimias (Querol y col. 1994; Nadal y col. 1996; Gutierrez y col. 1999).

En nuestro estudio la obtencién del cariotipo electroforético, mediante
Electroforesis en Campo Pulsante (PFGE) en un aparato CHEF DR-II, nos ha
permitido analizar la diversidad de cepas involucradas en la fermentacion
espontanea en la vendimia 1999, poniendo de manifiesto la existencia de un elevado
polimorfismo cromosdémico entre las poblaciones de las cepas caracterizadas, asi
como una sucesion de éstas a lo largo de la fermentacion. Ademas este primer
estudio ha supuesto el primer paso en la seleccion de cepas autdctonas. En una
segunda vendimia en 2000, el conocimiento de las cepas involucradas en las
fermentaciones espontaneas nos sirvid para comprobar que, en cierto modo, se

repetia lo observado en la vendimia anterior. Es decir, que en las dos vendimias
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analizadas se observé una gran diversidad de cepas y en cada una de ellas al menos
dos fueron predominantes, aquéllas que mostraron los patrones cariotipicos P2 y P5.
Sin embargo, durante la vendimia 1999 los patrones P1 y P3 también fueron los mas
abundantes, aunque minoritarios en 2000. Y en este ultimo afio acompafiando a las
cepas con patrones mayoritarios P2 y P5 estuvieron las cepas con patrones P16 y

P17 que resultaron ser minoritarios en la vendimia 1999.

Las dos vendimias estudiadas (Figuras 25 y 38) mostraron 12 patrones
comunes, P1, P2, P3, P4, P5, P7, P9, P10, P13, P16, P17 y P18, aunque la frecuencia

de aparicion de estos patrones varié de un afio a otro.

En la vendimia 2000 se detectaron cepas con nuevos cariotipos, apareciendo
8 patrones mas que en 1999, llamados P26, P27, P28, P29, P30, P31, P32 y P33,
aungue en baja proporcion, en torno al 5-6%, lo cual significé que cada uno de ellos

fue representativo de una Unica cepa.

Aunque en la vendimia de 2000 la variabilidad genética fue algo mayor,
podriamos decir que el nivel de polimorfismo detectado entre las poblaciones de S.
cerevisiae en las dos vendimias fue similar (17 patrones generales en 1999 y 20 en
2000), lo cual coincidié con otros estudios realizados (Vezinhet y col. 1992; Querol
y col. 1994; Nadal y col. 1996; Sabate y col. 1998; Torija y col. 2001; Lopes y col.
2002, 2005; Granchi y col. 2003; Santamaria y col. 2005; Blanco y col. 2006; Le
Jeune y col. 2006).

Se ha determinado que las cepas vinicas no tienen un cariotipo electroforético
estable y definido como ocurre entre las poblaciones de las levaduras de velo de flor
(Martinez y col. 1995, Mesa y col. 1999), aunque la variabilidad tampoco es tan

elevada como entre las levaduras del pan (Benitez y col. 1996; Codon y col. 1997).

El mantenimiento del polimorfismo en una poblacion de levaduras sugiere
que se pueden producir cambios en el genoma de estas levaduras que pueden ser el
resultado de mecanismos de adaptacion de estos organismos a las condiciones de
vinificacion (Adams y col. 1992; Longo & Vezinhet 1993), lo cual les confiere una

ventaja selectiva (Pérez-Ortin y col. 2002). Por ejemplo las aneupoidias, que estan
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muy extendidas entre las levaduras industriales (Bakalinsky & Snow 1990; Adams y
col. 1992), pueden incrementar el numero de genes beneficiosos y proteger a las

células frente a los alelos letales o deletéreos (Puig y col. 2000).

En nuestro estudio, la alta variabilidad genética, detectada tras analizar el
cariotipo en las dos vendimias, sugiere que se pueden dar procesos de
reorganizaciones cromosomicas durante el crecimiento vegetativo de las levaduras
en la fermentacion, y que pueden ser debidas a recombinaciones entre cromosomas
homélogos (Longo & Vezinhet 1993) y a recombinaciones entre secuencias
homdlogas repetidas por todo el genoma tales como elementos Ty, delta, o Y~
(Codon y col. 1997; Wolfe & Shields 1997; Nadal y col. 1999; Rachidi y col. 1999;
Puig y col. 2000).

Por ejemplo, en el caso particular de las levaduras de velo de flor se ha
determinado que estas cepas son aneuploides para todos los cromosomas,
detectandose amplificaciones de genes producidas por grandes reorganizaciones
cromosémicas mediadas por elementos Ty, LTRs y tRNA en respuesta a una
evolucion adaptativa de estas levaduras al ambiente tan selectivo en el que se

encuentran creciendo (Infante y col. 2003).

En cuanto a la sucesién de poblaciones, tanto en el depésito E (Figura 22) de
la vendimia 1999 como en los E y F (Figura 39) de la vendimia 2000 se observo que
desde el inicio hasta el final de la fermentacién las poblaciones de levaduras y la

frecuencia de aparicion de las distintas cepas fueron variando.

En el deposito E en la vendimia de 1999 se observd que al menos cuatro
cepas fueron predominantes durante toda la fermentacion, las de cariotipo P1, P2, P3
y P5. Acompafiando a éstas existio una amplia diversidad de cepas minoritarias,
como por ejemplo las de cariotipos P7, P9, P10, P4, P16, P13 y P17, que fueron
sustituyéndose unas por otras a medida que fue avanzando la fermentacion y cuyas
frecuencias de aparicion fueron también variando. Ademas se observaron cepas
caracteristicas de una determinada fase de la fermentacion. Estos hechos fueron
indicativos de la sucesion de poblaciones de levaduras que se produjo a lo largo de

la fermentacion en este depdsito.
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En la vendimia 2000 en el caso del depdsito E las cepas que estuvieron
presentes durante la fermentacion en proporciones altas fueron las de patrones P5 y
P5.1, detectdndose también otras de forma minoritaria con patrones P3, P7, P16 y
P17. En el depdsito F las cepas predominantes durante la fermentacion fueron las
que mostraron patrones P2 y P5 aunque en porcentajes variables segin la muestra
que se analiz0, detectandose igualmente un conjunto de cepas minoritarias como por
ejemplo las de patrones P1, P7, P9, P13, P16 y P29 P23, P24, P25, cuyas frecuencias

de aparicién fueron variando también junto a las predominantes.

En general, podriamos considerar que las cepas predominantes en cada
deposito fueron las responsables principales de la fermentacion y las mejores
adaptadas a las condiciones de vinificacion. Tanto los porcentajes de las cepas
mayoritarias como los de las cepas minoritarias fueron variando durante las
fermentaciones, comprobandose que al final del proceso la diversidad de las
minoritarias no disminuyé y ademas algunas fueron representativas de un
determinado momento de la fermentacion. La sucesion de poblaciones observadas en
nuestras fermentaciones también se ha observado en otros estudios (Frezier &
Dubourdieu 1992; Schutz & Gafner 1993; Querol y col. 1994; Versavaud y col.
1995; Gutiérrez y col. 1997; Sabate y col. 1998, Lopes y col. 2002; Raspor y col.
2002; Martinez y col. 2004; Blanco y col. 2006).

1.7.1. Factores que afectaron a la diversidad y dinamica de las
poblaciones en las fermentaciones espontaneas

Hemos observado que aunque la dindmica de las poblaciones fue similar en
las dos vendimias estudiadas, la diversidad de cepas result6 ser algo mayor en el afio
2000 detectandose, por tanto, nuevos patrones. Esto pudo ser debido, por un lado, a
las variaciones en las condiciones climéticas de un afio a otro (Longo y col. 1991)
que pudieron provocar que la maduracion de las uvas, y por tanto la composicién
del mosto fuese distinta en cada vendimia, desarrolldndose, por tanto, durante la
fermentacion, nuevas cepas de levaduras, como se observo en la vendimia 2000, no
detectadas en la vendimia de 1999. Se ha determinado que la variacion en las
concentraciones de nitrogeno asimilable en el mosto pueden producir un “efecto

selectivo” sobre las cepas de S. cerevisiae (Granchi y col. 2003).
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Sin embargo y coincidiendo con otros estudios realizados (Sabate y col.
1998) no parece que las distintas condiciones climaticas de cada afio afectaran a la

dindmica de las poblaciones en las dos vendimias analizadas.

Por otro lado, hemos comprobado que las operaciones de recargas de mosto
en una misma vendimia si que afectaron a la variabilidad de las cepas como se ha
observado en el Depédsito E de la vendimia 2000 (Figura 39), ya que éstas
aumentaron. Se ha descrito que durante las primeras fases de la vinificacion, tanto
en el transporte de las uvas a la bodega como en el prensado, existe un aporte de
cepas de S. cerevisiae nuevas al mosto (Demuyter y col. 2004; Le Jeune y col.
2006), aumentando o variando el numero de cepas de levaduras detectadas tras las
recargas. Suponemos que las recargas afectaron a la dinamica de las poblaciones,
pero en una fermentacion espontanea es dificil averiguarlo porque éstas van
variando sustituyéndose unas por otras a medida que avanza la fermentacion y va
cambiando la composicion del mosto, para implantarse las mas adaptadas a esas
condiciones (Martini 2003).

Ademas, se ha determinado la existencia de cepas indigenas en los ambientes
de las bodegas y que llegan a estar presentes durante varios afios, llamadas cepas
residentes (Rosini 1984; Frezier & Dubourdieu 1992; Beltran y col. 2002). Estas
cepas pueden encontrarse colonizando las superficies del equipamiento de la bodega
(Vaughan-Martini & Martin 1995; Pretorius 2000; Beltran y col. 2002; Sabate y col.
2002; Sangorrin y col. 2002), pasando mas tarde a formar parte de las
fermentaciones esponténeas (Fleet & Heard 1993; Mortimer & Polsinelli 1999; Le
Jeune y col. 2006). En nuestro estudio ademéas de detectar un polimorfismo similar
entre las poblaciones de las fermentaciones espontaneas, observamos la presencia de
cepas comunes, las de patrones P1, P2, P3, P4, P5, P7, P9, P10, P13, P16, P17 y
P18, aunqgue en distinta proporcion en cada vendimia analizada. Esto nos hizo pensar
en la posibilidad de que algunas de ellas pudieran ser residentes de la bodega,
permaneciendo estables de un afio a otro (Frezier & Dubourdieu 1992; Vezinhet y
col. 1992). Aunque no descartamos la influencia de la composicion del mosto en el
aporte de estas cepas, ademas de otras con patrones nuevos como se ha comentado
anteriormente, por lo que serian consideradas como cepas representativas de la zona

de produccion de vino estudiada.
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La predominancia y permanencia de las cepas con patrones P2 y P5 en las
fermentaciones espontéaneas en los dos afios estudiados, puede significar que ademas
de ser cepas residentes del ambiente de la bodega sean cepas que estan muy bien
adaptadas a las condiciones de vinificacion que en ella se dan, ademés de ser
representativas de la zona enoldgica estudiada. La implicacion que se deriva de estas
observaciones es muy importante para la utilizacion de cepas de levaduras
autdctonas en biotecnologia (Nadal y col. 1996; Martini 2003), de hecho, dos de las
cepas elegidas, para su utilizacién como cultivos iniciadores de las fermentaciones

industriales pertenecieron a estos patrones.
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2. Utilizacién de las cepas seleccionadas en condiciones
industriales

Basandonos en los resultados obtenidos de los estudios microbioldgico y
molecular del apartado anterior seleccionamos tres cepas, de las cuatro elegidas al
principio, para dirigir las fermentaciones en condiciones industriales (depdsitos de
400.000 litros) durante cinco vendimias consecutivas, estudiando ademas la
capacidad de implantacion de éstas y analizando las caracteristicas sensoriales del
producto final en cada afio. EI hecho de inocular voliumenes tan grandes de mosto a
partir de cepas de levaduras crecidas en placas Petri de medio YPD implico la
elaboracién de un pie de cuba que tuvo dos fases de realizacién, una primera llevada
a cabo en el laboratorio de Microbiologia (UCA) y otra segunda, en los lagares de
elaboracién de la bodega, para asi conseguir tener un volumen de cultivo iniciador
suficiente para inocular los depdsitos de fermentacion. Tanto la elaboracion del pie
de cuba como el llenado de los depdsitos hasta los 400.000 litros implicaron que se
realizaran diversas operaciones de escalamientos u operaciones de recarga a

volimenes mayores de mosto.

Las cepas autdctonas seleccionadas fueron 313.4 (P2), 313.10 (P3) y 153.12
(P5). El mosto utilizado para llevar a cabo las fermentaciones durante los cinco afos
fue mosto yema procedente en todo momento de la variedad de uva Palomino Fino,

el cual fue corregido, una vez prensado, para dejar el pH en torno a 3,3-3,4.

El seguimiento de las cepas inoculadas, en los cinco afios estudiados, se
realizd6 una vez finalizadas las vendimias mediante la obtencion del cariotipo

electroforético de las colonias aisladas.

2.1. Vendimia 2001

En esta vendimia las dos fases de elaboracion del pie de cuba se describen a
continuacion: (i) en la primera, cada una de las cepas, crecidas en placa de medio
YPD, se inocularon en 500 mL de mosto previamente esterilizado en autoclave (126
°C, 20 minutos) dejandose fermentar durante dos dias. Después, se realizd el primer
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escalamiento a 2 litros de mosto estéril y posteriormente a 18 litros de mosto no
estéril, aunque si descongelado, utilizando para ello garrafas de 25 litros, teniendo

en total 20 litros de pie de cuba de cada cepa.

Figura 51. Pie de cuba en 500 mL de cada
una de las cepas utilizadas, 313.4, 313.10 y

3134 313.10 153.1& 153.12.

(ii) En la segunda fase, desarrollada en los lagares de elaboracion, los tres cultivos
puros de cada cepa se agitaron y mezclaron para adicionarlos a un volumen mayor
de mosto. Las operaciones de escalamiento se detallan en la Figura 15. Es
importante destacar que estas operaciones se realizaron cuando el mosto fermentado
alcanzaba un grado Beaumé bajo, de manera que al adicionarlo al mosto fresco este
quedaba parcialmente alcoholizado (4-8 % v/v aproximadamente), impidiendo asi el
desarrollo tanto de cepas no-Saccharomyces, como de otras indigenas que pudieran
interferir en el desarrollo de las inoculadas. Ademas se controlo la viabilidad de las
células del pie de cuba diariamente. Se procuré que el indculo que iba a ser
adicionado al volumen de mosto fresco fuese al menos el 10% del volumen total a

fermentar.

Para poder comprobar, una vez finalizada la vendimia, si las cepas inoculadas
fueron las que llevaron a cabo el proceso de fermentacién o no, se tomaron muestras
diariamente (Tablas 5 y 6), tanto en el pie de cuba como de los depdsitos de
fermentacién, que fueron glicerinadas al 20% y conservadas a -80 °C hasta su
posterior procesamiento. De las muestras elegidas para analizar (sefialadas en
amarillo en las tablas) se hicieron diluciones, se sembraron en placas de Petri con
medio YPD, y de las mas representativas se eligieron al azar 40 colonias totalmente

aisladas.

Del pie de cuba se analizaron 2 muestras, correspondientes a dos momentos

distintos del escalamiento, y el cariotipo de un total de 40 cepas (20 cepas/muestra);
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mientras que de los depositos de fermentacion se estudio la evolucion de cuatro de
ellos, B, E G y H, y un total de 423 cepas (40 cepas/muestra) mediante cariotipo

electroforético. Se obtuvieron los siguientes resultados:

e Pie de cuba

En la Figura 52 se observa que en los dos volumenes analizados, 500 litros y
32.000 litros dnicamente estuvieron presentes las tres cepas inoculadas, con

cariotipos P2, P3 y P5, en distintas proporciones.

Cuando el pie de cuba tuvo un volumen de 32.000 litros y un grado Beaumé
de 0,8, se repartid en tres depdsitos de fermentacion A, B y C que contenian mosto
fresco, y después de 24 horas del comienzo de la fermentacion se analizé la
poblacion de levaduras presente en esos depdsitos (Figura 54). Se comprobd de
nuevo la presencia de las tres cepas inoculadas, variando las proporciones de éstas
en cada depdsito. SAlo se detectd en el depdsito B un 5% de cepas con un cariotipo

distinto, P30, que no se volvieron a detectar tras analizar el resto de las muestras.

Pie de cuba
500 litros-1,2 °Be 32.000 litros-0,8 °Be
250 55% 15% 35%
EP2
mP3
s Ops
50%

Figura 52. Resultados del analisis del cariotipo electroforético de 40 cepas
(20 cepas/muestra). Se muestra el porcentaje de aparicién de las cepas
inoculadas 313.4, 313.10 y 153.12 con patrones P2, P3 y P5
respectivamente, en dos volumenes distintos durante la elaboracion del pie
de cuba en la fase llevada a cabo en los lagares de elaboracion de la
bodega.

Cabe destacar que no se detectaron cepas no-Saccharomyces a pesar de ser
muestras tomadas cuando el grado Beaumé era todavia alto, por ejemplo, 6,80 en el
deposito A, 8,20 enel By 6,20 en el C.
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40%

Depésito A, 6,80 °Be

Depbsito B, 6,80 °Be

15% 15% 5% 30%

45% 50%

Depésito C, 6,80 °Be

5%

80%

@pP2

EP30

Figura 54. Resultados del analisis del cariotipo electroforético de muestras
tomadas a las 24 horas después del comienzo de la fermentacion, tras la
adicion del pie de cuba. Se observa la presencia de las cepas inoculadas
(P2, P3 y P5) en las tres muestras analizadas, en distintas proporciones en
cada deposito.

e Depobsitos de fermentacion

En las fermentaciones llevadas a cabo en los depdsitos B, E, G y H se

muestra una clara implantacion de una de las cepas inoculadas, 153.12 con patron

P5; aunque en E, G y H desde aproximadamente el comienzo del proceso (Figura

53). Junto a ella también predominaron cepas con patrones P5.A, P5.E y P5.1

(representadas en las gréficas con colores parecidos), llegandose a detectar las de

cariotipo P5.1 incluso en proporciones elevadas en algunos depositos como por

ejemplo en el B. En la Tabla 23 se muestran las proporciones de estas cepas hacia el

final de la fermentacion en los cuatro depdsitos analizados.

Depésito Tiempo fermentacion °Be % Cepas (Cariotipo)
65% (P5)
Dep. B 168 horas 31 15% (P5.E)
20% (P5.1)
90% (P5)
Dep. E 240 horas 2,8 10% (P5.1)
79% (P5)
Dep. G 168 horas 18 16% (P5.1)
3% (P5.A)
90% (P5)
Dep. H 144 horas 3,6 10% (P5.1)

Tabla 23. Porcentaje de cepas con cariotipos P5, P5.A, P5.E, P5.1, que fueron

las que predominaron hacia el final de la fermentacién en los cuatro depdsitos

estudiados. Se indica las horas a las que se tomaron las muestras desde el inicio
de cada fermentacion, asi como el °Be.

Debido a la predominancia de una de las cepas inoculadas, el polimorfismo

disminuy6 dréasticamente con respecto al

detectado en

las fermentaciones
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espontaneas de las vendimias 1999 y 2000, detectdndose un total de tres patrones

cromosOmicos ademas de los correspondientes a las cepas inoculadas (Figura 55).

Patrén
Figura 55. Cariotipos electroforéticos
encontrados tras la caracterizacion
molecular de las fermentaciones llevadas
a cabo en los depositos en la vendimia
2001. El porcentaje de cepas se calculd
teniendo en cuenta el total de
aislamientos analizados (423), aunque no
se ha incluido el cariotipo de las cepas
no-Saccharomyces. P1, P2, P3 y P5
corresponden a los patrones de las cepas
inoculadas, y M representa el marcador
de pesos moleculares, en kilobases, de
Promega.

Cariotipo
Electroforético

P2 P3 P
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0(0)
32 (7.6)
36 (8.5)
1(0.2)
1(0.2)
1(0.2)

En todos los depdsitos se observé una clara inhibicion del crecimiento de
cepas no-Saccharomyces, aunque en el depdsito E se detectaron en un 3% (P8), si
bien el °Beaumé fue de 5,70. Esto pudo ser debido a que la muestra se tomo justo
después de adicionar mosto fermentando a un determinado volumen de mosto
fresco. De esta forma el contenido de azucar fue bajo porque el medio quedo
parcialmente alcoholizado pero como no habia comenzado la fermentacion se
pudieron detectar estas levaduras, seguramente presentes en el mosto fresco. El 3%
detectado correspondiéo a un solo aislamiento que mostro el patron P8.5 ya
caracterizado en las dos vendimias anteriores. Estas levaduras fueron desplazadas

por las cepas inoculadas.

En lo referente a las recargas de mosto que se realizaron hasta completar el
volumen final de fermentacion (400.000 litros), en la Tabla 6 se observa que en el
deposito E se hicieron pequefias recargas después de las 120, 144, 192 y 216 horas
del comienzo del proceso, hecho que se pone de manifiesto por el aumento del °Be.
Estas operaciones no tuvieron ninguna implicacién sobre la predominancia de la
cepa inoculada con patron P5. El hecho de que las operaciones de recarga no
afectaran a la permanencia de la cepa 153.12, es indicativo de que esta cepa tiene
una buena capacidad de implantacion en fermentaciones industriales y que esta

perfectamente adaptada a las condiciones del proceso.
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En el depdsito G, aunque predomind la cepa inoculada con patron P5, a las
96 horas, tras una recarga de mosto se detecté un 5% de cepas con un cariotipo
nuevo P34, no detectado en las vendimias anteriores. Observamos en este caso que
la adicion de mosto fresco puede aportar nuevas cepas indigenas a la poblacion
existente. En este caso estas cepas fueron desplazadas por la inoculada
predominante, no volviéndose a detectar en la siguiente muestra analizada a las 168

horas.

En cuanto a las cepas con patrones P5.A, P5.E y P5.1, que estuvieron
presentes durante las fermentaciones en los cuatro depdsitos analizados, cabe
destacar que éstos fueron muy similares al patron P5 de la cepa inoculada 153.12,
presentando las diferencias que se muestran en la Figura 56. De manera que el
patron P5.A se diferencié de los demés en que las dos bandas superiores en el gel,
tras la electroforesis, aparecieron mas separadas que las de P5; las de P5.E
estuvieron mas préximas y las de P5.1 fueron iguales a las de P5, pero ninguno de

los tres cariotipos presento la banda del centro tipica de P5.

Figura 56. Cariotipo de la cepa inoculada, P5
y los similares a éste P5.A, P5.E y P5.
detectados durante las fermentaciones de la
vendimia 2001. Se indica con un circulo la
zona del cariotipo donde presentaron las
diferencias.

P5 P5A P5E PS5l

Aunque el cariotipo es un buen indicador del grado de proximidad genética
entre cepas, para comprobarlo se analizaron los RFLPs del ADN mitocondrial con
tres enzimas, Hinf I (H), Rsa | (R) y Alu I (A), resultando que las 4 cepas tuvieron el
mismo patron de restriccion que llamamos H1R1A, siendo por lo tanto cepas
estrechamente relacionadas. En el apartado 4 de los resultados de la tesis se hara un

estudio mas detallado sobre estas observaciones.
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Ademas se observé que ninguno de los clones con cariotipos similares

desplaz6 a la cepa inoculada con cariotipo P5.

En cuanto a las otras dos cepas inoculadas, las de patrones P2 y P3, se
detectaron en las muestras tomadas del pie de cuba en proporciones elevadas (Figura
52), en 500 litros 55% de P2 y 20 % de P3, y en 32.000 litros 35% de P2 y 50% de
P3. También se detectaron en los depdsitos A, By C a las 24 horas del comienzo de
la fermentacion (Figura 54), y en menor proporcion en el deposito E a las 0 y 24
horas. Pero estas cepas fueron desplazadas para implantarse las de patron P5, como

se ha expuesto anteriormente.

Podemos concluir diciendo que de las tres cepas inoculadas, la que mostro
mejor capacidad de implantacién en condiciones industriales fue la de patron P5.

Los analisis sensoriales del vino, realizados por personal de la bodega
especializado en catas revelaron que en el depdsito G se obtuvo un producto con las
mejores caracteristicas organolépticas, siendo precisamente en este deposito donde
hubo una clara implantacion de la cepa con cariotipo P5 desde el comienzo de la
fermentacién. Y en general el vino obtenido de todas las fermentaciones fue
calificado como excelente, siendo un vino redondo, muy perfumado, largo y
persistente. Es decir, que tuvo unas propiedades organolépticas bastante mejoradas
con respecto a los vinos obtenidos tras las fermentaciones espontaneas en vendimias
anteriores. Estas caracteristicas fueron ademas muy similares a las observadas en el
vino del experimento 2 llevado a cabo en la vendimia anterior (afio 2000) donde las
cepas que predominaron fueron las de cariotipo P2 y P5.

2.1.1. Micro-Fermentaciones puras

Llegados a este punto y observando el comportamiento, desde el punto de
vista de la implantacién de las cepas seleccionadas en las fermentaciones
industriales, asi como la deteccion de otras en porcentajes significativos, nos
planteamos hacer una nueva seleccidn de cepas para ser utilizadas en la siguiente

vendimia.
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De manera que se decidio aplicar un nuevo criterio de seleccién y realizar,
mediante micro-fermentaciones puras, un analisis de las propiedades organolépticas
de las siguientes cepas: las seleccionadas inicialmente 313.4, 313.10 y 153.12 con
cariotipos P2, P3 y P5 respectivamente; dos nuevas, detectadas en esta vendimia que
fueron 168.12 y 48.5 con cariotipos P5.A y P5.1, respectivamente; y una comercial
I[lamada Fermivin que nos sirvio de control. El estudio se realizdé por duplicado en
volumenes finales de 900 mL de mosto natural esterilizado en condiciones suaves
100 °C, 30 min. Este volumen se inocul6 al 4 % con un pie de cuba realizado con
cada una de las cepas elegidas, como se detalla en el apartado 5 de materiales y

métodos de la Tesis.

Los analisis sensoriales de cada micro-fermentacion se realizaron en la
primera fase de cada fermentacion, pasados tres dias tras la inoculacion con el pie de
cuba, y fueron llevados a cabo por personal de la bodega especializado en catas. Las

valoraciones para cada fermentacion se muestran en la Tabla 24.

Cepas °Be pH Cracteristicas organolépticas
313.4 (1) 9,35 3,36 Aroma afrutado a manzana. Sabor azucarado a melocoton
313.10 (1) 9.89 337 Aroma menos afrutado que recordaba a la masa del pan.

Sabor menos afrutado que en el caso anterior

Aroma caracteristico del vino en estudio, pero con matices

153.12 (1) 7,55 3,31 )y . -
mas tropicales que los casos anteriores
168.12 (1) 8 336 Aroma parecido al caso de la cepa 153.12, pero el caracter
afrutado no fue tan intenso
48.5 (1) 75 3.32 Ar9ma también muy parecu?lo al de, la cepa 153.12, pero
mas afrutado, fue el que més gusto
Fermivin (2) 72 332 Aromas no caracteristicos al los del vino en estudio y no

tan afrutados

Tabla 24. Valoraciones organolépticas de las micro-fermentaciones puras, llevadas a cabo por
personal de la bodega especializado en catas. Se indica entre paréntesis el duplicado de cada
micro-fermentacion.

Una vez que las fermentaciones finalizaron, cuando el °Be lleg6 hasta cero y
dej6 de observarse desprendimiento de CO2, se determind el poder fermentativo que

mostro cada una de las cepas en esas condiciones de fermentacion.
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Poder fermentativo

Para llevar a cabo las micro-fermentaciones, se partié de mosto natural con
un contenido en azlcar de 276 g/L. Tras la finalizacion de las fermentaciones se
midi0 para cada ensayo y para cada cepa el contenido de azucar residual segun el
método oficial de la OIV (Tabla 25).

Haciendo la diferencia entre el contenido de azdcar inicial en el mosto natural
y los valores de azlcar residual en cada fermentacion, se obtuvo la cantidad de

azucar que llegd a metabolizar cada cepa o poder fermentativo.

AzUcar residual (g/L) Poder fermentativo (g/L)

Cepas Ensayo (1) Ensayo (2) Ensayo (1) Ensayo (2)
313.4 (P2) 5,76 6,69 270,24 269,04
313.10 (P3) 3,6 8,4 272,4 267,6
153.12 (P5) 3,12 3,6 272,88 272,4
168.12 (P5A) 3,6 5,04 272,4 270,96
48.5 (P5I) 3,6 2,64 272,4 273,36
Fermivin 2,88 2,88 273,12 273,12

Tabla 25. Valores del azdcar residual expresados en gramos/litro
en cada micro-fermentacion pura, y poder fermentativo para cada
cepa. Los ensayos 1y 2 se refieren a los duplicados.

Tomando como referencia la cepa comercial Fermivin, con un poder
fermentativo de 273,12 g/L se pudo afirmar que, en general, las 5 cepas autoctonas
presentaron un poder fermentativo similar y comparable al de la comercial. La cepa
gue mas azucar dejo en el mosto fue la 313.4, teniendo 5,76 en el ensayo (1) y 6,96
g/L enel (2).

2.1.2. Estudio del factor killer

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en las fermentaciones de esta
vendimia, en los que se mostro el predominio de la cepa inoculada con patron P5, se
analiz6 nuevamente el caracter killer de esta cepa, de las otras dos inoculadas con
patrones P2 y P3, asi como de dos de las detectadas en las fermentaciones de esta
vendimia 168.12 y 48.5 con patrones P5.A y P5.1, respectivamente. Ademas,

teniendo en cuenta que, por ejemplo en el deposito G las cepas mas abundantes
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fueron aquéllas que mostraron el patrén P5, se analizo el fenotipo killer de 5 cepas
de las aisladas a las 0, 48, 96 y 168 horas de la fermentacidn en este depdsito y que
presentaron este patrén, para comprobar si las cepas derivadas de la inoculada
153.12 seguian manteniendo este caracter.

Para llevar a cabo el estudio, se prepararon 2 placas de Petri con medio
MBM; en una se sembré a modo de césped una cepa sensible, 5X47 (ko), y en otra
un cesped con una cepa matadora 1101 productora de la toxina k;. Pero ademas se
sembrd en otra placa un césped con la cepa inoculada de patron P5 (153.12),
también con fenotipo matador, para observar el comportamiento de las otras cepas
autodctonas frente a ella. Las tres cepas fueron previamente crecidas en medio liquido

YPD durante 48 horas antes de ser sembradas a modo de césped.

Las cepas a estudiar se sembraron en forma de estria sobre los céspedes, una
vez que estuvieron secos, utilizandose ademéas las cepas 5X47 y 1101 como

controles, dejandose las placas en incubacién durante 3-4 dias a 23 °C.

Con los resultados obtenidos, se comprobo que las cepas 313.4 (P2), 313.10
(P3), 168.12 (P5.A) y 48.5 (P5.1) presentaron caracter Killer, ya que sobre el césped
de la cepa sensible crecieron y presentaron halo de inhibicién; y fueron neutras con
respecto a la cepa 153.12 (P5), es decir, que en un césped realizado con la cepa
153.12, las cepas en estudio crecieron pero no formaron halo de inhibicion. Esto
podria explicar, en parte, que las cepas con patrones P5.1, detectadas en
proporciones significativas en los depdsitos analizados, no desplazaran a la

inoculada durante la fermentacion.

En cuanto a las cepas aisladas del deposito G, que fueron sembradas sobre el
césped sensible de la cepa 5X47 y sobre el de la cepa 1101, se comprobé que de los
20 aislamientos estudiados el 10% perdieron el caracter matador, siendo 5% neutras

y 5% sensibles, manteniendo el 90 % el fenotipo killer.
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2.1.3. Nueva seleccion de cepas autoctonas

Teniendo en cuenta (i) los resultados obtenidos de la caracterizacion
molecular de las fermentaciones industriales, (ii) las caracteristicas sensoriales de
las cepas autdctonas obtenidas a partir de los ensayos de micro-fermentaciones
puras, VY (iii) los resultados del estudio del factor Killer, se concluy6 que la cepa 48.5
con patron molecular P5.1 era un buena candidata para ser utilizada en
fermentaciones inoculadas, ya que se detectd durante las fermentaciones en
proporciones altas junto con la inoculada de patron P5; presentd unas caracteristicas
organolépticas acordes con el vino producido, es decir que presentd matices
afrutados, deseados en la elaboracion de vinos jovenes; y mostro fenotipo Killer.

Por tanto se realiz6 una nueva seleccidén de cepas para ser utilizadas en la
vendimia siguiente, incluyéndose la cepa 48.5, que ademas presentd un poder
fermentativo comparable al resto de las cepas autdctonas. La cepa 313.10 fue
descartada ya que en los analisis sensoriales realizados a partir de las micro-
vinificaciones puras proporcioné un aroma mas parecido al pan que al vino, sin

presentar matices afrutados.

Por consiguiente las cepas que se utilizaron en la vendimia de 2002 para
iniciar y dirigir las fermentaciones industriales fueron: 313.4 (P2), 153.12 (P5) y
48.5 (P51).

2.2. Vendimia 2002

Esta vendimia comenzo6 también con la elaboracion del pie de cuba. En la
primera fase, que tuvo lugar en el laboratorio de Microbiologia (UCA) en
condiciones muy controladas, cada cepa se inoculd primero en 500 mL de mosto
esterilizado en autoclave (126 °C, 20 min.) a partir de biomasa crecida en medio
solido YPD. A los dos dias, los tres pies de cuba se escalaron a 2 litros, también
esterilizados en las mismas condiciones que el volumen anterior; y por altimo
después de tres dias se escalaron a 18 litros de mosto no estéril pero si descongelado
para tener un volumen final de 20 litros de cada cepa.
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En la segunda fase de elaboracién, llevada a cabo en los lagares de
elaboracién de la bodega, los tres pies de cuba se agitaron y mezclaron llevandose
hasta un volumen de 1.000 litros. Posteriormente se realizaron escalamientos a
volumenes mayores de manera que el in6culo constituyd aproximadamente un 10%
del volumen total a fermentar. Antes de realizar los escalamientos se procurd que el
grado Beaumé fuera lo méas bajo posible y se control6 el porcentaje de células
vivas/mL antes de cada inoculacion. Las operaciones de los escalamientos realizados
se detallan en la Figura 16. EI volumen de pie de cuba final se utiliz6 para iniciar las
fermentaciones en los depositos, en los cuales se fueron realizando recargas de

mosto fresco hasta completar el volumen final a fermentar, 400.000 litros.

Durante la segunda fase de la elaboracion del pie de cuba, se observé que
hubo un descenso acusado del nimero de células vivas que se relacioné con una
bajada de la temperatura del fermentador (Tabla 7), provocada por el enfriamiento

de la camisa de agua que rodea al depdsito.

Diariamente se tomaron muestras tanto del pie de cuba como de los depésitos
hasta la finalizacion de todas las fermentaciones (Tablas 7 y 8). Las muestras se

glicerinaron al 20% y se conservaron a -80 °C hasta su posterior procesamiento.

Se analizaron 6 muestras pertenecientes al pie de cuba, y 6 de los
fermentadores, haciéndose de cada muestra (sefialadas en amarillo en las tablas)
diluciones que se sembraron en placas de Petri con medio YPD, eligiéndose de las
maés representativas 40 colonias al azar totalmente aisladas para su estudio mediante

Electroforesis en Campo Pulsante.

e Piede cuba

Se analiz6 el cariotipo electroforético de un total de 174 cepas que

pertenecieron a tres momentos distintos del escalamiento, cuando el pie de cuba se

encontraba en un volumen de 1.000 litros, en 3.750, y en 18.500 litros.
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(a) Pie de cuba, 1.000 litros

Se estudid el cariotipo de 40 cepas/muestra observandose que durante la
fermentaciéon hubo una clara implantacion de las tres cepas inoculadas. Estas fueron
detectadas en distintas proporciones, de manera que con un contenido de azucar alto
(8,25 °Be) la que predomind fue la de patron P2 y al finalizar la fermentacion las que

controlaron el proceso fueron las de patrén P5y P5.1.

Hay que destacar que en la primera muestra, que fue inoculada con la mezcla
de los tres pies de cuba puros cuando se encontraban fermentando en 20 litros, no se
detectaron cepas no-Saccharomyces lo cual fue indicativo del buen estado de los tres
in6culos (alto porcentaje de viabilidad) ya que fueron capaces de adaptarse
rdpidamente a las condiciones del medio, evitando el desarrollo de otras cepas

indigenas presentes en el mosto fresco.

1000 litros- 8,25 °Be 1000 litros- 4,65 °Be 1000 litros- 0,9951 °Be
23% 37% |:| P2 23% P2

20%
5% P2 Oes
E g:l EI p5| 47% O psi
75% Opse 27% OPse

Figura 57. Porcentaje de las cepas inoculadas con patrones P2, P5 y P5.1 presentes
durante la fermentacion del pie de cuba en 1.000 litros. No se realizaron recargas de
mosto fresco entre la primera y uUltima muestra. Se analizd el cariotipo de 40
cepas/muestra.

(b) Pie de cuba, 3.750 litros

En la primera muestra analizada, cuando el pie de cuba tuvo un °Be de 7,2 se
observé una clara implantacién de dos de las cepas inoculadas, las de patron P5 y
P5.1, no detectandose las de patron P2. Se observo un 7% de cepas con patron P5.E
similar a P5 y P5.1. Ademas, se detectaron cepas no-Saccharomyces, P8, aunque en
baja proporcion (7%), que en cierto modo pudo ser normal ya que la muestra
analizada fue tomada tras la realizacion de un escalamiento a mosto fresco. El patron

especifico que mostraron estas levaduras fue P8.3, observado en la vendimia 2000.
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3750 litros- 7,2 °Be 3750 litros- 4,45 °Be
@rP2
4% Op2+
7% 7% E p5 1% 4% 12% E igl
9 P5I p27
21% rsE M P41
650 HIP8 34% 380 MEP8

Figura 58. Porcentaje de cepas con distintos cariotipos de dos
muestras tomadas del pie de cuba en distintos estados de la
fermentacion. En la primera muestra se analizé el cariotipo
electroforético de 26 aislamientos y en la segunda muestra de
14. P2, P5 y P5.1 correspondieron a los cariotipos de las cepas
inoculadas.

Entre estas dos muestras fue cuando se detectd una disminucién de la
temperatura del fermentador. Este hecho se puso de manifiesto tras el andlisis de la
muestra siguiente, con 4,45 °Be, en la cual ya no se observo el predominio de las
cepas inoculadas como en la muestra anterior, apareciendo cepas minoritarias como
las de patron P3 y P27 caracterizadas en la vendimia 2000, ademas de las de patrén
P41 nuevas de esta vendimia. Todas ellas estuvieron presentes en un 4%, lo cual
significd que cada uno de estos patrones fue representativo de un Unico aislamiento
realizado en ésta muestra. Ademéas se detectd en un 38% cepas con un cariotipo
similar al de la cepa inoculada con patron P2 que llamamos P2* tampoco detectado

anteriormente.

En cuanto a las cepas no-Saccharomyces (P8), fueron detectadas también en
una proporcién baja, y correspondieron a un patron especifico nuevo, P8.12. La
presencia de estas levaduras en esta segunda muestra posiblemente fue debida a la

baja temperatura la cual favorecié su desarrollo.

A partir de la muestra con 4,45 °Be se realiz0 el siguiente escalamiento a un

volumen mayor de mosto, 18.500 litros.

(c) Pie de cuba, 18.500 litros

En este volumen del pie de cuba se observd que hubo un cambio en la

poblacion de levaduras, siendo las cepas predominantes aquéllas con patron P27
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(53%). No se detectaron las cepas inoculadas, aunque siguid habiendo un 31% de

cepas con cariotipo P2*.

18500 litros- 3,80 °Be

8% 5% 31% EPZ* Figura 59. Porcentaje de cepas con distintos cariotipos
P27 ., R .
Epas detectadas en la fermentacion de 18.500 litros de pie de
v Pz cuba. Se analiz6 el cariotipo electroforético de 14
aislamientos.

Es probable que la disminucion de la temperatura provocase la disminucion
en la viabilidad de las levaduras inoculadas favoreciendo el desarrollo de otras cepas
indigenas como las de patron P27. Ademas la adicion de mosto fresco, para realizar
el escalamiento, pudo haber contribuido al cambio observado en las poblaciones de

levaduras.

e Depdsitos de fermentacion

Se analizaron un total de 174 cepas mediante cariotipo electroforético
aisladas de 6 muestras tomadas de tres depdsitos, A y E, cuando tuvieron un grado
Beaumé entorno a 4; y B, en distintos momentos de la fermentacion desde el inicio

hasta que ésta hubo finalizado.

En general, en los tres depdsitos estudiados (Figuras 60 y 61) se observo un
claro predominio de cepas con patron P27 seguidas de las de patron P35. En
pequefia proporcion se detecto una de las cepas inoculadas, la de cariotipo P5.1 en la
ultima muestra analizada del depdsito B (0,9932 °Be), y cepas que mostraron el
patron P2*, similar a P2. Se observ6 también que junto a las predominantes existia
una poblacién de cepas minoritarias con patrones P38, P41, P42, P18, P1, P36, P40,
P37 y P39, de las cuales las de cariotipos P35, P36, P37, P38, P39, P40, P41 y P42

no fueron detectadas en vendimias anteriores.

El hecho de no detectar a las cepas inoculadas no significd que no estuvieran

presentes, y posiblemente tuvieron una cierta influencia a la hora de que se
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seleccionaran las cepas que detectamos de forma mayoritaria. Ademas las cepas que

se implantaron fueron capaces de desplazar a las cepas no-Saccharomyces que no se

detectaron en ninguno de los depdsitos analizados.

Depo6sito A

Depésito E

Dep. A, 4,10 °Be

11% 7% 4%

78%

Op2*
P27
WP3s
HP3s8

Dep. E, 4,15 °Be
7%
4% 4% 7%
18%

60%

P2+
Op27
WP35
W P38
W Prs1
Opra2

Figura 60. Porcentaje de cepas con distintos cariotipos presentes en

dos muestras de distintos depdsitos que presentaron un °Be similar.

Depésito B

Dep. B, 6,25 °Be
7% 3%

55%

Dep. B, 3,40 °Be
3%
3%

20%

61%

Dep. B, 0,65 °Be
3%
3% 7%  17%

10%,
60%

Dep. B, 0,9932 °Be
4%

4% 7%

21%

64%

P2+
W P18
QP27
35% P35

mP1

P2
O p27
W P35
P36
O P40

Figura 61. Porcentaje de cepas
cariotipos
presentes durante
fermentacion llevada a cabo en

con distintos

el deposito B.

Aunque en las fermentaciones se implantaron otras cepas autdctonas distintas

a las inoculadas, el polimorfismo cromosémico fue mas bajo que en el caso de las

fermentaciones espontaneas, detectandose un total de 11 patrones distintos ademas

de los pertenecientes a las cepas inoculadas (Figura 62).
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En cuanto al efecto de las recargas de mosto en los depositos, en el B se
realizaron dos recargas entre las muestras analizadas (Tabla 8), una cuando el °Be
fue de 0,9979 y otra cuando fue de 0,65. Ninguna de estas operaciones afectd a la
predominancia de las cepas con cariotipos P27 y P35 como se observa en las dos
Gltimas muestras analizadas (Figura 61), pero si se observo que a partir de la primera

recarga aparecieron cepas con dos de los cariotipos nuevos, P37 y P39.

Los anélisis del cariotipo electroforético, realizados durante todo el proceso
de fermentacion tanto en el pie de cuba como en los depdsitos, fueron relevantes
para mostrar como la variacion de la temperatura en un momento determinado hizo
cambiar la dindmica de las poblaciones de levaduras, observandose que las cepas
qgue predominaban hasta ese momento fueron desplazadas por otras que
posteriormente fueron las que llevaron a cabo el control del proceso de
fermentacion, es decir las de patrones P27 y P35. Ademas se podria pensar que la
cepa con patron P27, que fue minoritaria en la vendimia 1999 y 2000, estuviera
mejor adaptada a las condiciones del mosto (composicion quimica) en esta

vendimia.

Patrén P2 P5 P5I Pl P18 P27 P35 P36 P37 P38 P39 P40 Pa1 Pi2 M (kb)

BEAR R
E r-“!r

Figura 62. Cariotipos electroforéticos encontrados tras la caracterizacién
molecular de las fermentaciones realizadas en los depositos. El porcentaje
de cepas se calculé teniendo en cuenta el total de aislamientos analizados
(174). P2, P5 y P5.1 corresponden a los patrones de las cepas inoculadas, y
M representa el marcador de pesos moleculares, en kilobases, de Promega.

Cariotipo
Electroforético
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Los analisis organolépticos, llevados a cabo por personal de la bodega
especializado en catas, revelaron que el vino producido en esta vendimia tuvo unas
caracteristicas sensoriales buenas, aunque no tan destacadas como en la vendimia de

2001. El vino fue suave, fresco, delicado, con aromas de flor de eucalipto y laurel.

2.2.1. Estudio de la influencia de la temperatura en las cepas
autoctonas seleccionadas

En esta vendimia se ha puesto de manifiesto que la bajada de la temperatura
puede influir directamente sobre las poblaciones de las levaduras que estan llevando
a cabo la fermentacion, provocando con ello un cambio en la dinamica de éstas y
haciendo que sean otras cepas autoctonas las que finalmente lleven a cabo el control

del proceso.

Para comprobar como afecta la temperatura a las cepas seleccionadas, se
llevaron a cabo, por triplicado, micro-fermentaciones en 250 mL de mosto sintético
con cada una de las cepas seleccionadas a distintas temperaturas, 14, 20 y 35 °C.
Para iniciar las fermentaciones se inoculé de cada cepa 1x10° células vivas/mL,
midiéndose el °Be cada cierto tiempo para controlar el avance de las fermentaciones.
Para determinar la curva de crecimiento, se midié el namero de células vivas/mL,
desde la inoculacion hasta casi la finalizacion de cada fermentacion, utilizando el
método del “azul de metileno”. Se estudié por tanto el efecto de estas temperaturas
sobre la curva de crecimiento de las cepas autdctonas 313.4, 153.12 y 48.5. Ademas
se analizé también el efecto de dos temperaturas, 20 y 35 ©, sobre dicha curva para la
cepa comercial Fermivin y otra de laboratorio diploide, X2180. Al finalizar las
fermentaciones también se midié el grado alcohdlico (% v/v).

En la Figura 63, se representan las curvas de crecimiento para cada cepa con
las tres temperaturas estudiadas, observandose que en todas las cepas las curvas
presentaron las fases tipicas de latencia, exponencial, estacionaria y de muerte y que
la duracion de estas varido segun la temperatura. En las graficas, cada valor
representado corresponde a la media de las determinaciones realizadas de las tres
fermentaciones llevadas a cabo en paralelo, excepto para el caso de las cepas 313.4,
153.12 y 48.5 a 20 °C que se hicieron por duplicado.
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Las medias asi como las desviaciones tipicas, tanto de las determinaciones

del numero de células vivas/mL como del °Be se representan en las Tablas 27 y 28.

Cepa 3134 Cepa 153.12
220
200 -
g 180
T 160 -
W 140 4
—
£ 120
S 100
T 80
(8]
S 60
S 40
20 |
T 0 4 T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220
Tiempo (horas) Tiempo (horas)
Cepa 48.5
220
200 4
© 180
Q 160
ﬂ 140
£ 120 -
S 100
G 80+
o 60
S a0
20 -
0 T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220
Tiempo (horas)
Cepa Fermivin Cepa X2180
220 220
200 200 -
180 © 180 -
160 - Q 160
140 W 140 |
-
120 £ 120
100 S 100
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40 1 40 |
20 20 4
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0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220
Tiempo (horas) Tiempo (horas)

——20°C —&h—14°C —@—35°C
Figura 63. Curvas de crecimiento para cada cepa a distintas temperaturas. En cada una se

representa el nimero de células vivas/mL frente al tiempo (horas).

En las curvas de crecimiento de la Figura 63 se observa que existen valores
que se desvian de la curva tedrica, lo cual fue debido al error que conlleva el método
utilizado para medir la viabilidad celular.
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En general, en el caso de las cepas 313.4, 153.12 y 48.5, para la temperatura
de 14 °C la fase de latencia fue mas larga que para 20 °C. En el caso de las cepas
153.12 y 48.5 se observo a las 16 y 22 horas, tras el comienzo de la fermentacion,
que el namero de células muertas fue mucho mayor que en el caso de la cepa 313.4,
sin embargo cuando se alcanzo la fase estacionaria, a las 64 horas en el caso de la
cepa 313.4 el nimero maximo de células vivas/mL que se llegé a alcanzar (132x10°)
fue menor que para las cepas 153.12 (156x10°) y 48.5 (141x10°).

Por tanto podemos decir que la temperatura de 14 °C si que afecté a la
viabilidad de las cepas seleccionadas al comienzo de la fermentacién. Con lo cual
consideramos el inicio de la fermentacion como un momento critico que hay que
controlar sobre todo en un proceso industrial llevado a cabo a esta temperatura o
inferior, ya que el mosto no esta estéril y supone una fuente en el aporte de cepas

silvestres. En general la fase estacionaria fue similar a 14 °C y a 20 °C.

A 35 °C las cepas comenzaron a fermentar rdpidamente siendo la fase de
latencia méas corta que incluso a 20 °C, pero la fase estacionaria en todos los casos
fue muy corta presentando un pico de maxima poblacion que no lleg6 a superar a la
poblacion que se alcanz6 a 20 y 14 °C; después las células entraron en la fase de
muerte, comenzando a morir a las 80 horas del inicio de las fermentaciones. Se
observd que a 35 °C la cepa de laboratorio X2180 mantuvo una poblacién celular
viva mas alta durante mas tiempo que el resto de las cepas, lo cual se refleja en el

grado alcoholico obtenido que fue mayor que en los otros casos (Tabla 26).

Ademas, se analizaron las curvas de crecimiento independientemente para
cada cepa y temperatura teniendo en cuenta los aztcares consumidos, es decir que se
representd el numero de células vivas/mL frente al grado Beaumé del mosto
utilizado. En el caso de las fermentaciones a 14 °y 35 °C se partié de mosto sintético
que contenia 11 °Be, y en el caso de 20 °C de un mosto con 10,5 °Be. Los resultados

se muestran en las Figuras 64, 65y 66.

A 14 °C se observd que a las 184 horas del comienzo de las fermentaciones,
ninguna de las tres cepas estudiadas lleg6 a consumir totalmente los azlcares, siendo

por tanto fermentaciones mas largas que en el caso de 20 °C. El grado alcohdlico que
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se alcanzo para las cepas 153.12 y 48.5 fue mayor que para la cepa 313.4 debido a
que el numero de células vivas en el caso de estas cepas a las 184 horas fue mayor

que para 313.4.
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Figura 64. Curvas de crecimiento a 14 °C, obtenidas de las micro- fermentaciones llevadas
a cabo en 250 mL de mosto sintético para las cepas autoctonas 313.4, 153.12 y 48.5. Se
representa la evolucion de cada fermentacion mediante el consumo de azlcar medido en
°Be.

Grado Alcohélico % viv

Cepas 14 °C 20°C 35°C
313.4 8 10,45 7,8
153.12 9,2 10,45 7,2
48.5 8,6 9,6 7,1
Fermivin 9,45 7,3
X2180 10,4 8

Tabla 26. Grado alcohdlico obtenido tras las
fermentaciones realizadas con cada cepa a las
temperaturas ensayadas.

En el caso de las fermentaciones a 20 °C, las cepas 153.12, 485 y la

comercial Fermivin finalizaron el proceso a las 160 horas, llegando el °Beaumé a
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cero. La fermentacion mas larga fue para la cepa 313.4 que a las 184 horas fue
cuando alcanz6 0 °Beaumé. La cepa de laboratorio X2180 fue la que presentd la
fermentacion mas larga y a las 184 horas todavia no lleg6é a consumir los azucares,
ademas mantuvo el nimero de células vivas mas alto que para el resto de las cepas.
El grado alcohdlico que se alcanzé a 20 °C para todas las cepas fue mayor que a 14
°C, y las cepas que mas alcohol generaron fueron las autoctonas seleccionadas 313.4

y 153.12 sequidas de la cepa de laboratorio.
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Figura 65. Curvas de crecimiento a 20 °C obtenidas de las micro-fermentaciones llevadas a
cabo en 250 mL de mosto sintético para las tres cepas autoctonas 313.4, 153.12 y 48.5, la
comercial Fermivin y la de laboratorio X2180. Se representa la evolucién de cada
fermentacion mediante el consumo de azucar medido en °Be.
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A 35 °C, a las 200 horas del comienzo de la fermentacion, en ninguno de los
casos se llegaron a consumir los azUcares totalmente estando la poblacién celular
practicamente muerta. El grado alcohodlico alcanzado por cada cepa fue menor que
para 14 y 20 °C. Parece evidente el efecto toxico producido por la temperatura y el

alcohol sobre las levaduras estudiadas.
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Figura 66. Curvas de crecimiento a 35 °C obtenidas de las micro-fermentaciones llevadas a
cabo en 250 mL de mosto sintético para las tres cepas autdctonas, la comercial Fremiviny la
de laboratorio X2180. Se representa la evolucion de cada fermentacion mediante el consumo
de azlcar medido en °Be.

Comprobamos que la temperatura en torno a 20 °C es la idénea para

fermentar con las cepas de levaduras autdctonas seleccionadas. También se ha
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comprobado que son capaces de fermentar a temperaturas mas bajas como a 14 °C,

pero con ciertos riesgos porque presentan fases de latencia algo mas largas.

Comparando las cepas autdctonas seleccionadas con la comercial, podriamos

decir que presentaron un patrén de fermentacion similar a las distintas temperaturas

ensayadas.
313.4 153.12 48.5 Fermivin X2180
14°C
Oh 1+£0 1£0 1+0
5h 3+0,3 3,4+0,9 1,4+04
16 h 105+4 6,5+0,6 4,4+04
22h 26,3+5,7 21+2/4 4,7+1,6
40 h 61,1+13,1 73,6 9,4 58 £5,2
47 h 79,6 £ 32,2 138,5+31 121,2+62,5
64 h 132 £10 156 + 16 141,3 + 30,3
70 h 129,3 + 18,5 141,3+42,4 136 + 31,7
135h 142,7 + 43,9 160 + 24,3 148 + 44,5
159 h 90,7 £ 20,5 177,3+52,2 141,3+ 28,4
184 h 106,7 + 47,7 125,3+19 154,7 + 37,2
20°C
Oh 1£0 1+£0 1£0 1+0 1+0
5h 2+0 48+23 27+0.1 4+0,7 4+0,2
16 h 45+1,4 38,8+5,1 65+42,1 65,3 +£19,6 50,7+ 4
22h 123,8 £ 2,2 79,8 +£8,2 746 +25 65,2+9,8 77,7+8,6
40 h 154 + 6 116 + 17 118+ 2,8 120 + 14,4 121,3+6,1
47 h 156 + 72 148 £ 51 90 +19,8 166,7 + 33,3 162,7 + 52,2
64 h 126 +2 150+£2,8 84+5,6 120 + 26,2 152 +£18,3
70h 148 + 28 172+ 28,3 120+ 22,6 140 £ 41,6 138,7 + 30,3
135h 134 + 14 142 + 59,4 142 + 14,1 165,3 + 32,6 176 + 46,1
159 h 192 + 64 112 + 39,6 150+ 42,4 150,7 + 20,5 204 £ 74,1
184 h 184 +8 200 + 34,2
35°C
Oh 1+0 1+0 1+0 140 1+0
5h 13,4+3 14+5 16,8 £ 3,3 9,6 +£1,2 10,6 £1,2
16 h 46,7 + 8,3 60+7 38,7+2,3 53,3+9,2 60 +£17,4
22h 76 £ 25 94,7 £ 25,7 97,3+£19,7 60+17,4 93,3+£20,5
40 h 89,3+ 20,5 81,3+12,8 80+8 88 £ 32,7 121,3+10,1
47 h 96 + 50 58,7+8,3 74,7 £ 45 134,7 + 36,1 132+ 34,2
64 h 61,3+34 49,3+10,1 74,7+ 16,2 56 £ 24 150,7 + 16,6
70 h 88 +47,1 48 £13,8 44 +12 70,7 +30,3 122,7 + 25,7
135h 17,3+23 167 16t 4 16 £ 10,6 98,7 £19,7
159 h 18,7 +6,1 14,7+ 2,3 16+ 4 8+0 74,7+ 14
184 h 12+4 10,7+ 4,6 13,3+£23 2,7+4,6 32+8

Tabla. 27. Numero de células vivas/mL (E + 06) para cada cepa medido durante las micro-
fermentaciones, llevadas a cabo a 14, 20 y 35 °C. Cada valor representa la media +
desviacion tipica de las determinaciones realizadas de las fermentaciones llevadas a cabo
en paralelo, de los duplicados para el caso de las cepas 313.4, 153.12 y 48.5a 20 °C; y de
los triplicados para el resto de los casos.
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313.4 153.12 48.5 Fermivin X2180
14 °C
oh 11 + 0,00 11 +0,00 11 +0,00
5h 10,73 +0,15 10,40 +£0,17 10,33+0,19
16 h 10,23 £ 0,05 10,23 £ 0,06 10,35 + 0,09
22 h 10,30+ 0,10 10,22 £ 0,15 10,48 + 0,06
40 h 9,83+0,11 9,73+0,15 9,82+ 0,27
47 h 9,60 + 0,15 9,08 + 0,15 9,43 + 0,51
64 h 8,78 £ 0,03 7,85+ 0,50 8,67 £ 0,03
70 h 8,48 + 0,06 7,13+0,11 7,80 £ 0,22
135h 4,06 +£ 0,25 2,45+ 0,58 3,08 £ 0,27
159 h 3,35+0,15 1,60 + 0,58 2,27 +0,28
184 h 2,67 £0,19 0,90+ 0,63 1,57+ 0,28
20°C
Oh 10,50 + 0,00 10,50 + 0,00 10,50 + 0,00 10,50 + 0,00 10,50 + 0,00
5h 10,40 + 0,14 10,35 + 0,07 10,30 + 0,00 10,36 + 0,57 10,36 + 0,57
16 h 10,20 +£0,14 9,85+ 0,07 9,95+ 0,21 9,80 £ 0,10 10,31 +0,17
22 h 9,65+0,14 9,00+ 0,21 8,30 + 0,00 8,55 + 0,56 9,95+ 0,87
40 h 7,65+ 0,07 7,37 £0,03 7,75 £ 0,00 7,33+£0,19 8,72+ 0,03
47 h 7,07+0,18 6,60+0,14 6,70 + 0,07 6,47 £ 0,76 8,27 + 0,08
64 h 5,70 + 0,21 4,90+0,21 5,00 + 0,07 4,68 +0,11 6,98 + 0,06
70 h 5,17 £ 0,18 4,00 +£0,28 4,17 +£0,11 3,82+0,21 6,40 £ 0,10
135h 1,45 + 0,07 0,30+ 0,14 0,35+ 0,07 0,17 £0,11 2,63+0,11
159 h 0,40+0,14 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 1,60 + 0,17
184 h 0,00 + 0,00 0,57 + 0,20
35°C
Oh 11+ 0,00 11+ 0,00 11+ 0,00 11+ 0,00 11+ 0,00
5h 10,75+0,18 10,57 £ 0,58 10,67 + 0,58 10,90 + 0,43 10,83+ 0,21
16 h 8,57 + 0,06 8,73+0,15 9,03 +0,11 8,97 + 0,14 9,87 + 0,03
22h 7,77 £ 0,15 7,87 £0,03 7,97 £0,21 8,02 +£0,21 9,28 £ 0,06
40 h 5,20+ 0,17 5,67 +£0,23 5,78 £ 0,23 5,63 £0,25 7,55+ 0,00
47 h 4,48 £ 0,19 4,97 £ 0,58 5,15+ 0,15 4,80 + 0,35 6,93 £ 0,08
64 h 3,03+0,24 3,25+0,17 3,65+0,10 2,92 £ 0,40 5,13+ 0,03
70h 2,62 +0,29 2,88 +0,15 3,12 + 0,06 2,28 +0,72 4,53 + 0,08
135h 1,15+ 0,28 1,50+0,10 1,57 +0,12 0,93 +0,25 1,18 + 0,08
159 h 0,87 £0,24 1,28+0,11 1,45 + 0,05 0,67 £0,14 0,73+0,11
184 h 0,77 £0,24 1,25+0,10 1,43+0,15 0,80 + 0,30 0,60 + 0,00

Tabla 28. Grado Beaumé (°Be) que indica la evolucion de cada una de las micro-
fermentaciones por consumo de azlcar para cada una de las cepa a las distintas
temperaturas ensayadas. Cada valor indica la media + desviacion tipica de las
determinaciones realizadas de las fermentaciones llevadas a cabo en paralelo, de los
duplicados para el caso de las cepas 313.4, 153.12 y 48.5 a 20 °C; y de los triplicados para
el resto de los casos.

Una vez conocido el comportamiento de las cepas autoctonas fermentando a
distintas temperaturas, se pudo relacionar con los resultados obtenidos durante la
fermentacion del pie de cuba en la vendimia 2002. Durante este proceso se
analizaron dos muestras (Figura 39) entre las cuales se produjo una disminucién de
la temperatura que resulté en un cambio en la dindmica de las poblaciones. Debido a
la bajada de la temperatura, la viabilidad disminuy0, siendo de un 21, 5 % en la
muestra de 4,45 °Be. En ese momento aunque se detectd un 46% de las cepas
inoculadas (34% de cepas con patrén P51 y 12% de cepas con cariotipo P2), existia
una poblacion de cepas minoritarias de S. cerevisiae con patrones P3, P27 y P41,

ademas de un 4% de cepas no-Saccharomyces. Posteriormente se realizdé un
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escalamiento y si en ese momento la temperatura fue menor de 14 °C seguramente
afectd a las cepas inoculadas, ya que hemos comprobado que a 14°C las cepas
seleccionadas en micro-fermentaciones puras y en condiciones de laboratorio fueron
capaces de fermentar pero con fases de latencia mas largas que cuando fermentaron
a 20 °C. Pero en condiciones industriales donde el mosto no esta estéril, si la
temperatura llega a ser mas baja de 14 °C, en el caso de realizar operaciones de
escalamiento, estas cepas, debido a las fases de latencia largas, pueden llegar a ser
desplazadas por otras autdctonas mas adaptadas a esas condiciones puntuales del
proceso, como ocurrio con las de cariotipo P27.

La presencia de cepas no-Saccharomyces también pudo contribuir a que no se
desarrollaran adecuadamente las inoculadas. Se ha determinado que cuando una
fermentacién se lleva a cabo a una temperatura baja las cepas no-Saccharomyces
pueden estar presentes e incluso pueden llegar a predominar (Sharf & Margalith
1983; Heard & Fleet 1988).

La modificaciéon en la ecologia de las fermentaciones observada en nuestro
estudio (Figura 58) debido a una disminucién en la temperatura también se ha puesto
de manifiesto en otros trabajos (Torija y col. 2002). De manera que, aunque
fermentar a bajas temperaturas tiene interesantes aplicaciones en la industria
enolodgica debido a que se conservan mejor los aromas afrutados, también tiene un
efecto adverso en el crecimiento celular, porque incrementa el estrés de las

levaduras durante el proceso de fermentacion del vino (Bauer & Pretorius 2000).

2.3. Vendimia 2003

Para inocular las fermentaciones industriales se realiz6 también un pie de
cuba aunque en esta vendimia se hizo por duplicado, con tres dias de diferencia cada
uno, a los que se llamé Pie de cuba A y Pie de cuba B. Se utilizaron las mismas
cepas seleccionadas que en la vendimia 2002, es decir, 313.4, 153.12 y 48.5 cuyos

patrones cromosémicos fueron P2, P5y P5.1 respectivamente.
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La elaboracion de cada pie de cuba se realizé en dos fases, igual que en 2001
y 2002, una primera en el laboratorio de Microbiologia (UCA) y otra segunda en los
lagares de elaboracidn de la bodega. Pero la diferencia con respecto a las vendimias
anteriores fue que en el laboratorio se inocul6 cada cepa directamente en 2 litros de
mosto natural estéril (126 °C, 20 minutos). De manera que de cada una de ellas,
previamente crecidas en placas de medio YPD, se recogio suficiente biomasa (3
millones células vivas/mL) que se inocul6 en los dos litros de mosto, manteniéndose
después a 20 °C. Cuando el grado Beaumé de cada pie de cuba estuvo en torno a 2,
se hizo el escalamiento a los 18 litros de mosto descongelado y corregido, para tener

un volumen final de pie de cuba de 20 litros.

La segunda fase de elaboracion también tuvo algunas variaciones con
respecto a afos anteriores, ya que para continuar con los escalamientos en la bodega,
de cada levadura fermentando en 20 litros se tomd la cantidad necesaria para tener
en el siguiente volumen 1x10° células vivas/mL de cada cepa. Los tres volimenes
tomados se mezclaron y se inocularon en 200 litros (Figura 17). Ademas el Pie de
cuba A se dividié en dos depdsitos para luego unirlos de nuevo y adicionarlo a un
volumen mayor. Esta operacién se realizo en varios pasos durante el escalamiento
hasta llegar al volumen final de 12.500 litros. En cuanto a la elaboracion del Pie de
cuba B, se hizo igual que el A en la fase de laboratorio, pero en la fase de bodega no
se dividié como se hizo con el A, y se fue escalando hasta llegar a un volumen final
de 5.000 litros.

Para poder realizar el seguimiento de las cepas inoculadas, diariamente se
tomaron muestras tanto de los pies de cuba A y B como de los depdsitos de
fermentacion (Tablas 9 y 10), que fueron glicerinadas al 20% y conservadas a -80 °C

hasta su analisis posterior, una vez finalizada la vendimia.

Se analizaron 5 muestras del Pie de cuba A, 1 del Pie de cuba B y 8 de los depdsitos
de fermentacion (se indican en amarillo en las tablas); de cada una se hicieron
diluciones, se sembraron en placas de Petri con medio YPD, y de las maés

representativas se eligieron al azar 40 colonias completamente aisladas.
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e PiedecubaA

Las 5 muestras analizadas correspondieron a distintos momentos del
escalamiento del Pie de cuba A. Se obtuvo el cariotipo electroforético de un total de

126 cepas.

Tras la mezcla de los tres cultivos puros de 20 litros hechos con las cepas
seleccionadas y realizar dos escalamientos mas, se observd en 500 litros (Figura 67)

un predominio del 100% de una de las cepas inoculadas, la de patrén P2.

Pie de cuba A, 500 litros (42 cepas)

Dep.11- 8,80 °Be Dep.12- 5,45 °Be
100% 100%

Figura 67. Cada grafica corresponde a muestras tomadas en dias
distintos de los depositos 11y 12, en los que se dividio el Pie de
cuba A, cada uno con 500 litros. Se observa que en las dos
muestras hubo un predominio del 100% de una de las cepas
inoculadas, la de patrdn P2. Se analizd6 el -cariotipo
electroforético de 14 cepas para el deposito 11 y de 28 para el
12.

En el siguiente volumen analizado, 3.000 litros (Figura 68) se detectd un
polimorfismo cromosémico muy acusado, mostrandose en el depdsito 7 la existencia
de un total de 12 patrones moleculares distintos, y en el depdsito 8, un total de 13.
Las cepas con patron P2 fueron las predominantes en las dos muestras, aunque no al

100%, siendo desplazadas por otras autdctonas.

En el depdsito 7, cuando el °Be fue de 2, se detectd un 14% de las otras dos
cepas inoculadas, las de patrones P5 y P5.1. En el depdsito 8 se detecté un 20% de
cepas con patrén P2*, muy similar al de la cepa inoculada con patron P2, también
detectado en la vendimia 2002. En ambos depositos se detectaron un conjunto de
cepas que mostraron cariotipos similares a P5 y P5.1, siendo estos patrones P43.10,
P43.22, P48, P49, P52.19 y P52.28 no detectados en vendimias anteriores, y P36 que
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fue detectado en la vendimia 2002 en proporcion muy baja. Estos patrones similares
se han representado en las graficas con colores parecidos a los de las cepas
inoculadas P5 y P5.1 para facilitar su identificacion en el resto de las muestras
analizadas. También se detectaron cepas con otros patrones nuevos P54 y P55 en un
4%, lo cual significo que cada patron fue representativo de un solo aislamiento, no

volviéndose a observar en las demas muestras analizadas.

Pie de cuba A, 3000 litros (56 cepas)

Dep.7- 2,00 °Be @mr2 Dep.8- 3,1 °Be E PP;
E g O P43.10

P36

W P43.22 E P49

@ P49 8

11% 4% 31% [ P48 @ pa
H P52.19 O p52.28

[ P52.28 0 P17

W P4 O P27

13% 7% 4% 7% % [OP17 6% 49 @ P37

O par O P42

O P31 Wl P54

Il P55

Figura 68. Porcentaje de cepas con distintos cariotipos presentes
en dos muestras tomadas el mismo dia del Pie de cuba A, de los
depositos 7 y 8 fermentando en 3.000 litros cada uno. Se analizd
el cariotipo electroforético de 28 cepas/muestra.

Pie de cuba A, 12500 litros (28 cepas)
Dep. 125001; 2,15 °Be ar Figura 69. Porcentaje de cepas con distintos

O P43.10 cariotipos presentes en la muestra tomada del Pie

% 17% 4% DOP36 de cuba A que correspondi6 al volumen final de

P48 . . .
4% Em 12.500 litros. A partir de este momento el pie de
M P37 cuba se adiciond a los dep6sitos de fermentacion.
42% =l Se analiz6 el cariotipo de 28 cepas.

En la Figura 69 se representa la poblacion de levaduras presente en 12.500
litros del pie de cuba antes de ser adicionado a los depdsitos de fermentacion. En ese
momento las cepas mayoritarias fueron las que mostraron el patrén P48.
Observamos que sélo se encontraron dos de las cepas inoculadas, las de patron P2 en
un 17% vy las de patrén P5.1 s6lo presentes de forma minoritaria en un 4%. También
se observaron en baja proporcion cepas con los patrones P43.10 y P36, similares a

P5 y P5.1. Ademas se encontraron cepas con cariotipos nuevos, P44 y P45 en 4%, y
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cepas ya detectadas anteriormente en otras vendimias como las de cariotipo P27 y
P37.

e PiedecubaB

Solo se analiz6 una muestra, la correspondiente al volumen final de 5.000

litros. Después este pie de cuba fue adicionado a los depdsitos de fermentacion

(Figura 17). Se analizo el cariotipo electroforético de un total de 14 cepas.

Pie de cuba B, 5000 litros (14 cepas)

Dep. 5000 I; 0,35 °Be

Figura 70. Gréfica correspondiente a la muestra
@ gr2 tomada del volumen final del Pie de cuba B en la
100% gue hubo un predominio del 100% de una de las

cepas inoculadas, la de patrén P2.

A diferencia de lo que ocurrié en el Pie de cuba A, en el B se observo, antes
de ser adicionados a los depdsitos grandes, un claro predominio de cepas con patron
P2 que correspondié a una de las inoculadas (Figura 70). La explicacion a estos
resultados pudo ser debida a que en el caso del Pie de cuba B los escalamientos que
se hicieron en bodega fueron distintos a los del Pie de cuba A, ya que fueron menos
numerosos y no se hicieron divisiones del mosto. Comprobamos que la forma de
realizar las operaciones de escalamiento durante la elaboracion del pie de cuba fue
decisiva para el establecimiento de determinadas poblaciones de levaduras, y que no
es facil en condiciones industriales reproducir los resultados aunque el comienzo del

proceso se haya hecho de forma similar.
» ¢Por qué la implantacién de la cepa con cariotipo P2 en el Pie de cuba B?

Esta cepa presenta una particularidad, y es que se ha observado que en los
recipientes con mosto donde se inocula, sus células tienden a agregarse para formar

una torta en el fondo de éstos a medida que empieza a aumentar el grado alcohdlico.

Es probable que cuando los pies de cuba, tanto el A como el B, estaban en 20 litros
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seguramente la mayor parte de la biomasa se encontraba en el fondo del recipiente y
la viabilidad se midié tomando una muestra de las células en suspension, que en el
caso de esta cepa habria pocas, con lo cual el volumen a inocular para tener los 200
litros de mosto tuvo que ser mayor que en el caso de las otras cepas inoculadas, las
de cariotipos P5 y P5I, que no mostraron tendencia a agregarse y depositarse. Por
tanto, al tomar el volumen de los 20 litros de la cepa P2, es probable que se tomaran
mas células de lo previsto, implantandose éstas sobre las otras dos inoculadas, como

se ha observado al comienzo de la elaboracion del Pie de cuba A.

En el Pie de cuba B se hicieron menos divisiones y escalamientos. El primer
escalamiento se hizo igual que para el Pie de cuba A, inoculando 1 millén de
células/mL de cada pie de cuba de 20 litros y por los mismos motivos al final s6lo
detectamos cepas con cariotipo P2, pero lo curioso fue que en el Gltimo depdsito se
detectaron al 100% con 0.35 °Be. Esto pudo ser debido a que en el Pie de cuba B,
ademas de que se hicieron menos escalamientos, cuando se realizaron, el ° Be fue

mas bajo que en el caso de Pie de cuba A.

e Depdsitos de fermentacion

Se analizaron 8 muestras de tres depositos, A, C y F en distintas fases de la
fermentacion. EI namero total de cepas analizadas mediante cariotipo electroforético
fue de 223.

Los resultados de la Figura 71 revelan, a priori, que las cepas inoculadas no
fueron las que predominaron al 100% existiendo en todas las muestras analizadas
una alta variabilidad genética de cepas. Por tanto el polimorfismo cromosémico fue
elevado llegandose a determinar 19 patrones cromosomicos distintos, ademas de los
correspondientes a las cepas inoculadas (Figura 72). Cabe destacar que 7 de estos
patrones fueron muy similares a los de las cepas inoculadas con patrones P5 y P5.1,
y fueron detectados anteriormente en las muestras analizadas del Pie de cuba A. Los

cariotipos de estos patrones se han destacado en la Figura 72 con un recuadro.

De estos 7 patrones los mas abundantes detectados durante las
fermentaciones fueron P36, P43.10, P43.22, P48 y P49. De todos, el que se encontro
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en mayor proporcion fue el patron P43.10 sobre todo en dos de los depdsitos

estudiados al final de la fermentacién como fueron el C, en el cual con un 2,5 °Be se

observo un 18% de cepas con este patron, y el F que con un 0,4 °Be estuvieron

presentes en un 22%. En el depdsito A este patrén (P43.10) fue mayoritario cuando

se analizd una muestra con un contenido de azucar elevado (6,00 °Be), detectandose

en un 24% (Figura 71).

Deposito A
sl
Dep. A, 9,00 °Be [ P43.10 Dep. A, 6,00 °Be O P-5l
O P36 O P-43.10
4% W P48 14% @ P-49
W P5219 4% 4%  14% W P-48
7% [OP5228 4o O P-52.28
gp2* 24% EP-1
P27 18% gpP-2¢
4% 11% 7% @ P37 0 14% 4% P27
E "323 D p-45
Deposito C Deposito F
mes
Dep. C, 8,1 Be g Psl
O pee Dep. F, 5,1 °Be grs
P-F.o O psl
[ P43.10
4% W P43.22
9 11% [ Pao
4% [ P48
[ P52.28
31% 1% 11% [Q@OJP27
4% 24% O] P47 @ P51
B P50
@mP2 Dep. F, 1,9°Be Ops
Op2z+ O psi
drs O P43.10
P36
[ P43.10 B pay
P36 0 P52.28
B i
O Ps2.28
Op27
@Ps
Dep. C, 2,5 °Be apsi
S Egl [0 P43.10
. O P43.10 Bpesz
W% 21% B P32 o
O P36
Pag B P48
E P27 [ P52.28
0Pz
1% A% @pw ez

Figura 71. Porcentaje de cepas con distintos cariotipos detectadas en
las fermentaciones en tres dep06sitos. Las cepas con patrones P2, P5y
P5.1 correspondieron a las inoculadas.
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En cuanto a las cepas con patron P48, se detectaron en proporciones elevadas
en el depdsito A al inicio y mitad de la fermentacion en un 20% y 14%
respectivamente, mientras que en el depdsito F la proporciéon fue mayor a mitad del
proceso, detectandose un 31% con un 5,1 °Be, disminuyendo su presencia hasta un

4% a medida que fue aumentando el grado alcoholico.

En cuanto a las cepas con cariotipo P36, detectadas sobre todo en el depdsito
C y F, se observaron en proporcion mas baja al final de las fermentaciones que en

las fases anteriores, estando en un 14% en el depésito C 'y en un 4% en el F.

Se hara un especial hincapié en las cepas que presentaron cariotipos similares

a P5y P5.1y seran objeto de estudio en el apartado 4 de los resultados de la Tesis.

P52.28

P43.10
P43.22

Pag P49 P50 P51 ps3 M (kb)
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Figura 72. Cariotipos electroforéticos de cepas S. cerevisiae encontrados tras la caracterizacion
molecular de las fermentaciones llevadas a cabo en los depdsitos durante la vendimia 2003. El
porcentaje de cepas se calculd teniendo en cuenta el total de aislamientos analizados (223,
incluyéndose a las no-Saccharomyces, aunque no se ha incluido el cariotipo de éstas). P2, P5y P5.1
corresponden a los patrones de las cepas inoculadas, y en un recuadro se muestran los cariotipos
gue se consideraron similares a P5 y P5.1. M representa el marcador de pesos moleculares, en

kilobases, de Promega.

Aunque las cepas inoculadas con patrones P5 y P5.1 se detectaron en baja
proporcion en el pie de cuba, durante la fermentacion en los depositos analizados si
existié una participacion importante de éstas, llegando a tener un 42% entre las dos

en el depdsito C casi al finalizar la fermentacion, y un 34% en el F. Asimismo, no
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fueron desplazadas por las cepas que mostraron patrones similares a ellas, como por
ejemplo P43.10, P48 6 P36.

Por tanto (Figura 71), en general, las cepas que llevaron el control de las
fermentaciones en los tres depositos fueron tanto las inoculadas con patrones P5 y
P5.1, como las de patrones parecidos a éstas, P36, P43.10, P43.22, P48 y P49
seguidas de P52.28 y P27. Ademas junto a estas cepas se observo la presencia de
otras, de forma minoritaria, como por ejemplo las de patrones P1, P18, P34, P44,
P46, P47, P50 y P53 detectadas en un 4%; o las de patrones P37, P42 y P51

detectadas en un 7-11%.

En cuanto a la otra cepa inoculada, con patron P2, se detectd6 en una
proporcion muy baja (4%) sélo en una de las muestras analizadas del deposito C (5,6
°Be), aunque si se detectaron otras que presentaron un patrén muy similar, P2*,
ocasionalmente y en baja proporcion (4-7%). Es posible que estas cepas comenzaran
a ser desplazadas desde el pie de cuba, y a medida que fue aumentando el volumen
en los escalamientos, éstas se quedaran en el fondo de los depdsitos debido a su
tendencia a formar agregados celulares y depositarse como se ha comentado
anteriormente. De esta forma seguramente, estas cepas llegaron a estar presentes de
forma minoritaria en suspension, con lo cual dificilmente pudieron ser detectadas al
analizar las muestras tomadas de los depdsitos. Y aunque no se hayan implantado,
seguramente tuvieron una influencia importante tanto en el establecimiento de las
cepas que predominaron en esta vendimia como en las cualidades del producto final

obtenido.

Cabe destacar que la presencia de cepas no-Saccharomyces fue minoritaria,
detectandose so6lo en el deposito A al inicio de la fermentacion (9,00 °Be) en un 4%,

es decir que sélo un asilamiento pertenecio a este tipo de levaduras.

En relacion a las recargas de mosto, en el deposito F fue donde se realizaron
mayor numero de éstas (Tabla 10). Desde la primera muestra analizada hasta la
ultima se hicieron cuatro recargas. Suponemos que estas operaciones tuvieron un
cierta influencia sobre las fermentaciones aportando nuevas levaduras, aunque este

hecho, en este caso, no lo podemos asegurar porque las poblaciones de levaduras
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presentes en la primera muestra analizada fueron muy similares a las observadas en
segunda y ultima muestra, existiendo una variabilidad de patrones cromosémicos

parecida.

En el depdsito C, en el que no se realizaron recargas de mosto fresco entre las
muestras analizadas, se pudo apreciar que existié una dinamica en las poblaciones
de las levaduras, ya que se observaron cepas exclusivas de cada fase estudiada
durante la fermentacién. Por ejemplo, las cepas con patrones P34, P42, P47 y P50
solo se detectaron en la primera muestra analizada, y cepas con patron P37 en la
ultima. Ademas, las proporciones de estas cepas asi como de las que dirigieron el

proceso fueron variando a lo largo de la fermentacion.

Para concluir podemos decir que en esta vendimia, la forma en la que se
realizo la elaboracion del pie de cuba seguramente condiciond que no se diera una
implantacion del 100% de las cepas inoculadas. Aunque hay que matizar que la no
deteccion de las cepas inoculadas durante la elaboracién del pie de cuba no significo
que no estuvieran presentes, ya que posteriormente fueron detectadas en las

fermentaciones llevadas a cabo en los depdsitos.

Los analisis sensoriales del vino obtenido en esta vendimia, realizados por
personal de la bodega especializado en catas, indicaron que las propiedades
organolépticas del producto fueron buenas, considerandose el vino como gustoso y
persistente, con aromas de fruta madura, de flores silvestres en verano y con un

punto balsamico.

2.4. Vendimia 2004

Para inocular las fermentaciones industriales (400.000 litros), en esta
vendimia se utilizaron dos de las levaduras autdctonas seleccionadas 313.4 y 153.12,
con patrones cromosdmicos P2 y P5 respectivamente. El proceso se inici6 con la
elaboracién del pie de cuba realizado por duplicado aunque con tres dias de
diferencia llamandose, igual que en la vendimia anterior, Pie de cuba A y Pie de

cuba B. En la primera fase de elaboracion, que se hizo en condiciones muy
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controladas, se inocul6 cada cepa, previamente crecidas en placas de medio YPD, en
500 mL de mosto esterilizado en autoclave (126 °C, 20 minutos). A los tres dias se
realizo el escalamiento a dos litros de mosto también esterilizado en las mismas
condiciones que el volumen anterior, suponiendo el indculo el 25% de los 2 litros.
En ambos pies de cuba, para hacer el escalamiento a los 20 litros de mosto, se esperd
a que el contenido en azucar de los 2 litros fuese de 1 °Be. Los 18 litros de mosto
utilizados no se esterilizaron sino que fueron descongelados y se corrigié la acidez

antes de ser inoculados.

En la segunda fase de elaboracién cuando cada pie de cuba en 20 litros
alcanz6 también un contenido en azucar bajo, se agitaron bien y se unieron para
adicionarlos a un volumen mayor (Figura 18). En el caso del Pie de cuba A se
realizaron 7 escalamientos y en el caso del B solamente 5. Tanto en el Pie de cuba A
como en el B, antes de hacer cada escalamiento se procurd que el grado Beaumé
fuese bajo, de manera que al inocularlo en volimenes mayores el medio quedase
parcialmente alcoholizado (fermentacion stper 4 o super 8) para evitar el desarrollo
de levaduras poco tolerantes al etanol como muchas de las no-Saccharomyces y de
otras indigenas Saccharomyces, presentes normalmente en el mosto, que pudieran

interferir en el desarrollo de las inoculadas.

Para poder comprobar si las cepas inoculadas fueron las que llevaron a cabo
el control del proceso, se tomaron muestras diariamente, tanto de los pies de cuba
como de los depositos de fermentacion (Tablas 11 y 12), que fueron glicerinadas al

20% y conservadas a -80 °C para ser procesadas tras la finalizacion de la vendimia.

Se analizaron 4 muestras sélo del Pie de cuba B y 12 pertenecientes a cuatro
depositos de fermentacion (sefialadas en amarillo en las tablas); de cada una se
hicieron diluciones, se sembraron a modo de césped en placas de Petri con medio
YPD y de la mas representativa se eligieron 30 colonias al azar totalmente aisladas.

e PiedecubaB

Se analizé el cariotipo de un total de 110 cepas aisladas de las 4 muestras.

Dos de ellas pertenecieron a un volumen de 500 litros, la primera, con 6,7 °Be, una
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vez inoculado, y la segunda antes del escalamiento al volumen siguiente,
determindndose la proporcion de cepas que predominaron en cada momento (Figura
73). La siguiente muestra analizada fue tomada de un volumen de 3.000 litros,
también antes de realizarse otro escalamiento (Figura 74), y finalmente la Gltima
muestra que se estudio se tomd de un volumen de 89.500 litros antes de ser repartido

a los depositos de fermentacion (Figura 75).

Pie de cuba B, 500 litros (54 cepas)

500 litros- 6,7 °Be 500 litros- 2,00 °Be

25% 19%

75% 81%

Figura 73. Se muestra la proporcién de las cepas inoculadas con
patrones P2 y P5 presentes en las dos muestras tomadas del Pie
de cuba B fermentando en 500 litros. Se analiz6 el cariotipo
electroforético de 27 cepas/muestra.

Pie de cuba B, 3.000 litros (28 cepas)

3000 litros- 0,9 °Be

36%
@ P2
Ors

Pie de cuba B, 89.500 litros (28 cepas)

89.000 litros- 4,05 °Be

46%
m P2
54% Oeps

Figura 74. Proporcién de las cepas
inoculadas con patrones P2 y P5 en
la muestra tomada del Pie de cuba B
fermentando en 3.000 litros, antes de
realizarse el  escalamiento  al
siguiente volumen de 7.000 litros.
Se analiz6 el cariotipo de 28 cepas.

Figura 75. Proporcion de las cepas
inoculadas con patrones P2 y P5 en
la muestra tomada del Pie de Cuba
B fermentando en 89.500 litros,
antes de ser repartido a los depositos
de fermentacion. Se analizo el
cariotipo de 28 cepas.

Los resultados representados en las graficas mostraron una clara implantacion
de las dos cepas inoculadas en los distintos pasos del escalamiento durante la

realizacion del pie de cuba. Las dos cepas coexistieron en distintas proporciones
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antes de la inoculacion del pie de cuba a los depositos de fermentacion. No se

llegaron a detectar cepas no-Saccharomyces.

e Depositos de fermentacion

Deposito A

Depésito B

Dep. A-7,1°Be

Dep. B- 6,8 °Be

100%

@ P2
- @rs - e
96% 100%
Dep. A- 3,15 °Be Dep. B- 4,35 °Be
100% 100%
Dep. A- 0,9978 °Be Dep. B- 0,9928 °Be
100% 100%
Deposito E Deposito H
Dep. E- 3,5 °Be Dep. H- 5,0 °Be
100% 100%
Dep. E- 3,15 °Be Dep. H- 3,65 °Be
100% 100%
Dep. E- 0,9937 °Be Dep. H- 0,9964 °Be

100%

Figura 76. Se muestra la implantacion del 100%, en las
fermentaciones de los cuatro depdsitos analizados, de una de las

cepas inoculadas, la de patron P5.
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Se analizaron tres muestras pertenecientes a tres estados distintos de la
fermentacidn en cuatro depositos, A, B, E y H. Mediante cariotipo electroforético se
caracterizo6 un total de 235 cepas con los resultados que se muestran en la Figura 76,
observandose una clara implantacion del 100% en todas las muestras analizadas de
una de las cepas inoculadas, la de cariotipo P5. Esta cepa fue capaz de desplazar a
otras levaduras, tanto a cepas no-Saccharomyces, como a otras de la misma especie
gue normalmente estan presentes en el mosto y que muchas veces consiguen
desarrollarse detectdndose después en las fermentaciones de forma minoritaria, o
incluso en proporciones considerables, como por ejemplo se observé con la cepa de

patron P27 en la vendimia 2002.

Las recargas de mosto realizadas en los depdsitos A, B y E entre las
muestras analizadas (Tabla 12) no afectaron a la predominancia de la cepa inoculada
con cariotipo P5. En cuanto a la otra cepa inoculada, de patrén P2, s6lo se detectd al

comienzo de la fermentacion en un 4% en el depdsito A.

El personal de la bodega especializado en catas califico al vino obtenido en
esta vendimia como muy bueno, considerandose un vino elegante, suave, con

aromas de flores blancas y manzana, sutil y delicado.

2.5. Vendimia 2005

Tras los resultados obtenidos en las vendimias anteriores, en relacion a la
implantacion de las cepas inoculadas, se decidid utilizar en ésta solamente una de las
levaduras seleccionadas, aquélla con cariotipo P5 ya que la de patrén P2, aunque si
lleg6 a detectarse durante el proceso de elaboracion del pie de cuba, realmente no
fue la que finalizo las fermentaciones en los depdsitos.

Para iniciar el proceso se comenzé elaborando, igual que en afios anteriores,
dos pies de cuba en el laboratorio de Microbiologia con dos dias de diferencia y que
[lamamos Pie de cuba A y Pie de cuba B, haciéndose ademas cada uno por
duplicado (a y b) con la cepa elegida. Primero se inoculo la cepa, previamente

crecida en medio solido YPD, en 500 mL de mosto esterilizado en autoclave (126

198



Fermentaciones inoculadas Resultados y Discusion

°C, 20 min.), arrancando las fermentaciones en menos de 24 horas. A los dos dias se
realizo el escalamiento a 2 litros de mosto esterilizado en las mismas condiciones y
pasados tres dias a 18 litros de mosto descongelado para tener en total 20 litros de

pie de cuba de cada duplicado.

A partir de los 20 litros de cultivo, los escalamientos a volumenes mayores de
mosto se llevaron a cabo en los lagares de elaboracion de la bodega (Figura 19). Una
vez alli, los 20 litros de cada duplicado se agitaron muy bien y se mezclaron
adiciondndose a 660 litros de mosto fresco. Después se continto hasta llegar a un
volumen final de 69.500 litros que sirvieron para inocular los depositos de

fermentacion.

Los escalamientos del pie de cuba fueron realizados cuando el volumen
fermentado alcanzaba un grado Beaumé bajo, de 3-4 aproximadamente, y suponiendo
como minimo el inéculo un 5% del volumen total a fermentar. Tanto en el pie de cuba

A como en el B se hicieron menos escalamientos que en las vendimias anteriores

Para poder comprobar la implantacion o no de la cepa inoculada, se tomaron
muestras diariamente de los dos pies de cuba y de los depdsitos de fermentacién (Tablas
13 y 14), que fueron glicerinadas al 20% y conservadas a -80 °C hasta su posterior

procesamiento, tras la finalizacion de la vendimia.

Se analizaron 15 muestras de 6 depdsitos de fermentacion (se indican en color
amarillo en las tablas) y ninguna del pie de cuba. De cada muestra se hicieron
diluciones, se sembraron en placas de Petri con medio YPD y de la méas representativa
se eligieron 30 colonias totalmente aisladas. Se analizo el cariotipo electroforético de un

total de 278 aislamientos.

Se analizaron los resultados de forma independiente para cada deposito

observandose lo siguiente:
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Figura 77. Porcentaje de cepas detectadas en las fermentaciones de 6
depésitos. El patron P5 correspondié al de la cepa inoculada.
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En el deposito A, en las dos muestras analizadas, hubo una clara implantacion
(100%) de la cepa inoculada con patron P5. En la tabla de la toma de muestras (Tabla
14) se observa que entre estas dos muestras se realiz6 una recarga de mosto fresco en el
depésito, ya que el °Be aumentd hasta 6,00, sin que esta operacion afectase a la

implantacion de la cepa inoculada.

En el depdsito B aunque la cepa inoculada predomind en un 60% en la
primera muestra analizada (3,5 °Be), se detectaron otras cepas que mostraron nuevos
cariotipos, P56 y P57, estando las cepas con patron P56 presentes en un 35%. Pero a
medida que avanzo la fermentacion estas fueron desplazadas por la inoculada que
finalmente se implanté al 100%. Las cepas con patron P57 estuvieron presentes de
forma minoritaria (5%) no volviéndose a detectar en el resto de muestras analizadas,
lo que significd que este patron fue representativo de un Unico aislamiento. Antes de
analizar la segunda muestra, se realizd una recarga de mosto fresco, aumentando con
ello el °Be hasta 2,9, sin que la operacion afectase a la implantacion de la cepa

inoculada.

En el deposito E se analizaron 5 muestras en total (Figura 77) que dividimos
en dos grupos para facilitar la interpretacion de los resultados. EI primer grupo
estuvo formado por las dos primeras muestras tomadas de un volumen determinado
y en distintos momentos de la fermentacion, cuando el °Beaumé fue de 9,90 y
cuando disminuy6 hasta 5,2. El segundo grupo de muestras correspondio a las
tomadas cuando comenzo6 una nueva fermentacidn tras una recarga grande de mosto

que hizo aumentar el °Be hasta 11,7 (Tabla 14).

En las dos primeras muestras analizadas, aquéllas con 9,90 y 4,00 °Be, la
levadura que controld el proceso fue la inoculada de patron P5 implantandose al
100%. Después de realizar la recarga de mosto, en la tercera muestra analizada con
un °Be de 6,9 se detectaron levaduras no-Saccharomyces (P8) en baja proporcién
(5%), que correspondieron a cepas ya caracterizadas con patrén P8.1, mayoritarias
en la vendimia 1999. También se detectaron cepas con patrén P56 (25%), presentes
también en el depoésito B, y las de patrén P43.10, detectadas en la vendimia 2003 en
alta proporcion. La cepa inoculada no predomin6 al 100% sino que estuvo presente

en un 65%, y a medida que fue avanzando la fermentacién fue sustituida por la de
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patron P56 aunque no totalmente y se detectd en las dos ultimas muestras en un 5%.
Podriamos decir que en este depdsito, el aporte de mosto fresco si afectd a la
poblacion de levaduras que predominaba antes de realizar la recarga, induciendo un
cambio en la dindmica de éstas. Es posible que se produjera un efecto de dilucién
grande sobre las células de la levadura inoculada ya que el °Be aumento hasta 11,7,
provocando que las cepas con patron P56 compitieran con la inoculada y se
implantaran en un 84% hacia el final de la fermentacion. Es posible también que las
cepas con este patron estuvieran muy bien adaptadas a las condiciones del mosto de

esta vendimia.

En el depdsito F, en las dos muestras analizadas, se observo una clara
implantacion de la cepa inoculada, aunque del 90% ya que se volvieron a detectar
cepas con patrén P56 en menor proporcion, 10%.

En el deposito G se analizaron tres muestras. En las dos primeras hubo una
implantacion del 100% de la cepa inoculada, y aunque entre la segunda y tercera
muestra se realizaron varias recargas de mosto (Tabla 14), la cepa inoculada siguid
predominando en un 95% en la ultima muestra analizada, correspondiendo el 5%

restante a cepas con patrén P56.

Por altimo, en el deposito H de nuevo se implant6 la cepa inoculada en un

95%, correspondiendo el 5% a cepas con patron P56.

En general, los resultados obtenidos en esta vendimia pusieron de manifiesto
varios hechos ya comentados anteriormente como: (i) la buena capacidad de
implantacion de la cepa autdctona seleccionada con patron P5, que fue capaz de
desplazar al resto de cepas indigenas que pudieran estar presentes en el mosto,
reduciéndose con ello el polimorfismo cromosémico dentro de las poblaciones de
levaduras S. cerevisiae. De hecho, se detectaron solamente tres patrones ademas del
correspondiente a la cepa inoculada (Figura 78). (ii) Se hizo patente el hecho de que
el mosto siempre supone una fuente de cepas de levaduras, nuevas, no detectadas en
otros afios estudiados como las de patron P56 y P57, u otras ya caracterizadas como
la de patrén P43.10 en el caso de esta vendimia. Si alguna de las cepas presentes en

el mosto estd mejor adaptada a las condiciones de éste, como por ejemplo la de
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patron P56 puede llegar a implantarse en proporciones elevadas. En el deposito E
(Figura 77) la cepa con patron P56 se detectd en un 85% hacia el final de la
fermentacion, y, aunque la cepa inoculada se detectd s6lo en un 5% casi al final de
la fermentacion, no llegé a ser desplazada totalmente por la de patron P56, teniendo
seguramente una importante aportacion en la fermentacion en el sentido de que, en
el momento en que se realizé la recarga grande de mosto, pudo haber favorecido el
desarrollo de las cepas con patron P56, evitando la proliferacion de otras autoctonas,

y en consecuencia no aumentando el polimorfismo cromosémico.

Los analisis sensoriales del vino, realizados por personal de la bodega
especializado en catas volvieron a poner de manifiesto las buenas caracteristicas del
producto obtenido en esta vendimia. El vino presentdé notas de fruta madura, de
flores de verano y de pasteleria y un punto balsamico. En boca tuvo una entrada
suave, fue redondo, con buen cuerpo y amplio; la evolucién fue buena

manteniéndose en el tiempo.

Patr6n PS5 ps P57 M (kb)
_ Figura 78. Cariotipos electroforéticos
— 2000 encontrados tras la  caracterizacion
| molecular de las fermentaciones llevadas a
(2 cabo en los depdsitos en la vendimia 2005.
Electroforétio e W _so  El porcentaje de cepas se calculé teniendo
™ en cuenta el total de aislamientos

analizados (278), aungue no se ha incluido
el cariotipo de las cepas no-
Saccharomyces. P5 corresponde al patron
de la cepa inoculada, y M representa el
marcador de pesos moleculares, en
kilobases, de Promega.
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2.6. Factores que afectaron a la implantaciéon de las levaduras
autoctonas seleccionadas en las fermentaciones inoculadas

Con la utilizacion de la técnica de Electroforesis en Campo Pulsante hemos
sido capaces de realizar el seguimiento de las cepas inoculadas y determinar el

comportamiento de éstas en las fermentaciones llevadas a cabo en condiciones
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industriales asi como los posibles factores que pudieron influir en el buen desarrollo

de estas cepas.

En general, los resultados variaron de un afio a otro, en parte légico porque el
comienzo del proceso en cada vendimia se modificé en funcion de los resultados que

se fueron obteniendo a partir de la primera vendimia inoculada en 2001.

Por ejemplo, en cuanto a las cepas autdctonas seleccionadas, en las 5
vendimias estudiadas no siempre se utilizaron las mismas, sino que estas fueron
cambiando, asi como el numero. De todas ellas, la que tuvo mejor capacidad de
implantacion fue 153.12 con patrén P5, ya que en tres de las vendimias estudiadas,
2001, 2004 y 2005, se implanté de forma mayoritaria y en menor medida en 2003.
La cepa 313.4 con patron P2 cuando se inocul junto con la de patron P5, mostro
buena capacidad de implantacién pero sélo durante el proceso de elaboracion del pie
de cuba, detectdndose ocasionalmente en los depdsitos de fermentacion. La cepa con
patron P5.1 utilizada en dos vendimias, 2002 y 2003 junto con las dos anteriores,
mostré una capacidad de implantacion similar a la de patron P5, hecho que se hizo

mas patente en la vendimia 2003.

En lo referente a la duracion de la elaboracion del pie de cuba también fue
distinta en cada afio, es decir, que hubo afios en los que el proceso fue més largo que
en otros (Tabla 29).

Este hecho junto con el anterior no parece que hayan influido en la
implantacion de las levaduras seleccionadas durante las fermentaciones, ya que, por
ejemplo, en dos de las vendimias en las que la elaboracién fue larga, afios 2004 y
2005, y el numero de levaduras utilizadas variable, hubo una implantacion del 100%

de una de las cepas inoculadas, la de patron P5.

En cuanto a la forma de realizar los escalamientos en la elaboracion del pie
de cuba (méas numerosos, divisiones, grado Beaumé, etc.), en algunos casos fue
decisiva para el establecimiento de determinadas poblaciones de levaduras como se
observé en la vendimia 2003.
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22 Fase de Elaboracién del Pie de Cuba (Lagares Bodega)

Vendimia Cepas utilizadas N° escalamientos Duracion aproximada
2001 P2, P3y P5 3 20 dias
2002 P2, P5y P5.1 4 27 dias
203 P2PSyPsI Sen. cuba b, in subiisones 14 i
2004 P2yPS Senp. Cuba 8 26 s
o s inp e 2

Tabla 29. Resumen de la segunda fase de elaboracion del Pie de Cuba en las 5 vendimias
inoculadas, llevada a cabo en los lagares de elaboracién de la Bodega. Se muestra las cepas
utilizadas en cada vendimia (patrobn cromosémico), el nimero de escalamientos y la
duracion del proceso.

Segun los resultados obtenidos en cada vendimia, podemos afirmar que la
elaboracién del pie de cuba es el paso inicial del proceso de vinificacién que mas
hay que controlar para asegurar la implantacion de las cepas que se utilicen como
iniciadoras de las fermentaciones. Los factores que en este paso pueden afectar al
desarrollo de las cepas inoculadas durante las fermentaciones son principalmente: (i)

escalamientos; (ii) temperatura y (iii) recargas de mosto fresco.

(i) Escalamientos

Durante este proceso es importante:

(a) Dejar que en el mosto se agoten los azucares antes de realizar los

escalamientos a voliumenes mayores de mosto fresco, lo cual:

e Favorece el desarrollo de las cepas inoculadas ya que éstas fueron
aisladas de la ultima fase de la fermentacién y por tanto son tolerantes
al etanol.

e Al adicionar el inoculo al mosto fresco, evita que se desarrollen otras
poblaciones de levaduras S. cerevisiae indigenas que acompafan al
mosto y que pueden, en algunos casos, cambiar la dinamica de las
poblaciones no dejando que se implanten las inoculadas en su
totalidad, pudiendo con ello aportar caracteristicas distintas al

producto final.
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e Evita el desarrollo de levaduras no-Saccharomyces normalmente
presentes en el mosto y en las primeras horas de la fermentacion.
Cuando se realizan los escalamientos y se adiciona el pie de cuba al
mosto fresco, si el contenido en azucar es bajo, el medio queda
parcialmente alcoholizado (fermentacidn super 4 o super 8), no siendo
adecuado para la propagacion de la mayoria de las especies no-

Saccharomyces.

(b) Homogeneizar bien los recipientes donde se encuentra fermentando el pie de
cuba antes de realizar los escalamientos, durante la primera fase de

elaboracidn; y durante la segunda fase, en bodega, en la medida de lo posible.

(i) Temperatura

El control de la temperatura tanto durante la elaboracion del pie de cuba, y
durante las fermentaciones en los depdsitos es muy importante porque afecta
directamente a la viabilidad celular y ademéas puede cambiar la dinamica de las
poblaciones de las levaduras como observamos en la vendimia 2002 (Figura 58).
Hemos comprobado (apartado 2.2.1 de los resultados), que a 14 °C, en cultivos
puros, la fase de latencia de las cepas seleccionadas es mas larga porque la
viabilidad de las células es mas baja que a 20 °C. Si en el caso del pie de cuba la
temperatura es inferior a 14 °C puede ocurrir que, si la viabilidad de las cepas
seleccionadas disminuye, sean otras cepas indigenas presentes en el mosto las que se
desarrollen desplazando a las inoculadas. Ademas cuando se realizan los
escalamientos, si las cepas seleccionadas tienen fases de latencia algo mas largas
que a 20 °C, tardan més en adecuarse al medio, con lo cual estas cepas indigenas,
mejor acondicionadas a esas condiciones puntuales del mosto, se pueden desarrollar
mejor. El control de la temperatura en los inicios del proceso de fermentacion es tan
importante que en determinados tipos de vinificaciones llevadas a cabo a bajas
temperaturas se ha propuesto la pre-adaptacion de las cepas de levaduras a esas
temperaturas para mejorar el desarrollo de las fermentaciones (Llauradé y col.
2005).
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(i) Recargas de mosto

El mosto utilizado, aunque procedio de la variedad de uva Palomino Fino,
constituye una materia prima no homogénea en la cual la composicion quimica y
microbioldgica varia de un afio a otro en funcion de determinados factores como las

condiciones climaticas, maduracion de las uvas, etc.

Se ha comprobado que el mosto fresco implica una fuente de nuevas cepas de
levaduras, bien pertenecientes a la especie S. cerevisiae o0 bien de otros géneros
distintos. Ademas el hecho de que la composicion quimica del mosto varie de un afio
a otro, hace que puedan existir determinadas cepas de levaduras que estén mejor
adaptadas a dichas condiciones que las cepas seleccionadas, que fueron aisladas bajo
otras condiciones del mosto, aunque si muy similares. Asimismo, la variacion en las
concentraciones de nitrogeno asimilable en el mosto puede producir un “efecto

selectivo” sobre las cepas de S. cerevisiae (Granchi y col. 2003).

Como es imposible esterilizar el mosto, si no se controlan los pasos de los
escalamientos y la temperatura como se ha comentado anteriormente, es posible que
otras cepas indigenas se desarrollen mejor que las cepas inoculadas llegando incluso
a detectarse en altas proporciones las fermentaciones, como se ha mostrado para la

cepa con patrén P27 en la vendimia 2002.

2.7. Fermentaciones inoculadas con levaduras aut6ctonas
seleccionadas (LAS) frente a fermentaciones espontaneas y a
las inoculadas con levadura comercial (LSA)

Existe una considerable controversia sobre la utilizaciéon de cepas
seleccionadas en las fermentaciones del vino. En las fermentaciones espontaneas
participan una gran diversidad de cepas de levaduras y se da una sucesion de
poblaciones durante todo el proceso, predominando al final cepas pertenecientes a la
especie Saccharomyces cerevisiae. Se piensa que esta variabilidad de cepas es la que
aporta al vino la complejidad y cualidades sensoriales tipicas de una regién

enoldgica determinada.
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Algunos autores sugieren que la utilizacion de cepas seleccionadas representa
un inconveniente porque pueden suprimir significativamente el desarrollo de estas
cepas indigenas durante la fermentacién (Lambrechts & Pretorius 2000), y sin
embargo otros aseguran que inocular con cepas seleccionadas favorece el desarrollo
de otras cepas silvestres porque se inhibe el crecimiento de las levaduras no-
Saccharomyces (Heard & Fleet 1985).

Por otro lado, existen ciertos riesgos cuando en la industria se fermenta de
manera espontanea porque, pueden darse inicios tardios de las fermentaciones,
procesos lentos o incluso pardas fermentativas no llegandose a agotar todos los
azUcares del medio y no alcanzando el grado alcoholico deseado. Ademas, las
caracteristicas del mosto utilizado pueden variar de un afio a otro dependiendo de la
calidad de la cosecha, variando por tanto las caracteristicas del producto final. En
este sentido en los ultimos afios se tiende a utilizar cada vez méas levaduras
seleccionadas liofilizadas (LSA: levadura seca activa), disponibles en el mercado,
que aseguran el inicio de la fermentacidn, el curso y la finalizacion de esta con el
agotamiento total de los azlcares. El inconveniente que presenta utilizar estas
levaduras es que como normalmente no son aisladas de la region productora en la
que se utilizan, se tiende a perder la tipicidad de los vinos y a obtener productos mas
homogéneos. Ademéas se ha comprobado que en algunos casos no llegan a
predominar de forma mayoritaria durante las fermentaciones llevadas a cabo en
condiciones industriales, compitiendo con otras indigenas (Esteve-Zarzoso y col.
2000; Florido 2000; Lopes y col. 2007) lo cual demuestra que las cepas autdctonas
estan mejor adaptadas a las condiciones de la fermentacion que las cepas

comerciales.

En muchas regiones productoras de vino, como solucion a los riesgos que
lleva implicito fermentar de manera espontanea y para no utilizar levaduras
comerciales foréneas, se han aislado y seleccionado cepas autéctonas para utilizarlas
como iniciadoras de las fermentaciones en condiciones industriales (Querol y col.
1992c; Esteve-Zarzoso y col. 2000; Lopes y col. 2007;). De esta forma se pueden
conservar las propiedades sensoriales tipicas de cada region productora de vino.
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Ademas las cepas autoctonas estan dotadas de propiedades enoldgicas
totalmente comparables a las levaduras comerciales (Martini 2003), produciendo
compuestos volatiles que contribuyen a las caracteristicas sensoriales especificas de
los vinos locales (Egli y col. 1998; Guerra y col. 1999; Martini 2003). En relacion a
las levaduras comerciales, en el apartado 2.1.1 de los resultados de la Tesis, (Tabla
25) se comprobO que la cepa comercial llamada Fermivin mostrd6 un poder
fermentativo similar al de las cepas autdctonas seleccionadas, ademas de un
comportamiento anadlogo en las curvas de crecimiento celular bajo distintas
temperaturas (apartado 2.2.1). No obstante, cabe destacar que en los analisis
sensoriales realizados no presentd los aromas y sabores caracteristicos del vino en

estudio, mientras que las cepas autoctonas si los mostraron (Tabla 24).

En otros estudios, en los que se han comparado fermentaciones inoculadas
con cepas autéctonas y las inoculadas con cepas comerciales, los resultados
indicaron que los vinos obtenidos en el primer caso tuvieron unas caracteristicas
sensoriales mejores que los segundos, obtenidos tras las fermentaciones inoculadas

con levaduras comerciales (LSA) (Querol y col. 1992b; Lopes y col. 2007).

En nuestro estudio se ha llevado a cabo una caracterizacion genética y
seleccion de cepas autdctonas como se describe en el apartado 1 de los resultados.
De las cepas seleccionadas inicialmente, la de cariotipo P5 fue la que mostré mejor
capacidad de implantacion en las fermentaciones inoculadas en condiciones
industriales (Tabla 30). En la vendimia 2001, aunque se detectaron las cepas
inoculadas con patrones P2 y P3 al comienzo de las fermentaciones en los depositos,
la cepa que se implanté de forma mayoritaria fue la de patréon P5. En la vendimia
2004 de las dos inoculadas con patrones P2 y P5 se implanté al 100% la de patron
P5. Y en la ultima vendimia, en 2005, la cepa inoculada predominé de forma
mayoritaria en todos los depdsitos analizados excepto en uno, el E (Figura 77). En
estas tres vendimias se obtuvo un producto final que fue calificado como excelente
con respecto al obtenido en vendimias con fermentaciones espontaneas (1999 y
2000), siendo la cepa de patron P5 la responsable de las buenas caracteristicas del
vino obtenido. En estas tres vendimias, cuando esta cepa predoming, lo hizo desde el
comienzo de las fermentaciones en los depoésitos, desplazando a otras cepas

indigenas presentes en el mosto, disminuyendo la variabilidad de cepas, no
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detectandose por tanto polimorfismo cromosémico entre la poblacién de levaduras.
En estas vendimias ademas la maduracién de las uvas y la calidad de las cosechas
fueron muy buenas. En las vendimias donde no hubo un claro predominio de las
cepas inoculadas (2002 y 2003) el vino obtenido presenté también buenas
caracteristicas sensoriales, aunque no tan destacadas como en las tres vendimias
anteriores. En general ponemos afirmar que el vino obtenido de las fermentaciones
inoculadas con cepas autoctonas tuvo unas propiedades organolépticas mejoradas

con respecto al obtenido de las fermentaciones espontaneas.

Nuestros resultados contrastan con los obtenidos en otros trabajos. Por
ejemplo Querol y colaboradores (Querol y col. 1992b) cuando inocularon con una
cepa autoctona seleccionada las fermentaciones en condiciones industriales (15.000
litros), observaron alta variabilidad de cepas al comienzo de las fermentaciones
siendo al final del proceso cuando se implantd la cepa inoculada, aunque no al

100%, existiendo por tanto una competicién entre ésta y otras indigenas.

Por otro lado Lopes y colaboradores (Lopes y col. 2007) cuando estudian
fermentaciones inoculadas también en condiciones industriales (10.000 litros) con
una cepa autoctona de La Patagonia (Argentina) ponen de manifiesto que la
dominancia de la cepa autéctona, en una bodega, en la que nunca se utilizaron
levaduras comerciales, fue més baja que en otra donde si lo hacian, siendo en la
primera del 40% y en la segunda del 80%. Detectaron que al comienzo de la
fermentacién en la primera bodega hubo una variabilidad alta de otras cepas

indigenas de S. cerevisiae.

En nuestro estudio, en la bodega donde se llevaron a cabo las fermentaciones,
en afios anteriores a 2001 no se utilizaron cepas comerciales para llevar a cabo las
fermentaciones del vino estudiado. Pensamos que el éxito de la implantacién de
nuestra cepa seleccionada con patron P5 en las tres vendimias mencionadas
anteriormente, esta en la forma de inocular las fermentaciones, es decir, en la
elaboracién del pie de cuba, que en nuestro trabajo fue necesario debido al sistema

industrial tan complejo por los volimenes tan elevados a fermentar, 400.000 litros.
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2001

Climatologia: Temperaturas no excesivas, permitiendo una maduracion de las
uvas eficaz

Cosecha: Excelente, con una sanidad de las uvas y estado de maduracién en
condiciones 6ptimas

Cariotipo cepas inoculadas: P2, P3y P5

Calidad producto final: Vino calificado como excelente. Redondo, muy
perfumado, largo y persistente

Implantacién cepas: P5y P5.1 (100% aprox.)

2002

Climatologia: Afio con escasas lluvias durante el crecimiento vegetativo de las
vides. Maduracion de las uvas con temperaturas suaves que hicieron
retrasar 10 dias la vendimia

Cosecha: Considerada muy buena

Cariotipo cepas inoculadas: P2, P5y P5.1

Calidad producto final: Vino con buena calificacién, suave, fresco, delicado,
con aromas de flor de eucalipto y laurel

Implantacién cepas: No las inoculadas sino otras con cariotipos P27 (60%) y P35
(20% aprox.)

Vendimias

2003

Climatologia: Altas temperaturas durante el periodo de maduracién de las uvas
debido a vientos de levante

Cosecha: Muy buena, con una rapida maduracion de las uvas debido a las altas
temperaturas

Cariotipo cepas inoculadas: P2, P5y P5.1

Calidad producto final: Vino con buena calificacion. Presentd aromas de fruta
madura, de flores silvestres en verano, un punto balsdmico, gustoso y
persistente

Implantacion cepas: P5 parcialmente, alta variabilidad de otras cepas con
cariotipos similares a P5

2004

Climatologia: Afio con temperaturas moderadas, donde la pluviometria superé
con creces a la media

Cosecha: Considerada muy buena, con maduracion de las uvas lenta y
progresiva

Cariotipo cepas inoculadas: P2 y P5

Calidad producto final: Vino con una calificacion muy alta. Resulté elegante,
suave, con aromas de flores blancas y de manzana. Sutil y delicado

Implantacion cepas: P5 (100%)

2005

Climatologia: Afio con pluviometria muy baja, llegando a la mitad del
promedio. Temperaturas adecuadas durante la maduracién de las uvas

Cosecha: Considerada excelente, con una buena maduracién de las uvas

Cariotipo cepas inoculadas: P5

Calidad producto final: Vino calificado como excelente. Presentd notas de
fruta madura, flores de verano, pasteleria, un punto balsdmico. En boca
tuvo entrada suave con buena evolucién, manteniéndose en el tiempo.
Fue redondo, con buen cuerpo y amplio

Implantaciéon cepas: P5 (90-95%, excepto en un depdésito, el E)

Tabla 30. Resumen de las 5 vendimias que fueron inoculadas, se muestra las condiciones
climatoldgicas, calidad de las cosechas, cepas utilizadas en las fermentaciones y calificacion,
por parte del personal de la bodega especializado en catas, del producto final. Se indica
también las cepas que predominaron en las fermentaciones en cada afio estudiado.

Nuestros resultados, aunque no hicimos controles paralelos con cepas

comerciales, apoyan la hipétesis de que las cepas autdctonas seleccionadas estan

mejor adaptadas a las caracteristicas particulares de una determinada region
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productora de vino que las cepas comerciales foraneas (Romano y col. 2003; Esteve-

Zarzoso y col. 2000; Versavaud y col. 1995).
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3. Analisis global de la diversidad genética de las cepas
detectadas en las fermentaciones durante 7 vendimias
consecutivas en una misma zona geografica

Mediante la técnica de Electroforesis en Campo Pulsante (PFGE) se han
caracterizado durante siete afios consecutivos un total de 1.955 cepas aisladas de las
fermentaciones llevadas a cabo en los depdsitos, sin tener en cuenta las cepas
asiladas del pie de cuba, tanto en procesos espontaneos como inoculados con
levaduras autoctonas seleccionadas. Tras la caracterizacion, los cariotipos obtenidos
se agruparon en 57 patrones cromosémicos distintos. La distribucién y proporcion
de estos patrones en cada afio estudiado se muestra en la Tabla 31. Por tanto en la
tabla no se han incluido las proporciones de patrones detectados en los pies de cuba
analizados tanto en la vendimia espontanea como en las inoculadas. Por ejemplo, en
1999 se detectd el patdon P18 que correspondio a un solo aislamiento el cual no se
representa en la tabla. Y en la vendimia inoculada 2003, donde hubo mayor
variabilidad de cepas con respecto al resto de las inoculadas en condiciones
industriales, se detectaron los patrones P4, P31, P54, P55 (Figura 68) y P45 (Figura
69), los tres ultimos exclusivos de esta vendimia. Los porcentajes de estos patrones

en 2003 tampoco se exponen en la tabla.

La tabla nos da una idea de la distribucion de las cepas implicadas en las
fermentaciones realizadas en la zona de vinificacion estudiada durante los siete afios
estudiados, de la permanencia de algunas de ellas y de la variacion de otras de un

afio a otro tanto en fermentaciones espontaneas como inoculadas.

Observamos que a medida que se fueron analizando las vendimias en afios
sucesivos se fueron detectando cepas nuevas, tanto en las fermentaciones
espontaneas como en las inoculadas. En las vendimias espontaneas de 1999 y 2000
ademas de observarse una variabilidad de cepas muy elevada, en 2000 se detectaron
cepas que no estuvieron presentes el afio anterior y que mostraron cariotipos nuevos
que fueron P26 hasta P33, siendo los patrones P29, P31, P32 y P33 exclusivos de las
fermentaciones esponténeas de esta vendimia. En la vendimia 1999 como patrones
exclusivos se tuvieron a P6, P11, P12, P14 y P15. En trabajos previos se ha

determinado que las poblaciones de levaduras pueden variar de un afio a otro dentro
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de una misma zona enologica (Naumov y col. 2000; Torija y col. 2001) los cual esta

de acuerdo con nuestros resultados.

En el afio 2000 también se realizaron dos experimentos de fermentaciones
inoculadas con cepas autdctonas en condiciones semi-industriales, observandose que
en el Experimento 1, donde hubo una variabilidad genética mas elevada que en el
Experimento 2, se detectaron cepas exclusivas de forma minoritaria como las de
patron P22, P23, P24 y P25, no detectadas en las fermentaciones espontaneas
analizadas este mismo afio. Este hecho pudo ser debido a que el mosto utilizado
procedié de uvas mas maduras, ya que los experimentos 1 y 2 fueron realizados
practicamente al final de la vendimia, pudiendo condicionar este hecho la presencia

de estas cepas.

En cuanto a las vendimias inoculadas con las cepas autdctonas seleccionadas
en condiciones industriales, en las vendimias 2002 y 2003, en las cuales no hubo un
claro predominio de las cepas inoculadas, se detectaron también cepas con patrones
nuevos, no observados en otras vendimias. Por ejemplo en 2002 fueron las de
patrones P35, P38, P39, P40 y P41; y en el afio 2003 fueron las que mostraron los
patrones P43.22, P44, P46, P47, P48, P49, P50, P51, P52.19, P52.28 y P53 ademas
de los detectados en el pie de cuba cuyas proporciones no se muestran en la tabla y
que fueron P45, P54 y P55.

En relacién a las otras vendimias inoculadas en las que se observé una buena
implantacion de una de las cepas, la de patron P5, también se detectaron levaduras
nuevas. Por ejemplo en la vendimia 2001 s6lo se detectd un patron nuevo, P34, con
respecto a las vendimias anteriores; y en 2005 fueron las cepas con patrones P56 y
P57 que si fueron exclusivos de esta vendimia. En el afio 2004 no se encontraron

cepas nuevas Yy solo se detectaron las inoculadas con patrones P2 y P5.
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Fermentaciones Espontaneas Fermentaciones Inoculadas

Cariotipos 1999 2000 2000 Exp. 1 2000 Exp. 2 2001 2002 2003 2004 2005

P1 17 (8,1%) 1 (0,4%) 1 (0,9%) - - 1(0,6%)  1(0.4%)

P2 46 (21,8%) 31(21,8%) | 17 (154%) 34(459%) 32(7.6%) 16(92%)* 8(36%)  1(0,4%)
P3 16 (7,6%) 8 (3,5%) 4(3,6%) - 36 (8,5%) - -

P4 7 (3,3%) 2 (0,9%) 1 (0,9%) - - - - -
P5 69 (32,7%) 106 (46,5%) | 39(354%) 22 (297%) 351(82,9%) 1(0,6%) 43(19,3%) 234 (99,6%) 222 (79,8%)
P6 1 (0,5%) - - - - - - - -

P7 11 (5,2%) 4(1,7%) 2(1,8%)  8(10,8%) - - - - -

P8 (N.S) 8 (3,8%) 22 (9,6%) 21(196%) 4(54%)  1(0,2%) - 1 (0,4%) - 1 (0,4%)
P9 12 (5,7%) 2 (0,9%) - - - - - - -
P10 4(1,9%) 3(1,3%) - 1(1,3%)

P11 2 (1%) - - -
P12 1 (0,5%) -
P13 2 (1%) 2 (0,9%)
P14 2 (1%) -
P15 1 (0,5%) - - -
P16 4(1,9%) 15 (6,6%) 7(64%)  1(L3%) -

P17 7 (3,3%) 12 (5,3%) 109%)  1(1,3%)  1(0.2%) - -
P18 - 9 (3,9%) 11(10%)  1(1,3%) - 1(06%)  1(04%)
P22 - - 1 (0,9%) - - - -
P23 - - 1 (0,9%)
P24 - - 1 (0,9%)
P25 - - 1 (0,9%)
P26 - 2 (0,9%) 1 (0,9%)
P27 - 1 (0,4%) -
P28 - 2 (0,9%) 1 (0,9%)
P29 - 2 (0,9%) - - -
P30 - 1 (0,4%) - - 1 (0,2%)
P31 - 1 (0,4%) - - -
P32 - 1 (0,4%)
P33 - 1 (0,4%) - - -
P34 - - - 1 (0,2%) - 1 (0,4%)
P35 - - - - - 39 (22,4%) -

P36 - - - - - 1(0,6%)  21(9,4%)

P37 - - - - - 3(L,7%)  4(L8%)

P38 - - - - - 4(2,3%) -

P39 - - - - - 1 (0,6%)

P40 - - - - - 1 (0,6%)

P41 - - - - - 2(1,1%) -

P42 - - - - - 1(0,6%)  2(0,9%) - -
P43,10 - - - - - - 29 (13%) - 3(1,3%)
P43,22 - - - - - - 12 (5,4%) - -
P44 - - - - - - 1 (0,4%)

P45 - - - - - - -
P46 - - - - - - 1 (0,4%)
P47 - - - - - - 1 (0,4%)
P48 - - - - - - 33 (14.8%)
P49 - - - - - - 10 (4,5%)
P50 - - - - - - 1 (0,4%)
P51 - - - - - - 2(0,9%)
P52,19 - - - - - - 3(1,3%)
P52,28 - - - - - - 29 (13%)
P53 - - - - - - 1 (0,4%) -
P56 - - - - - - - 51 (18,3%)
P57 - - - - - - - - 1(0,4%)

0

2 (2,7%) - 103 (59,2%) 18 (8%)

N° total de
cepas

210 228 110 74 423 174 223 235 278

Tabla 31. Distribucién de patrones cromosoémicos de las cepas de levaduras aisladas de las
fermentaciones llevadas a cabo en condiciones industriales en las 7 vendimias estudiadas. (*) en la
Vendimia 2002 corresponde al porcentaje de cepas con un patron similar a P2.

En las vendimias inoculadas, es posible que la deteccidén de cepas nuevas sea
debida en gran medida al mosto, porque supone una fuente de microorganismos

como se ha comentado anteriormente, y también a la adicién del inoculo iniciador,
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ya que se ha descrito que en algunos casos la inoculacién no sélo modifica la
poblacion por dominancia de la cepa inoculada, sino que también modifica a las
cepas indigenas de S. cerevisiae permitiendo el desarrollo de éstas que a veces no se
pueden desarrollar en una fermentacion esponténea (Lopes y col. 2007).

Santamaria y colaboradores (2005) afirman que la diversidad de levaduras
presentes en el ecosistema de una bodega puede depender de las condiciones de cada
cosecha (composicion del mosto, adicion de anhidrido sulfuroso, proceso de
elaboracién, temperatura, etc.) pudiendo éstas determinar el desarrollo de cepas

especificas durante la fermentacion.

Por lo tanto podriamos decir que la presencia y frecuencia de aparicion de
determinadas cepas, identificadas mediante el perfil cromosémico, variaron de un
afo a otro dentro de la misma zona geogréafica estudiada. Esta variacion pudo haber
sido debida a las caracteristicas del mosto obtenido en cada vendimia, que también
fueron variables, o bien debido a la practica de inocular con cepas seleccionadas.
Asimismo no descartamos que la aparicion de las cepas nuevas pueda ser debida a la
existencia de una alta diversidad de cepas residentes de la bodega, como se ha

determinado en otros estudios (Torija y col. 2001).

Sin embargo, ademas de la aparicion de cepas nuevas en las sucesivas
vendimias, en la tabla también se pone de manifiesto la permanencia de algunas de
ellas de un afio a otro, tanto entre las vendimias espontaneas, entre las espontaneas y

las inoculadas, y entre las inoculadas en condiciones industriales.

En el apartado 1.6 de los resultados de la tesis discutiamos la posibilidad de
que determinadas cepas fueran residentes de la bodega pasando mas tarde a formar
parte de las fermentaciones del mosto ya que detectamos 12 patrones comunes entre
las fermentaciones espontaneas llevadas a cabo en 1999 y 2000. Después, tras
obtener los resultados en las siguientes vendimias comprobamos la presencia de mas
cepas comunes entre ellas. Por ejemplo algunas cepas presentes en al menos tres
vendimias fueron las de patron P17 detectadas en las fermentaciones espontaneas en
1999 y 2000, y de forma minoritaria en las inoculadas en 2000 (Exp. 1y Exp. 2) y

en 2001; cepas con patron P18 detectadas en las vendimias 1999, en el pie de cuba
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(no se muestra en la tabla), en 2000 tanto en las fermentaciones espontaneas como
en las dos inoculadas, y en 2002 y 2003; las de patron P27 detectadas en la
vendimia de 2000, tanto en las fermentaciones espontaneas como en la fermentacion
inoculada del Exp. 2, y en las vendimias inoculadas en 2002 (de forma mayoritaria)
y en 2003. La deteccion de estas cepas en varios afios apoya la idea sugerida en el
apartado 1.6. de que se trate de levaduras residentes de la bodega, pudiendo estar
asociadas a los depositos de fermentacion o a las superficies del equipamiento de la
bodega (Beltran y col. 2002; Martini 2003; Pretorius 2000; Sabate y col. 2002;
Sangorrin y col. 2002; Torija y col. 2001; Vaughan-Martini & Martini 1995),
entrando posteriormente a formar parte de las fermentaciones (Le Jeune y col. 2006;
Ciani y col. 2004). Estas cepas no se detectaron en las vendimias 2004 y 2005 en las
que el predominio de una de las cepas inoculadas fue del 100 y 80%
respectivamente, lo cual no significO que no estuvieran presentes, sino que al

predominar la cepa inoculada no se detectaron.

Otras cepas comunes pero presentes en sélo dos vendimias fueron las de
patrones, P4, P7, P10 y P16 detectadas en 1999 y en 2000; y predominando se
detectaron las cepas con patrones P2 y P5 en un 21,8% y 32,7% respectivamente en
1999, y en un 21,8% y 46,5% en la vendimia 2000. Esta predominancia podria ser
interpretada como una consecuencia de su prevalencia entre la microbiota local y de
su buen estado fisiologico (tecnoldgico) (Versavaud y col. 1995). Ademas, la
persistencia de estas cepas en las dos vendimias espontaneas indica que se trate de
cepas representativas de esta zona geografica, como se ha observado en otros
estudios (Vezinhet y col. 1992; Sabate y col. 1998; Martinez y col. 2004; Le Jeune y
col.2006). Incluso se ha llegado a establecer la relacion de determinadas especies de
levaduras con zonas especificas de produccién, como por ejemplo es el caso de la
especie Saccharomyces bayanus var. uvarum asociada a los vinos de Tokaj (Naumov
y col. 2002).

Entre las vendimias inoculadas en condiciones industriales las cepas comunes
(sin tener en cuenta las inoculadas de patrones P2, P3 y P5), en al menos dos
vendimias, fueron las de patrones P34 en 2001 y 2003; P36, P37 y P42 en las
vendimias 2002 y 2003; y P43.10 en 2003 y 2005. Estas cepas podriamos pensar que

estuvieron presentes en el mosto de cada vendimia y que al menos permanecieron
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estables de un afio a otro (Frezier & Dubordieu 1992; Vezinhet y col. 1992), ya que

no tenemos la certeza de que sean residentes de la bodega.

218



Estabilidad de los cariotipos Resultados y Discusion

4. Estudio de la estabilidad de los cariotipos

4.1. Polimorfismo detectado entre las cepas caracterizadas en la
Vendimia 2001

En el apartado 1 de los resultados se llevé a cabo en la vendimia de 1999 un
estudio de caracterizacion de las levaduras silvestres implicadas en las
fermentaciones espontaneas de los mostos obtenidos a partir de la variedad de uva
Palomino Fino. La caracterizacion de las cepas se realizé utilizando la técnica
molecular de Electroforesis en Campo Pulsante (PFGE). Se analizd un depdsito
exhaustivamente en distintos momentos de la fermentacién desde el inicio hasta su
finalizacién. Los resultados revelaron la existencia de una elevada variabilidad
genética entre los asilamientos analizados, similar a la encontrada en otras regiones
del mundo productoras de vino, como ya se comentd en el mismo apartado de los

resultados.

A partir de esta caracterizacion se plante6 un esquema de seleccién para
elegir aquellas cepas de levaduras més apropiadas para conducir las fermentaciones
en un proceso industrial. EI primer paso en este esquema fue reducir el namero de
aislamientos a estudiar de manera que se eligieron cuatro cepas al azar de entre
aquéllas que mostraron patrones cariotipicos mayoritarios, siendo ademas alcohol-
tolerantes porque se eligieron de la dltima fase de la fermentacion en el deposito
estudiado.

El segundo paso fue analizar algunos pardmetros de interés enologico con las
cepas elegidas, haciéndose dos tipos de analisis: (i) microbioldgicos, estudidndose
propiedades como poder fermentativo, inhibicion por etanol, y el factor killer; y (ii)
moleculares, estudiando la capacidad de implantacion de las cuatro cepas en
fermentaciones en condiciones semi-industriales en la siguiente vendimia (2000). El
seguimiento de las cepas inoculadas se hizo mediante la técnica de PFGE, una vez

finalizadas las fermentaciones.

Tras estos estudios se seleccionaron tres cepas autéctonas 313.4, 313.10 y

153.12 para ser inoculadas en condiciones industriales y ser ellas las que dirigieran
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la fermentacion en varios depositos en la vendimia siguiente, 2001. Para este fin fue
necesaria la realizacion de un pie de cuba (cultivo iniciador) con cada una de las
cepas. La elaboracion del pie de cuba tuvo dos fases, una primera, llevada a cabo en
el laboratorio de Microbiologia (UCA) donde se hizo en condiciones muy
controladas, es decir, utilizando pequefios volumenes de mosto estéril que fueron
inoculados a partir de las cepas crecidas en medio solido YPD y haciendo
escalamientos hasta llegar a 20 litros; y otra segunda fase que tuvo lugar en los
lagares de elaboracion donde los pies de cuba de las tres cepas se mezclaron para
adicionarlos a volimenes mayores de mosto en sucesivos escalamientos. EI volumen
de pie de cuba final se utilizo para iniciar las fermentaciones en los depdsitos, en los
cuales se fueron realizando recargas de mosto fresco hasta completar el volumen
final a fermentar (400.000 litros).

El control microbiolégico para comprobar la implantacion de las cepas
seleccionadas se realizd mediante PFGE, una vez finalizada la vendimia. Para ello,
durante la fermentacion se fueron recogiendo muestras a diario, que se conservaron
congeladas a -80 °C hasta su procesamiento. Se analizaron muestras de las distintas
fases de la fermentacion, inicio, mitad y final, en distintos depdsitos. Los resultados
del analisis de los cariotipos electroforéticos revelaron la implantacién del 100 % de
una de las cepas inoculadas, 153.12 con patron P5, en todos los depdsitos
estudiados. Las otras dos cepas s6lo se detectaron durante la elaboracion del pie de
cuba. Junto a la cepa con patron P5 se detectaron otras con cariotipos muy similares
a esta y ademas en porcentajes significativos. Los patrones de estas cepas fueron
P5.A, P5.E y P5.1 y se diferenciaron con respecto al de la cepa inoculada s6lo en
variaciones de las bandas presentes en la parte superior del gel (indicado con un
circulo azul en la (Figura 79), zona correspondiente a la de los cromosomas de

mayor tamafio, IV y XII, y por tanto de baja movilidad electroforética.

Figura 79. Cariotipo electroforético de la
cepa inoculada, P5 y de las que mostraron
patrones similares, P5.A, P5.E y P5.l,
detectados durante las fermentaciones en la
vendimia 2001.

PS5 P5A P5E PS5l
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Estas variaciones, también observadas en otras cepas de levaduras silvestres,
parece que estan relacionadas con reorganizaciones de las repeticiones de los genes
ribosdmicos (rDNA) presentes en el cromosoma XIlI (Carro & Pifia 2001). En el
apartado 4.4.1 de los resultados se comprob6 que las cepas con cariotipos P5 y P5.1
tras 300 generaciones en crecimiento vegetativo presentaron estas variaciones y fueron

debidas a estos genes.

Por otro lado, apoyandonos en la hipétesis de que cepas con el mismo patrén
de restriccion mitocondrial e idéntico cariotipo, exceptuando las variaciones en el
cromosoma XIlI, estan muy relacionadas genéticamente (Nadal y col. 1996), se
analizé el Polimorfismo de los Fragmentos de Restriccion para el ADN mitocondrial
(RFLP-ADNmMt) para estas cepas con tres enzimas, Hinf I (H), Rsa I (Afa I) (R) y
Alu I (A). Los resultados revelaron que las 4 cepas tuvieron el mismo patron de
restriccion que llamamos H1R1A1, considerandolas por lo tanto cepas

estrechamente relacionadas.

Durante el estudio de caracterizacion de esta vendimia se vio que ninguno de
los clones reorganizados, aislados de la fermentacion, desplazaba a la cepa inoculada
con cariotipo P5, de manera que no parece que hubiese una ventaja selectiva en estas

posibles reorganizaciones observadas para la cepa con cariotipo P5.

4.2. Polimorfismo detectado entre las cepas caracterizadas en la
Vendimia 2003

En la vendimia 2003 para inocular las fermentaciones se utilizaron las cepas
313.4, 153.12 y 48.5 con patrones cromosomicos P2, P5 y P5.1 respectivamente, de
manera que para iniciar el proceso se preparé un pie de cuba, primero en el
laboratorio y después en los lagares de elaboracién, para posteriormente ser
inoculado en los depositos de fermentacion. El analisis del cariotipo electroforético
obtenido a partir de los aislamientos realizados de varias muestras tomadas durante
la fermentacion, reveld la presencia de dos de las cepas inoculadas, P5 y P5.1 aunque
no al 100%, detectdndose cepas con un cariotipo similar al de P5/P5.l. Los

cariotipos de estas cepas se muestran en la siguiente figura:
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[l

P43.10 P43.22 P49 P52.28 P52.19

Figura 80. Cariotipos electroforéticos de las cepas inoculadas,
P5 y P51, y de las similares detectadas durante las
fermentaciones en la vendimia 2003.

Algunas de estas cepas se llegaron a detectar en proporciones elevadas en las
fermentaciones llevadas a cabo en esta vendimia como por ejemplo las de patron
P36 (9,4%), P43.10 (13%), P43.22 (5,4%), P48 (14,8%), P49 (4,5%) y P52.28
(13%), (ver Tabla 31).

Las variaciones que presentaron los cariotipos de estas cepas con respecto a
las inoculadas P5/P5.1 fueron por ejemplo la presencia de una banda extra (P43.10,
P43.22, P48, P49), ausencia (P49) o cambios en la movilidades de las bandas (P36,
P52). No hay seguridad de que estas cepas deriven de las cepas inoculadas, pero
para tener una idea de la proximidad existente entre estas 9 cepas, se analizaron los
RFLPs del ADN mitocondrial con las enzimas de restriccion Hinf I (H), Rsa I (R) y
Alu I (A), obteniéndose los resultados que se muestran en la Figura 81.

De las siete cepas nuevas, sélo una, la de cariotipo, P43.10 tuvo un perfil de
restriccion similar al de las cepas inoculadas, que llamamos H1R1A1. Fue similar, y
no igual, porque el patrén de restriccion para dos enzimas, Hinf I 'y Rsa I resulto
igual para las tres cepas, pero con la tercera enzima, Alu I, presentaron algunas
diferencias, por ejemplo en el caso de la cepa con cariotipo P43.10 el patron de
restriccion para esta enzima tuvo algunas bandas adicionales, o ausencia de otras
(flechas rojas de la Figura 82) con respecto a la cepa con cariotipo P5. Por lo tanto
consideramos a la cepa con cariotipo P43.10 estrechamente relacionada con las

cepas con cariotipos P5 y P5.1.
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Figura 81. Perfiles de restriccion del ADN mitocondrial de las cepas que mostraron cariotipos
similares a los de las inoculadas, P5 y P5.1, con tres enzimas de restriccion Hinf I, Rsa Iy Alu I. El
marcador molecular correspondi6 al fago lambda digerido con Hind I1I (M).
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Figura 82. En (A) se representan los cariotipos electroforéticos P5 Y P5.1 de las
cepas inoculadas, y P43.10 similar a éstos; (B) muestra los patrones de restriccion
para el ADN mitocondrial con las enzimas Hinf I y Rsa I para las cepas con
cariotipos P5, P5.1 'y P43.10; y en (C) se representa el perfil de restriccién obtenido
con la enzima Alu I, mostrando las diferencias (flecha roja) entre las cepas con
cariotipos P5 y P43.10. EI marcador molecular (M) correspondi6 al fago lambda
digerido con Hind III (SIGMA).
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El resto de las cepas mostraron patrones de restriccion diferentes al de las
cepas inoculadas de modo que no se pudo asegurar que fuesen cepas proximas a
éstas, aunque cabe destacar que entre ellas si que hubo algunas que presentaron el
mismo patron de restriccion. Por ejemplo, las cepas con cariotipos P43.22 y P52.19,
los cuales no fueron tan similares entre si como en el caso de las cariotipos
anteriores (P5, P5.1 y P43.10) mostraron un patron de restriccion igual del tipo
H3R3A3, y las cepas con cariotipos P48 y P52.28 presentaron un perfil de
restriccion del tipo HSR5A2. Al igual que en la vendimia 2001, en esta vendimia, las
cepas con estos cariotipos nuevos no desplazaron a las inoculadas, hecho que se
mostr6 cuando se analizaron las muestras tomadas de distintas fases de la

fermentacién mediante cariotipo electroforético (apartado 2. 3 de los resultados).

Los resultados de los cariotipos obtenidos en las vendimias 2001 y 2003
junto con los obtenidos de los RFLPs hicieron plantearnos si los cariotipos de las
cepas inoculadas eran estables 6 no durante el crecimiento vegetativo en un medio
natural. El descubrimiento de la inestabilidad del cariotipo de las levaduras durante
el crecimiento vegetativo ha planteado una grave amenaza para todas las industrias
que confiaban en la propagacion y propiedades metabdlicas de las cepas de
levaduras, como las cerveceras, las panaderas y las del vino. Las propiedades
geneticas de una cepa inestable pueden variar, haciéndola inadecuada para el
proceso deseado. La inestabilidad de los cariotipos en cepas de levaduras naturales
es un fenotipo dificil de detectar ya que no puede ser seguido de otra forma que no
sea con el cariotipo electroforético analizando un amplio namero de clones, aislados
tras muchas generaciones en crecimiento vegetativo (Carro y Pifia 2001). Por tanto
el que una cepa mantenga estable su cariotipo puede ser considerado como otro
criterio importante a la hora de seleccionar cepas de levaduras para ser utilizadas en

un proceso industrial.

El estudio de la estabilidad de los cariotipos nos permitird resolver, por un
lado, el polimorfismo cromosémico detectado entre cepas aisladas durante las
fermentaciones industriales inoculadas en las vendimias 2001 y 2003, y si éste fue

debido a reorganizaciones cromosémicas producidas durante el crecimiento
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vegetativo; y por otro lado nos dara una idea de la estabilidad genética de las cepas

autoctonas seleccionadas.

Para analizar la estabilidad de los cariotipos se eligieron varias cepas de
levaduras, las autéctonas seleccionadas 313.4, 153.12 y 48.5, una comercial,
Fermivin, y la cepa de laboratorio diploide X2180. Para llevar a cabo los
experimentos el medio de cultivo utilizado fue mosto sintético (esterilizado a 100
°C, 30 min.) para mantener la composicion del medio constante. Las cepas se
inoculaban en 15 mL de medio de cultivo en tubos estériles de 25 mL dejandose
crecer a 20 °C y sin agitacion a fin de imitar las condiciones reales de una
fermentacion industrial. Una vez que los cultivos alcanzaban una densidad de 1x10°
células/mL aproximadamente, se inoculaban en mosto sintético fresco 2x10°
células/mL. Los cultivos seriados se realizaron hasta llegar aproximadamente a las
100 generaciones en un primer experimento (18 pases) y hasta las 300 generaciones
en un segundo ensayo (60-70 pases). Después se tomaron muestras de cada tubo, se
hicieron diluciones y se aislaron en torno a 20-30 colonias para estudiar su cariotipo
electroforético.

4.3. Estabilidad de los cariotipos tras 100 generaciones

El primer experimento se realizd con las cepas 313.4, 153.12, 48.5 con
cariotipos P2, P5, P5.1 respectivamente, y la cepa comercial Fermivin, sin adicionar
etanol al medio y hasta llegar a las 100 generaciones. Posteriormente se hicieron
diluciones y se aislaron 30 colonias de cada cultivo, analizandose un total de 98

clones mediante cariotipo electroforético.

Como se muestra en la Figura 83, en el caso de la cepa 313.4, de los 28
clones analizados, 19 fueron iguales a la cepa parental y 9 distintos, de los cuales 8
fueron iguales entre si, indicandose las diferencias en el cariotipo con respecto a la

cepa original con una flecha negra.
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Figura 83. Cariotipo electroforético de los clones aislados tras pasar 100 generaciones
en crecimiento vegetativo en mosto sintético para las cepas 313.4, 153.12, 485 y
Fermivin. Las flechas negras indican las variaciones en el cariotipo de los clones con
respecto a la cepa parental. P corresponde a la cepa parental en cada caso.

En la mayoria de los clones se observaron diferencias en la movilidad, en la

presencia o ausencia e intensidad en las bandas de la zona superior del gel, donde se

encuentran los cromosomas 1V y XII, de mayor tamafio molecular.
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Para la cepa 313.4 se calculo la proporcion de reorganizaciones
cromosomicas por generacion (R) de acuerdo con la formula descrita por Carro y
colaboradores (Carro y col. 2001) sin tener en cuenta las variaciones observadas en

la parte superior del gel:

R=1-pj %% Pi: Fraccién de clones iguales a la cepa parental.

Por tanto si Pi= 0.68 y R=1-0.68"", entonces R=3.8x10" para esta cepa.

Para el resto de las cepas, 153.12, 48.5 y Fermivin los clones analizados tras
las 100 generaciones se mostraron muy estables, siendo las Unicas variaciones las
observadas en las bandas de la parte superior del gel, donde se encuentran los
cromosomas IV y XII.

Existe una fuerte indicacion de que las amplificaciones, deleciones y
reorganizaciones de las secuencias repetidas de los genes ribosémicos, presentes en
el cromosoma XII (rDNA) pueden ser la fuente mas importante de variacion en el
tamafio de este cromosoma (Nadal y col. 1999). En el apartado 4.4.1 analizaremos
este tipo de variaciones mediante hibridaciones Southern con una sonda de los genes

ribosémicos.

4.4. Estabilidad de los cariotipos tras 300 generaciones

El segundo experimento se realizo con las cepas 313.4, 153.12, 48.5, la
comercial Fermivin y la de laboratorio diploide X2180. Con estas cepas se llevaron
a cabo dos tipos de ensayos, uno sin adicionar etanol al mosto sintético y otro en
presencia de un 7% de etanol. En este caso el experimento finaliz6 cuando se
alcanzaron las 300 generaciones. Ademas, cuando se llego a las 100 generaciones, se
hizo un control de cariotipos, para lo cual se hicieron diluciones y se aislaron 20
colonias de las cuales se analiz6 el cariotipo de 6-7; posteriormente, tras pasar las
300 generaciones de nuevo se hicieron diluciones, se aislaron 20 colonias y se

estudio el cariotipo electroforético de las 20.
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4.4.1. 300 generaciones sin presencia de etanol en el medio
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Figura 84.
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X2180
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Figura 84 (Continuacion). Cariotipo electroforético
de los clones aislados tras pasar 300 generaciones
en crecimiento vegetativo en mosto sintético para
las cepas 313.4, 153.12, 48.5, Fermivin y X2180. P
corresponde a la cepa parental en cada caso.

Con respecto a la cepa 313.4, en la Figura 84 la flecha negra indica la
posicion donde todos los clones aislados presentaron la misma variacion
cromosdmica, ausencia de una banda, y que correspondié a la zona del gel donde se
encuentran los cromosomas VI1'y XV. En esta zona ya se detectaron diferencias para
esta cepa en el primer experimento, tras pasar 100 generaciones, pero sélo en 8
clones. Ademas, también se observaron variaciones en la parte superior del gel,
correspondiente a la zona de los cromosomas IV y XIll, en la cual todos los clones
mostraron dos bandas bien definidas con respecto a la cepa parental que solo

presento una.

El resto de las cepas presentaron variaciones solo en la zona superior del gel
correspondiente a la zona de los cromosomas 1V y XII. Hay que destacar que en el
caso de la cepa de laboratorio X2180 se detecto, en la parte inferior del gel, para los
clones 10, 12, 13 y 14, una banda de bajo peso molecular (se indica con una flecha
blanca) que no estuvo presente en la cepa parental, ni en el resto de los clones

analizados para esta cepa.
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4.4.2. 300 generaciones en presencia de un 7% de etanol en el medio
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Figura 85 (Continuacidn). Cariotipo electroforético
de los clones aislados tras pasar 300 generaciones en
crecimiento vegetativo en mosto sintético en
presencia de un 7% de etanol para las cepas 313.4,
153.12, 48.5, Fermivin y X2180. P corresponde a la
cepa parental en cada caso.

En este caso, a los clones derivados de la cepa 313.4 les ocurrié lo mismo
que en el caso anterior, observandose la ausencia de la banda situada en el gel en la
zona de los cromosomas VIl y XV, estabilizandose el cariotipo sin esa banda para
todos los clones analizados. También se detecté una banda de bajo peso molecular
en los clones 10, 11, 15, 16, 17, 18 y 20 (se indica con una flecha blanca) que no

estuvo presente en la cepa parental.

En los clones de las cepas 153.12 y 48.5 no se observaron diferencias en las
bandas que no fuesen las pertenecientes a la zona superior del gel donde se

encuentran los cromosomas 1V y XII.

En el caso de la cepa comercial Fermivin si se observaron variaciones en tres

de los clones aislados, 14, 18 y 19, en la zona del gel donde se encuentran los
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cromosomas de menor tamafio, el I, Il y VI (se indica con una flecha negra).
Ademas también se observaron variaciones en la zona superior del gel
correspondiente a los cromosomas de mayor tamafo, 1V y XII. Por tanto teniendo en
cuenta la inestabilidad cariotipica que presentaron los tres clones, la proporcion de

reorganizaciones cromosémicas por generacién (R) para esta cepa fue de de 9x 1072,

4.4.3. Control de la estabilidad de los cariotipos tras 100 generaciones

Fue realizado en el transcurso del segundo experimento

(i) Sin presencia de etanol en el medio

3134 153.12 48.5 Fermivin

P12 3 45 6 7 P12 345 6 P 1 23 456 P 123 45 67

Cromosomas

XL IV

Figura 86. Cariotipo electroforético de los clones aislados tras pasar
100 generaciones en crecimiento vegetativo en mosto sintético para
las cepas 313.4, 153.12, 48.5 y Fermivin. El andlisis se realizé en el
transcurso del segundo experimento. P corresponde a la cepa parental
en cada caso.

En principio, para la cepa 313.4, de los 7 clones analizados, 3 se consideraron
distintos (flecha negra) con respecto a la cepa parental debido a la ausencia de un
banda en esa zona del gel. Ademas se detectaron diferencias en la parte superior del
gel como por ejemplo fueron las distintas intensidades en estas bandas para los
clones analizados. En este caso la proporcion de reorganizaciones cromosémicas por
generacién fue R=5.6x10" (Pi= 0.57; R= 1- 0.57%%). Los resultados fueron
similares a los del primer experimento a las 100 generaciones realizado sin presencia

de etanol en el medio.
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El cariotipo de los clones de las cepas 153.12, 48.5 y Fermivin sélo variaron

en la parte superior del gel, que correspondid a la zona de los cromosomas IV y XII.

(ii) En presencia de un 7% en el medio

313.4 153.12 48.5 Fermivin X2180
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Figura 87. Cariotipo electroforético de los clones aislados tras pasar 100 generaciones en crecimiento
vegetativo en mosto sintético en presencia de un 7% de etanol para las cepas 313.4, 153.12, 48.5, Fermivin y
X2180. El analisis corresponde al control de cariotipos realizado en el transcurso del segundo experimento.
P corresponde a la cepa parental en cada caso.

En cuanto a la cepa 313.4, de los 10 clones analizados, 7 fueron distintos
respecto a la cepa original por presentar en sus cariotipos, de nuevo, la ausencia de
una banda en el gel en la zona indicada con una flecha negra en la Figura 87. La
proporcién de reorganizaciones cromosémicas por generacion, sin tener en cuenta
las variaciones de las bandas superiores del gel, fue R= 1.2x10 (Pi= 0.30; R= 1-
0.30°%Y). En este ensayo, la proporcién de reorganizaciones cromosémicas fue

aproximadamente 2 veces mayor que en el ensayo sin presencia de etanol.

En el caso de la cepa Fermivin, el clon 4 presentd ausencia de una banda en
la parte inferior del gel (indicado con la flecha negra en la figura), con respecto a la

cepa parental y al resto de los clones.
El resto de clones de las cepas 153.12, 48.5, y X2180 mantuvieron los

cariotipos estables, siendo las Unicas variaciones observadas las correspondientes a

la parte superior del gel donde estan los cromosomas IV y XII.
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4.5. Hibridaciones ADN-ADN (Southern blot)

4.5.1. Hibridaciones con una sonda de ADN de los genes
ribos6micos

En general, la mayoria de los cariotipos de los clones en los dos experimentos
presentaron variaciones en las bandas de parte superior del gel, en la zona
correspondiente a los cromosomas de mayor tamafio molecular, IV y XII. Para
comprobar e identificar si la variabilidad observada en esa zona era debida a
variaciones de las repeticiones de los genes ribosémicos presentes en el cromosoma
XII, como ha sido descrito anteriormente (Nadal y col. 1999; Puig y col. 2000; Carro
y Pifia 2001), se hibrid6 el cariotipo de algunas cepas que presentaron estas
variaciones con una sonda ribosomica de este cromosoma (ITS1-5.8S-1TS2). Los

resultados de las hibridaciones se muestran en la Figura 88.

En el primer caso de hibridacién (Figura 88-A) se observa claramente una
banda que varia de posicion en funcion del tamafio para los distintos clones. En
algunos casos, se observan dos sefiales de hibridacion para este cromosoma, lo cual
indica que se trata de cromosomas XII homologos de distinto tamafio, que variaron
en funcion del nimero de repeticiones de los genes ribosémicos. Este hecho también
ha sido observado en otros estudios (Chindamporn y col. 1993; Nadal y col. 1999;
Pasero & Marilley 1993; Rustchenko y col. 1993; Rustchenko & Sherman 1994;
Carro & Pifia 2001).

En la segunda hibridacion (Figura 88-C) se observan dos bandas para la
mayoria de las cepas analizadas y en algunos casos de distinta intensidad, como por
ejemplo para la cepa 5.7, 1.11, y 2.14., indicando este hecho que las variaciones
observadas se deben a estos genes, por tanto si consideramos que las cepas que
varian en el cromosoma XII no son inestables genéticamente (Carro & Pifia 2001),
podremos concluir que las cepas autoctonas seleccionadas 153.12 y 48.5 son
estables, presentando el resto de las cepas estudiadas algunas variaciones adicionales

que discutiremos en los apartados 4.5y 4.6 de los resultados.
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Figura 88. Analisis de la variacion de las repeticiones de los genes ribosémicos de algunos
clones para las cepas estudiadas mediante hibridaciones Souhern con la sonda ITS1-5.8S-1TS2
en el caso de 300 generaciones sin presencia de etanol en el medio (A), mostrandose también
el cariotipo electroforético para los mismos clones (B); y analisis Southern para la misma
sonda tras 300 generaciones con un 7% de etanol en el medio (C) y cariotipo electroforético de
los correspondientes clones (D). P representa los parentales de cada cepa estudiada.
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4.5.2. Hibridaciones con una sonda de ADN de los genes
mitocondriales

Para determinar la naturaleza de la banda de bajo peso molecular detectada
en los clones 10, 12, 13 y 14 de la cepa X2180 (Figura 84), y en los clones 10, 11,
15, 16, 17, 18 y 20 de la cepa 313.4 (Figura 85), primero se calculo el tamarfio
molecular de la banda mediante el programa Molecular Analyst, siendo ésta de 75,42
kilobases (kb) aproximadamente. Este tamafio fue muy similar al del ADN
mitocondrial el cual se ha estimado en 75-85 kb (De Zamaroczy & Bernardi 1985;
Foury 1998). Estas bandas no estuvieron presentes en el resto de los clones

analizados ni en las cepas parentales.

Para comprobar si la banda se trataba o no de ADN mitocondrial, se hibrido
sobre campo pulsante con una sonda del intron Al3 del gen mitocondrial COX1.
Tras la hibridacion, no se observd ninguna sefial en la zona donde se hallaban las

bandas de bajo peso molecular.

313.4 X2180

P 11 16 17 20 19 P 10 14 kb

2000

950 Figura 89. Cariotipo electroforético, tras 300
820 generaciones, de los clones de las cepas 313.4 y
610 X2180, en un medio suplementado con un 7% de

etanol y sin etanol respectivamente. La flecha
245 blanca indica la banda de bajo peso molecular. P

representa el cariotipo de las cepas parentales.

Como control positivo se hibriddé con la misma sonda sobre los patrones de
restriccion del ADN mitocondrial para la enzima Hinf I obtenidos mediante una
electroforesis en gel de agarosa. Las cepas utilizadas fueron los clones 16 y 19
derivados de la cepa 313.4, y los clones 10 y 14 derivados de la cepa X2180 (Figura

90). En todos ellos se obtuvo sefial de hibridacién.
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Por tanto se pudo concluir que las bandas de bajo peso molecular no

correspondieron a ADN mitocondrial.

A B

3134  X2180 3134  X2180 Figura 90. A) Muestra el gel de
electroforesis en gel de agarosa con los
perfiles de  restriccion del ADN
mitocondrial con la enzima Hinf I para dos
clones de las cepas que presentaron la banda
de bajo peso molecular. Para el caso de la
cepa 313.4 el clon 16 si present6 la banda y
el clon 19 no. M representa al marcador de
pesos moleculares A-Hind III (SIGMA). B)
Resultados de la hibridacion Southern blot
sobre el gel con la sonda del intrén Al3 del
gen mitocondrial COX1.

(pb) M P 16 19 P 10 14 P 16 19 P 10 14

Por otro lado, estudios llevados a cabo sobre inestabilidad genética en
mutantes de Candida albicans (Andaluz y col. 2007) han puesto de manifiesto la
pérdida o fragmentacion de cromosomas en respuesta a la adaptacion de estas
levaduras a determinados medios de crecimiento, detectando mediante cariotipo
electroforético bandas de bajo peso molecular que posteriormente se identificaron

como fragmentos de cromosomas.

De manera que el siguiente paso que nos planteamos fue comprobar la
posibilidad de que las bandas correspondieran a fragmentos de algin cromosoma,
pero tras la preparacion de nuevas muestras para obtener el cariotipo electroforético
las bandas de bajo peso molecular no se volvieron a detectar. Por consiguiente las

consideramos bandas inestables posiblemente debidas a degradaciones de ADN.

4.6. Inestabilidad del cariotipo de la cepa 313.4

Los clones derivados de la cepa 313.4 después de 300 generaciones, tanto en
un medio sin etanol como en presencia de un 7%, mostraron cariotipos distintos al

de la cepa parental, aunque todos fueron iguales entre si (Figuras 84 y 85).

A las 100 generaciones cuando se analizé el cariotipo de los clones aislados

de un medio sin presencia de etanol (Figura 83), se mostro que 8 fueron distintos al
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de la cepa parental, pero iguales entre si y a los mostrados en las Figuras 84 y 85.
Los cariotipos de estos clones se diferenciaron del parental en que mostraron
ausencia de una banda en la zona del gel correspondiente a los cromosomas VIl y
XV. Se observé que a medida que transcurrieron las generaciones los cariotipos de
los clones cambiaron en la zona de estos cromosomas, hasta que llegé un momento

en el que se estabilizaron, siendo todos distintos al de la cepa original.

Se ha observado una propiedad fenotipica interesante en la cepa 314.4, que
ya se comentd en el apartado 2.3 de los resultados, y es su capacidad para formar
agregados celulares y depositarse en el fondo de los recipientes con mosto en los que
se encuentra creciendo. Esta propiedad resulta interesante desde el punto de vista
industrial porque facilita la operacion del clarificado del vino una vez finalizada la
fermentacién. Pero en realidad la utilizacion de este tipo de cepas para inocular las
fermentaciones tiene algunos riesgos, ya que al depositarse en el fondo de los
depositos no llega a terminar las fermentaciones como se mostré por ejemplo en el
caso de la vendimia de 2003. En las condiciones de nuestro experimento, a medida
que fueron pasando las generaciones la cepa P2 fue perdiendo esta capacidad ya que
se observo la ausencia de estos agregados a medida que se fueron realizando los

cultivos seriados, sobre todo transcurridas las 300 generaciones (Figura 91).

A B

Figura 91. Cultivos en mosto sintético de la cepa
parental 313.4 (A), y del clon 18 aislado a las 300
generaciones de un cultivo en presencia del 7% de
etanol (B), con sus correspondientes cariotipos

No sabemos si la pérdida de la capacidad de formar fl6culos y el cambio de
una sola banda en el cariotipo estan directamente relacionados, pero si se ha descrito

que el cultivo prolongado de una cepa puede llevar a una variabilidad genotipica
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causando cambios en los perfiles de floculacion, que estan determinados
genéticamente (Smart & Whisker 1996).

4.7. Inestabilidad genética de la cepa comercial Fermivin

En cuanto a la cepa Fermivin, observamos diferencias en los cariotipos de tres
clones tras 300 generaciones en presencia de un 7% de etanol (sefialados con una
flecha roja en la Figura 85). Fueron variaciones que mostraron en cada clon la
ausencia de banda en la zona del gel correspondiente a los cromosomas mas
pequefios, I, Il 'y VI. La proporcién de reorganizaciones cromosomicas por

generacién (R) para Fermivin fue de 8x107.

Se podria pensar, en principio, que estas variaciones pudieran estar
relacionadas con la presencia de etanol en el medio, puesto que esta descrito que el
etanol puede actuar como agente mutagénico, produciendo lesiones tanto en el ADN
mitocondrial (Coddon & Benitez 1995; lbeas & Jiménez 1997) como en el
cromosémico (Ristow y col. 1995). Ademas estas variaciones no se detectaron para
los clones de la misma cepa en el caso de no suplementar el medio con etanol
(Figura 84).

Variaciones similares se han detectado también aunque en mayor proporcion
en otras cepas industriales de la zona de EL Penedés (Nadal y col. 1999) y en las
aisladas de vifiedos del champagne cuando pasan 412 generaciones, probablemente
debidas a reorganizaciones mitoticas entre cromosomas homdlogos (Longo y
Vezinhet, 1993).

En la cepa Fermivin no sabemos qué cromosomas estan involucrados en los
cambios observados, aunque estudios realizados en otras cepas vinicas muestran que
las variaciones en la misma zona de gel (Nadal y col. 1999) se deben a variaciones
en las regiones subteloméricas del cromosoma | (Carro y col. 2003), pudiendo estar
relacionadas con secuencias repetidas de elementos Ty, LTRs, tRNA y familias de
genes como por ejemplo los FLO que se encuentran precisamente en estas regiones,

en todos los cromosomas, y que pueden servir como diana para producirse
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recombinaciones entre los cromosomas de las cepas silvestres de S. cerevisiae
(Codon y col. 1997; Nadal y col. 1999; Puig y col. 2000; Rachidi y col. 1999;
Neuvéglise y col. 2000). Aunque no tenemos certeza de que estos cambios se deban
a variaciones en el cromosoma |, podriamos pensar que estas variaciones pudieron
proporcionar un mecanismo adecuado para una adaptacion de los clones de Fermivin
al medio cuando éste fue suplementado con un 7% de etanol. Ademas estas
reorganizaciones cromosdmicas pueden ser también ventajosas porgque generan
variabilidad genética en este tipo de cepas que normalmente tienen un ciclo de vida

asexual.

4.8. Polimorfismo cromosomico detectado en las vendimias
inoculadas de 2001 y 2003 y estabilidad cariotipica de las cepas
seleccionadas

Con respecto a las vendimias 2001 y 2003 cuyos depoésitos de fermentacion
fueron inoculados con levaduras autdctonas, previamente seleccionadas, tras el
analisis del cariotipo electroforético de varias muestras tomadas de los depdsitos de
fermentacién se observo la presencia de cepas con cariotipos muy similares a los de

las cepas inoculadas con patrones P5 y P5.1 (Figura 79 y 80).

En las fermentaciones de la vendimia 2001 se detectaron cepas con cariotipos
qgue llamamos P5.A, P5.E y P5.1, y aunque inicialmente se pensé que podrian ser
cepas distintas a la inoculada de patron P5, porque presentaban variaciones en la
parte superior del gel, los resultados de los RFLPs del ADN mitocondrial y los
Southern blot revelaron que fueron cepas muy relacionadas y que las variaciones
observadas fueron debidas a variaciones en las repeticiones de los genes ribosémicos

presentes en el cromosoma XI1.

En el caso de la vendimia 2003, las cepas con nuevos cariotipos (Figura 80)
presentaron variaciones distintas respecto a las detectadas en la vendimia 2001
como, por ejemplo, presencia de una banda extra (P43.10, P43.22, P48, P49),
ausencia (P49) o cambios en las movilidades de algunas bandas (P36, P52). De los

analisis de los RFLPs del ADN mitocondrial de estas cepas se observo que P43.10
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mostro un patrén de restriccion similar a P5/P5.1 llamado H1R1A1. El resto de las
cepas tuvieron patrones de restriccion diferentes a los de las cepas inoculadas, de
modo que no se pudo asegurar que derivasen de éstas, sin embargo entre ellas si que
hubo algunas que presentaron el mismo patron de restriccion aunque sus cariotipos
fueron menos similares que en el caso de las cepas P5/P51 y P43.10. Por ejemplo las
cepas con patrones cariotipicos P43.22 y P52.19, tuvieron un patrén de restriccion
tipo H3R3A3, y las de cariotipo P48 y P52.28 mostraron un patron tipo HSR5A2.
Esto nos llevo a pensar en la posibilidad de que algunas de estas cepas fuesen
hibridos silvestres formados a partir de otras cepas. Aunque también, partiendo de la
hipotesis de que cepas con idéntico patron de restriccion del ADN mitocondrial pero
que difieren en sus cariotipos podrian estar genéticamente muy relacionadas (Nadal
y col. 1999), seria necesario un nuevo estudio sobre estabilidad de cariotipos de
alguna de estas nuevas cepas durante crecimiento vegetativo para comprobar los

posibles cambios en los cariotipos.

Los resultados de los experimentos de la estabilidad de cariotipos nos

confirmaron:

(i) Por un lado, la estabilidad genética de la cepa 153.12 con cariotipo P5 durante el
crecimiento vegetativo cuando pasaron 300 generaciones en mosto sintético tanto sin
presencia de etanol en el medio como con un 7%, ya que las Unicas variaciones
detectadas fueron las debidas a los genes ribosomicos presentes en el cromosoma
XII, no considerandose éstas un aporte de inestabilidad genética a la cepa. En cuanto
a la cepa con cariotipo P5.1 se podria decir que es igual a la anterior, diferencidndose
con respecto a ella sélo en las variaciones del cromosoma XII. Las variaciones en
este cromosoma también se han observado en otras cepas industriales como la causa
principal de alteracion en el cariotipo (Petes y col. 1991; Chindamporn y col. 1993;
Rustchenko y col. 1993; Nadal y col. 1996, 1999; Carro & Pifia 2001).

El porqué una cepa puede presentar estabilidad genética frente a otras es
dificil de determinar y habria que hacer estudios mas especificos y detallados para
averiguarlo. Por ejemplo, una cepa estable como 153.12 puede que tenga los
sistemas de reparacion del ADN intactos, pudiendo, por un lado, suprimir de manera

espontanea posibles reorganizaciones genomicas mediante el “checkpoint”
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(Kolodner y col. 2002). El checkpoint fue definido como una ruta que promueve el
retardo o parada del ciclo celular en respuesta a dafios del ADN o del huso mitético,
dando asi tiempo a la célula a reparar esos dafios (Foiani y col. 2000; Gardner y col.
2000). Por otro lado, se han descrito determinados mecanismos de recombinacion
que también funcionan suprimiendo la inestabilidad genética en S. cerevisiae como
por ejemplo el BIR (break induced-replication) (Malkova y col. 1996; Signon y col.
2001). Mediante este mecanismo el ADN se replica para reparar posibles roturas de
la doble cadena de ADN, quizas inducidas por el etanol (Codon & Benitez 1995;
Ibeas & Jiménez 1997), mediante recombinacién homdéloga que no provoca grandes
reorganizaciones cromosémicas, siendo por tanto una ruta importante para la

supresion de la inestabilidad genética en levaduras.

En el caso de la cepa comercial Fermivin, que present6 una cierta
inestabilidad genética, puede que ésta tuviese estos sistemas de reparacion
defectuosos, activandose otras rutas de reparaciones no-homdélogas, como por
ejemplo NHJE (non-homologous end joining) que podrian resultar en altas
proporciones de fusiones cromosémicas (Myung y col. 2001), aunque la proporcion
de reorganizaciones cromosomicas por generacion (R) de esta cepa se calculd en
8x107°. La fusién cromosémica puede suceder en presencia de checkpoint si los
fragmentos cromosdmicos o degradaciones no exponen regiones de homologia para
que se diera el BIR, aunque se ha observado que ocurre en baja proporcion (Hackett
y col. 2001).

En el caso de la cepa 313.4 a las 300 generaciones se observd que todos los
clones fueron iguales entre ellos pero distintos a la cepa parental. Los clones en los
que se observd un cambio en el cariotipo en la zona del gel donde se encuentran los
cromosomas VIl y XV, se estabilizaron al finalizar el experimento, sugiriendo esto
que el clon reorganizado pudiera tener una ventaja selectiva frente a la cepa parental
en las condiciones de ensayo (Adams y col. 1992) llegando a sustituir a la cepa
original completamente. Esto podria ser debido a que la cepa 313.4 evolucioné por
medio de este cambio en su cariotipo para adaptarse a las condiciones del medio
donde se encontraba creciendo (Nadal y col. 1999; Puig y col. 2000; Pérez-Ortin y
col. 2002; Infante y col.2003).
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La estabilidad genética es un requisito muy importante a la hora de
seleccionar cepas de levaduras para su utilizacion industrial, ya que los cambios
genéticos producidos en las cepas a veces pueden implicar cambios en propiedades
fenotipicas de interés industriales, lo cual supondria un riesgo para las industrias
(Carro & Pifia 2001).

Nuestros resultados fueron contrarios a los observados para el caso de la
elaboracion de vinos espumosos en la zona de El Penedés en los que se mostré una

alta inestabilidad cariotipica para las cepas ensayadas (Carro & Pifia 2001).

(if) Por otro lado, los datos del experimento de estabilidad de cariotipos no
mostraron que para el caso de la cepa 153.12 apareciesen clones, tras 300
generaciones, que tuviesen los cariotipos P36, P43.10, P43.22, P48, P49, P52.19 y
P52.28 similares a P5. De manera que si en ese periodo de tiempo que dur6 el
ensayd la cepa 153.12 permanecio estable, durante la fermentacién del vino, en la
cual el nimero de generaciones es mucho mas bajo, tuvieron que ocurrir otros
fendmenos que derivasen en la aparicion de los cariotipos similares. Este hecho
junto con los resultados obtenidos de los RFLP-ADNmt (Figura 81) nos llevd a
pensar en la posibilidad de la formacidn de hibridos naturales entre las cepas. Por
ejemplo se podria pensar que la cepa con cariotipo P43.10 y patrén de restriccion
H1R1A1 fuese un hibrido formado a partir de la cepa con cariotipo P5/P5.1 y otra
desconocida. O que, por ejemplo, la cepa con cariotipo P48 fuese también un hibrido

formado a partir de las cepas con patrones P52.28 y P36.

Sin embargo, la reproduccién sexual en levaduras vinicas de S. cerevisiae €s
un tema de controversia, ya que éstas son por lo general prototréficas, homotalicas,
altamente heterocigotas y aneuploides, y exhiben bajos niveles de esporulacion y
viabilidad de las esporas (Bakalinsky & Snow 1990; Barre y col. 1993; Guijo y col.
1997). Estas caracteristicas son evidencias que favorecen el que la reproduccion

sexual sea rara o ausente en levaduras vinicas.

No obstante se han encontrado, en algunos casos, hibridos naturales de

levaduras del grupo “sensu stricto”, en el cual se incluye la especie S. cerevisiae,
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que existen en la naturaleza (Masneuf y col. 1998; Groth y col. 1999). Estos hibridos
presentan un genoma nuclear con cromosomas de ambos parentales y un genoma
mitocondrial que puede ser de uno u otro padre, o una molécula nueva de ADN
recombinante. Los apareamientos que se dan entre esporas de distintas especies para
formar un hibrido pueden contribuir al polimorfismo observado entre este grupo de
levaduras (Gorth y col. 1999). Y aunque estos hibridos se den con poca frecuencia
en la naturaleza, una vez que se forman, son bastante estables, si bien el
apareamiento entre células de la misma especie es mas frecuente que cuando se trata

de especies diferentes (Marinoni y col. 1999).

Se ha propuesto un modelo de laboratorio (Marinoni y col. 1999) para
explicar esta transferencia horizontal genética mostrandose que hibridos viables
entre dos levaduras de distinta especie S. cerevisiae y S. bayanus mostraron grupos
de cromosomas de ambos parentales. Estos hibridos fueron estables y pudieron
propagarse mediante mitosis durante muchas generaciones sin someterse a ninguna
reorganizacion aparente en sus genomas nucleares. Parece ser que cuando esto
ocurre, es porque ambos grupos parentales de cromosomas son compatibles y

pueden coexistir en la misma célula (el hibrido).

Ruderfer y col (2006) mostraron que se puede producir un cruzamiento entre
esporas y aunque sea relativamente infrecuente, es suficiente para que se produzca
una mezcla de genomas a través de la recombinacion. Determinaron ademas que no
es tan inusual que el cruzamiento sea debido a las condiciones del medioambiente

gue rodean a las células.

En teoria el proceso de esporulacion generalmente ocurre en medios en los
existe una limitacién de nutrientes, pero Mortimer y colaboradores (1994) mostraron
que la esporulacion también podia tener lugar en medios en los que no hubiese
agotamiento de los nutrientes. Por otro lado, Pulvirenti y colaboradores (2002)
sugirieron que las paredes de las ascas que envuelven a las esporas podrian ser
hidrolizadas durante el paso de éstas a través del tracto digestivo de varios animales,

resultando en la expulsion de las esporas libres al medioambiente.
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En el laboratorio hemos comprobado que las cepas con patrones P5 y P5.1
fueron capaces de esporular en un medio con limitacion de nutrientes, observandose
a los cinco dias, tras la siembra en ese medio, la formacion de tétradas, es decir,
ascas con 4 ascosporas en su interior, aunque en baja proporcion (datos no
mostrados). Basandonos en estas observaciones y teniendo en cuenta los resultados
de la vendimia 2003, pudiera ser que en algin momento durante las fermentaciones
se produjera la esporulacion de las células, tanto de las cepas inoculadas con
cariotipos P5 o P5.1 como de otras probablemente de la misma especie, dandose el
fendmeno de reproduccion sexual. De esta manera podria haber surgido un hibrido
con cariotipo P43.10 por ejemplo, el cual también estaria muy adaptado a las
condiciones de la fermentacion (Groth y col. 1999), pudiendo tener un genoma
nuclear bastante estable, ya que esta cepa se detectd en varios depoésitos de
fermentacién y coexistié con las cepas inoculadas. Pudiera ser también que la cepa
con cariotipo P43.10 tuviese el genoma mitocondrial de una de las cepas con
cariotipo P5/P5.1, ya que las tres cepas presentaron el mismo patrén de restriccion
para dos de las enzimas ensayadas (Hinf I y Rsa I) pero fue similar a una tercera
(Alu I). Otro ejemplo de un posible hibrido podria ser la cepa con patron cariotipico
P48 y patrén de restriccion HSR5A2. De manera que seria el resultado del cruce
entre las cepas con cariotipos P52.28 y P36, teniendo el hibrido cromosomas de los
dos parentales, y heredando por ejemplo el genoma mitocondrial de la cepa con
cariotipo P52.28 (H5R5A2). Pero no tenemos certeza de que el proceso de
apareamiento y formacion de hibridos sea el responsable de obtener estos cariotipos
nuevos y similares a los de las cepas inoculadas, y habria que hacer futuros
experimentos de esporulacion y cruzamiento entre las células haploides para

averiguarlo.

Sin embargo si que podemos afirmar que en el caso de las cepas con
cariotipos P5/P5.1 y P43.10, dadas sus similitudes en cuanto a cariotipos
electroforéticos y perfiles de restriccion para el ADN mitocondrial, estan
estrechamente relacionadas y probablemente tengan un origen comun (Masneuf y
col. 1998).

Actualmente los hibridos naturales formados entre cepas de levaduras

Saccharomyces pertenecientes al grupo “sensu stricto” estdn siendo objeto de
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estudio por diversos grupos de investigacion. Por ejemplo, Gonzélez y colaboradores
(2007) caracterizaron algunas cepas de levaduras vinicas que fueron identificadas
como hibridos naturales entre las especies de Saccharomyces cerevisiae Yy S.
kudriavzevii, y mostraron que estos hibridos, durante las fermentaciones ensayadas,
fueron mejores productores de alcoholes superiores, los cuales estan relacionados
con compuestos aromaticos, que las cepas controles no hibridas. Le Jeune y
colaboradores (2007) caracterizaron nueve cepas que resultaron ser hibridos
diploides entre las especies S. cerevisiae y S. bayanus var. uvarum. Por Gltimo, en
Austria, Lopandic y colaboradores (2007) determinaron entre la biodiversidad de
levaduras indigenas de las fermentaciones de los mostos de esta region supuestos
hibridos formados a partir de S. cerevisiae y S. kudriavzevii, sugiriendo que la
presencia de estas cepas hibridas pudieron influenciar en las propiedades sensoriales
del vino obtenido de forma favorable.

En general, estos trabajos ponen de manifiesto la ventaja que podria suponer

la utilizacion de los hibridos para vinificar ya que pueden estar dotados de mejores

propiedades enoldgicas que las cepas no hibridas de las que proceden.
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5. Control microbiolégico rapido durante las fermentaciones
de las cepas de levaduras inoculadas

Tras los andlisis realizados en el apartado 2 de la Tesis, que trataban sobre las
fermentaciones industriales inoculadas con cepas de levaduras autdctonas,
previamente seleccionadas, se observd, mediante cariotipo electroforético, que no en
todas las vendimias de las cinco estudiadas predominG o predominaron las cepas
inoculadas. Por ejemplo en la vendimia 2002 se mostré que hubo una implantacién
de otra cepa indigena, la cual desplazo casi en su totalidad a las inoculadas; y en la
vendimia 2003, aunque si se detectd una de las cepas inoculadas, la de cariotipo P5,
ésta no fue la que predomind en las fermentaciones, encontrandose otras cepas junto
a ella en proporciones elevadas. Por este motivo fue necesario aplicar un método de
control microbioldgico rapido y fiable que nos pusiera de manifiesto si la cepa
inoculada era la que estaba llevando a cabo la fermentacion desde el inicio del
proceso, tanto en el pie de cuba como en los depdsitos de fermentacion.

Para este fin, la técnica molecular que aplicamos fue la del Polimorfismo
para la Longitud de los Fragmentos de Restriccion del ADN mitocondrial (RFLP-
ADNmMt) a muestras tomadas directamente del mosto fermentando, sin necesidad de
aislar colonias en placas de medio YPD. De manera que durante la fermentacion se
tomaba un volumen de aproximadamente 250 mL de mosto y se transportaba en frio
al laboratorio de Microbiologia (UCA) donde se procesaba. A continuacion la
muestra se centrifugaba para tener un precipitado celular suficiente y se purificaba el
ADN de ese conjunto celular, segun el protocolo que se indica en el apartado 8
dentro de materiales y métodos de la Tesis. Después, una alicuota del ADN se
trataba con la enzima de restriccion Hinf I y tras un periodo de incubacion se
realizaba una electroforesis en gel de agarosa para obtener un patréon de bandas
caracteristico de la muestra en cuestion. Los resultados se obtenian en

aproximadamente 20 horas desde la realizacién de la toma de muestras.

La aplicacion de esta técnica para el control de cepas inoculadas en
fermentaciones ofrece resultados muy intuitivos sobre todo en el caso de utilizar una
sola cepa, porque conociendo el patron de restriccion de la cepa seleccionada, bien

autdctona o comercial, se puede saber si es la que predomina o no durante el proceso
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comparando su patrén con el obtenido de la muestra tomada directamente del mosto.

Los resultados que se obtienen son cualitativos y aproximados pero fiables.

En las dos ultimas vendimias, 2005 y 2006, en las que se utiliz6é sélo una de
las cepas seleccionadas, 153.12, para inocular las fermentaciones, fue cuando se

comprobo la eficacia del método aplicado directamente a muestras fermentando.

5.1. Vendimia 2005

En esta vendimia, el inicio de las fermentaciones y lo referente a la
elaboracidn del pie de cuba se indica en el apartado 2.5 de los resultados. Durante la
vendimia 2005 se analiz6 mediante RFLP-ADNmt una muestra del Pie de Cuba B
cuando éste tenia un grado Beaumé de 6,1, y muestras de varios depdsitos de
fermentacion tomadas en distintos dias a lo largo del proceso (Tablas 13 y 14). Los

resultados se muestran en la Figura 92.

Los depdsitos K, L, M, P y Q no se muestran en la tabla de toma de muestras
(Tabla 14).

En el panel I para el pie de cuba, con un 6,1 °Be, se observa que el patrén de
restriccion del ADN mitocondrial para el conjunto de células recogidas ese dia,
coincidié con el de la cepa inoculada 153.12, deduciéndose por lo tanto que esta
cepa estuvo presente de forma mayoritaria en la fermentacion, ya que no se aprecian

otras bandas.

En el panel 11 el patron de restriccion de la muestra tomada del deposito F es
igual que el de la cepa inoculada, por tanto se pudo afirmar que en el depésito F con

9,9 °Be la cepa mayoritaria fue la inoculada.
En el panel 11l se indican los patrones para las muestras tomadas de 5

depositos, E (4,00 °Be), F (5,2 °Be), G (5,1 °Be), H (4,65 °Be) e | (4,35 °Be)

aproximadamente en el mismo momento de la fermentacion. Aunque los patrones no
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son nitidos, si se aprecia que las bandas coinciden en tamafio molecular con las de la
cepa inoculada 153.12 sin que haya bandas adicionales.

En el panel 1V se observa que en las muestras tomadas ese dia en los tres
depositos, D (4,6 °Be), K (6,2 °Be) y Q (6,1 °Be), la cepa que estaba llevando a cabo

la fermentacion fue la inoculada, ya que las bandas de los patrones resultaron

iguales.
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Figura 92. Perfiles de restriccion del ADN mitocondrial para la enzima Hinf I de muestras
tomadas de mosto fermentando. Los paneles representan los distintos dias en los que se hizo el
analisis para varios depdsitos de fermentacion; | correspondié al dia 11/8/05; 11 al 22/8/05; Il al
25/8/05; IV al 29/8/05 y V al 5/9/05 (Tablas 13 y 14). M representa al marcador de pesos

moleculares A-Hind III (SIGMA) y 153.12 corresponde al patron de restriccién de la cepa
inoculada.
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Y por ultimo en el panel V, en los dos depositos analizados E (6,9 °Be) y P
(4,48 °Be), se observa que, aunque las bandas tampoco estan muy definidas, no hay
otras bandas adicionales ni ausencia de éstas con respecto a las del patron de la cepa
inoculada, pudiéndose pensar que esta cepa fue la que predominaba en ese momento.

5.1.1. Comparacion de los resultados del control microbiolégico
rapido con los obtenidos mediante Electroforesis en Campo
Pulsante

Para comprobar que realmente el método fue valido y sirvio para saber si la
cepa inoculada fue la predominante durante las fermentaciones en los depdsitos
analizados, se compararon estos resultados con los obtenidos mediante
Electroforesis en Campo Pulsante que se muestran en el apartado 2.5 de los

resultados.

De manera que se analizo el cariotipo electroforético de los aislamientos
realizados de las muestras de los depositos F del dia 22/8/05 (panel I); E, F, Gy H
que se muestran en el panel Ill, y del depésito E que se muestra en el panel V de la
Figura 92.

Se comparo el cariotipo electroforético de un total de 100 aislamientos (20
cepas/muestra) con los resultados obtenidos de los RFLP-ADNmt, mostrandose en la

Figura 93.

Las gréaficas indicaron que, efectivamente, en las 6 muestras analizadas la
cepa predominante durante las fermentaciones en esos depdsitos fue la inoculada,

153.12, con patron cariotipico P5.

En el caso de la muestra tomada del depdsito E (panel V de la Figura 93), los
RFLPs mostraron que la cepa que predominé fue la inoculada 153.12, sin embargo
después de analizar los cariotipos electroforéticos, solo se detectd un 65% de la cepa
inoculada, un 25% de cepas con patrén P56 , un 5% de cepas con patrén P43.10 y un
5% de cepas no-Saccharomyces. Teniendo en cuenta que las cepas con cariotipo P5

y P43.10 tienen el mismo patron de restriccion para el ADN mitocondrial con la
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enzima Hinf I (Figura 81), el porcentaje de células con este patron en la muestra

tomada del depdsito E aumentaria a un 70%.

El hecho de no detectar mediante los RFLPs otras cepas distintas a la
inoculada, indicado por la presencia de mas bandas u otro tipo de patron de
restriccion, demuestra que estas cepas estaban en una concentracion mucho mas baja
que la cepa inoculada, de hecho las cepas no-Saccharomyces que estuvieron
presentes en un 5%, y las de patron P56 en un 25% no se detectaron debido a que en
el medio predominaron las células derivadas de la cepa inoculada.

I i \

100% 100% 90% 100% 95% 65%

Dep. F ——
153.12

(pb) M

Figura 93. Comparacion de los perfiles de restriccion del ADN mitocondrial de las muestras
tomadas de varios depdsitos con los resultados obtenidos mediante Electroforesis en Campo
Pulsante, en los que se muestra el porcentaje de cepas con cariotipo igual al de la inoculada, P5,
representado en color azul en las gréficas de tartas.

5.1.2. Control microbiolégico rapido durante las fermentaciones de
mostos tintos

Durante la vendimia de 2005 también se llevd a cabo un control
microbioldgico rapido, mediante RFLPs, de muestras tomadas de mostos tintos de
distintos depdsitos de fermentacion que fueron inoculados con diferentes levaduras

comerciales. Ademaés se analiz6 una muestra de mosto antes de ser inoculado y otra
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de un depoésito de fermentacion inoculado con la cepa autoctona seleccionada
153.12.

En el panel A de la Figura 94 se muestra que el patron de restriccion para la
muestra de mosto presentd multitud de bandas, posiblemente debidas a la presencia
en ese momento de una alta diversidad de cepas de levaduras, y que ademas puede

ser indicativo de un posible inicio de la fermentacion del mosto.
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Figura 94. Perfiles de restriccion para muestras tomadas de distintos depdsitos. Los dep6sitos
15y 22 fueron inoculados con la levadura comercial Rhone 2056, el depdsito 23 con VN y el
17 con la cepa autdctona 153.12. M corresponde al marcador de pesos moleculares A-Hind I11.

El panel B corresponde a una muestra tomada del depdsito 17, que fue
inoculado con la cepa autdctona seleccionada 153.12, observandose que el patrén de
restriccion para el conjunto de células no correspondi6 con el de la cepa inoculada.
De manera que no fue la cepa inoculada la que estuvo presente de forma mayoritaria

en ese momento, sino que habria otras cepas autdctonas que la acompafiaban.

En el panel C la muestra tomada del depdsito 23 presenté un patrén de
restriccion similar al de la cepa comercial VN con la que se inoculd. Se podria decir
que en este caso si estaba presente la cepa comercial inoculada, porque se observan

bandas que coinciden (zona sefialada con un corchete negro), aunque no
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predominando ya que el resto de bandas no coinciden, lo que podria indicar

presencia de otras cepas.

En el panel D figuran los patrones de las muestras tomadas de los depdsitos
que fueron inoculados con la cepa comercial Rhone 2056. Se observa que en el
deposito 15 no estaba predominando la levadura inoculada debido a la multitud de
bandas detectadas con respecto al patron de la cepa inoculada, siendo ademas similar
al observado para la muestra de mosto (panel A). Esto podria ser indicativo de una
alta diversidad de cepas en ese momento de la fermenatcion. Del deposito 22 se
analizaron dos muestras correspondientes a distintos estados de la fermentacion,
estando el proceso mas avanzado el segundo dia. En ambos dias podriamos decir que
la poblacion de cepas parece que se mantiene igual porque el patron de restriccién
coincide entre ellos. Pero no es la levadura comercial la que esta llevando a cabo la
fermenatcion, ya que no coinciden los patrones de las muestras con el de la cepa
inoculada. No descartamos la presencia de la cepa inoculada aunque no de forma

mayoritaria.

En el caso de los mostos tintos de esta vendimia no podemos asegurar que las
cepas inoculadas estuvieran presentes en el caso de obtener un patrén de restriccion
distinto al de éstas, ya que no se realizaron andlisis de cariotipos electroforéticos
para poder comprobar los resultados con los obtenidos mediante RFLPs.

5.2. Vendimia 2006

Esta vendimia no se ha incluido en el apartado 2 de los resultados, de manera
que el comienzo del proceso se detalla a continuacion. Al igual que en la de 2005 se
utilizé sélo una de las cepas seleccionadas para inocular las fermentaciones. La cepa
fue la 153.12 con cariotipo P5. Para iniciar el proceso se elaboré un solo pie de
cuba, aunque si por duplicado (a y b) en el laboratorio de Microbiologia (UCA).
Para ello se inoculé la cepa autoctona, a partir de biomasa crecida en placa de medio
YPD, en 500 mL de mosto esterilizado en autoclave (126 °C, 20 min.). A los dos
dias se realizo el escalamiento a 2 litros de mosto, también esterilizado en las

mismas condiciones que el volumen anterior, y pasados cuatro dias se escal6 a 18
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litros de mosto descongelado para tener un volumen total de 20 litros de pie de cuba

de cada duplicado.

A partir de este volumen los escalamientos del pie de cuba se realizaron en
los lagares de elaboracion de la bodega, de manera que los 20 litros de cada
duplicado “a” y ”b” se agitaron muy bien, se mezclaron y se adicionaron al siguiente
volumen para tener en total 700 litros de pie de cuba. Posteriormente se realizaron
mas escalamientos hasta tener el volumen final el dia 23/8/06 que fue repartido a los
depdsitos de fermentacion. Los escalamientos a volumenes mayores se efectuaron

cuando el indculo alcanzaba un grado Beaumé bajo.

Diariamente se tomaron muestras de todos los depositos de fermenatcion y

del pie de cuba que fueron glicerinadas al 20% y conservadas a -80 °C.

Durante la vendimia se realizé el control microbioldgico rapido mediante la
obtencién del patrén de restriccion del ADN mitocondrial de muestras de mosto
fermentando tomadas tanto del pie de cuba como de los depdsitos de fermentacion.

Los resultados se indican en la Figura 95.

En el panel del pie de cuba de la Figura 95 se muestran los controles
realizados en distintos momentos en la elaboracion del pie de cuba: para los dos
duplicados con 20 litros, “a” y “b” con un °Be de 3,4 y 3,8 respectivamente; para un
volumen de 1.000 litros con 5,5 °Be; y antes de repartirlo a los depdsitos de
fermentacién con fecha del 23/8/06. Se comprobd que en todas las muestras
analizadas la cepa inoculada 153.12 fue la mayoritaria dentro de la poblacién
analizada, ya que los patrones de restriccion para el ADN mitocondrial del conjunto

de celulas coincidieron con el de la cepa inoculada.

En cuanto a los depdsitos de fermentacion se analizaron un total de 33
muestras correspondientes a 16 depositos. De la mayoria de ellos se analizaron
distintos dias de la fermentacion que se indica con la fecha de la toma de muestras

en la Figura 95
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En los depositos A, B, E, F, H, N, | y Q, observando el patrén de restriccion

se pudo confirmar que la cepa que predomind fue la inoculada 153.12.

Pie de Cuba Dep. A Dep.B
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s 2 3 3 —~ —~
B o = 8 8 w5 9 “ 5 9
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Figura 95.
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Figura 95 (Continuacion).
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Figura 95 (Continuacidn). Perfiles de restriccion de muestras tomadas del pie de cuba y
de distintos dep6sitos de fermentacion. En cada depoésito se indica la fecha en que fue
tomada la muestra para ser analizada. 153.12 indica la cepa autoctona inoculada. M
corresponde al marcador de pesos moleculares A-Hind I11.

En el deposito C, el primer dia analizado (4/9/06) se observa que la cepa
inoculada no predomind al 100% ya que se detectaron en el patron de restriccion
algunas bandas adicionales (flecha blanca) con respecto al patrén de la cepa
inoculada, aunque seguramente ésta estuvo presente de forma mayoritaria debido a
la similitud observada entre los patrones, y porque en las dos muestras siguientes

analizadas los patrones fueron iguales al de la cepa inoculada.

En el depdsito D, en la Figura 95 observamos que en la primera muestra
analizada si predomind la cepa inoculada, pero cuatro dias después (15/9/06) deja de
hacerlo y parece que es otra poblacion de levaduras la que se implanta, lo cual no

quiere decir que la cepa inoculada no estuviera presente.

En el deposito T solo se analiza una muestra tomada el dia 15/9/06. En ella
el patron de restriccion del ADN mitocondrial de la poblacién de levaduras que
predomina no correspondié con el de la cepa inoculada, aunque coincidié con el

observado en la muestra del dia 15/9/06 del deposito D.

En el caso del depdsito G observamos que de los tres dias analizados el

primero presentd un patrén de restriccion con multitud de bandas que fue similar al
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observado en el panel A de la Figura 94 para el caso de una muestra de mosto. Esto
nos llevo a pensar que la muestra se tomd justo después de realizar una recarga de
mosto en este depdsito, ya que en las dos muestras siguientes analizadas el patron de
restriccion fue igual al de la cepa inoculada, es decir que ésta se implanté con éxito a

medida que fue avanzando la fermentacion.

Para el depoésito K se observa que en las tres muestras analizadas los
patrones de restriccion fueron iguales entre ellas pero distintos al de la cepa
inoculada, lo cual indic6 que ésta no se implanté de forma mayoritaria en el

deposito.

En el depdsito L ocurrié lo mismo que en el anterior, es decir, que en las tres
muestras analizadas los patrones de restriccion fueron iguales entre ellos pero
distintos al de la cepa inoculada. Estos patrones fueron muy similares a los

observados para el depdsito K.

En el depo6sito M pudimos afirmar que la poblacion de levaduras
predominante en los dos dias analizados fue igual a la que predominé en el deposito
K ya que los patrones de restriccion fueron similares. En este caso tampoco se

implant6 de forma mayoritaria la cepa inoculada.

Para el depdsito O, nuevamente, en las dos muestras analizadas se observa
que los patrones de restriccion para el ADN mitocondrial fueron iguales entre ellos y
distintos al de la cepa inoculada, y ademas coincidieron con los patrones que
mostraron las muestras tomadas de los depdsitos Ky M.

Resumiendo, podriamos decir que en el caso de los depdsitos K, My O, en
los que el patron de restriccion fue el mismo, predomind la misma poblacion de
levaduras, y quizés dentro de ella hubo alguna cepa en concreto que pudo estar en
proporciones elevadas, no tratandose de la inoculada. Tendriamos que analizar cada
muestra minuciosamente, aislando colonias y aplicando la técnica molecular de
PFGE, por ejemplo, para confirmar estos resultados y determinar la presencia y las
proporciones de las cepas que llevaron a cabo el control del proceso en cada caso.
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De los 16 depdsitos analizados, en 10 de ellos se observé una clara
implantacion de la cepa autdctona inoculada, y en menor medida en el deposito D.
Los analisis sensoriales del vino obtenido en esta vendimia, realizados por personal
especializado en catas, indicaron que éste fue de una calidad excelente, comparable

al obtenido en la vendimia de 2001.

5.2.1. Control microbiolégico rapido durante las fermentaciones de
mostos tintos

Durante la vendimia 2006 también se analizaron distintas muestras tomadas
de mostos tintos mediante RFLP-ADNmt. Se estudiaron cuatro depdésitos de
fermentacién que fueron inoculados con distintas levaduras comerciales liofilizadas

(LSA) para comprobar la implantacion de éstas. Los resultados se muestran a

continuacion:
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Figura 96. Perfiles de restriccion para muestras tomadas de distintos depdsitos de
fermentacion de vinos tintos. El depdsito 3 se inocul6 con la levadura comercial Rhéne 2056,
el 16 con Zymaflore y los depoésitos 26 y 11 con VN. M corresponde al marcador de pesos

moleculares 1-Hind I11.

El deposito 3 fue inoculado con la levadura comercial Rhéne 2056. De las
dos muestras analizadas, en la primera se observa que el patron de restriccion
coincidié con el de la cepa inoculada. Sin embargo, a los dos dias, el patron de
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restriccion cambia, detectdndose bandas adicionales con respecto a la cepa comercial
y otras similares. Esto indicd, segun nuestro criterio, que en el segundo dia
analizado la cepa inoculada seguramente estuvo compitiendo con otras autdctonas y

fue desplazada parcialmente por éstas.

El depoésito 16 fue inoculado con la levadura comercial Zymaflore. En la
muestra analizada el patrén de restriccion tuvo multitud de bandas, no coincidiendo
con el patron de la cepa inoculada, lo cual indicé que posiblemente la fermentacion
la estuviera llevando a cabo una poblacion de levaduras formada por una amplia

diversidad de cepas.

Los depositos 26 y 11 fueron inoculados con la cepa comercial VN. En el
primer depoésito se observa que la cepa inoculada no fue la predominante ya que el
patron de restriccion resultd distinto al de la cepa inoculada, siendo otras levaduras
las que quizés estuvieron llevando a cabo la fermentacion. Sin embargo, en el
deposito 11 si que se pudo afirmar que la levadura predominante fue la inoculada ya
que los patrones de restriccion de la cepa inoculada y de la poblacion existente en la

muestra analizada fueron iguales.

5.2.2. Comparacion de los resultados de los RFLPs del ADN
mitocondrial de los mostos tintos con los obtenidos mediante
Electroforesis en Campo Pulsante

Durante la vendimia, ademas de analizar diversas muestras mediante RFLP-
ADNmMt, se fueron tomando muestras de los distintos depdsitos destinados a las
fermentaciones de vinos tintos. Estas muestras fueron glicerinadas y conservadas a -

80 °C para ser analizadas posteriormente.

Para comprobar los resultados obtenidos mediante el control microbioldgico
rapido por RFLPs durante las fermentaciones, se aplico la técnica de Electroforesis
en Campo Pulsante a dos muestras pertenecientes a dos depositos, 16 y 26, en las
gue no se observd predominancia de la cepa inoculada. Para ello de las muestras
conservadas se hicieron diluciones, se sembraron en placas de Petri con medio YPD

y se incubaron a 28 °C durante 3-4 dias. De las placas mas representativas, aquéllas
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que presentaron al menos 100 colonias totalmente aisladas, se eligieron 30

aislamientos al azar.

De la muestra tomada del dep6sito 16 se analizo6 el cariotipo electroforético
de un total de 20 colonias aisladas, y del depdsito 26 se analizé el cariotipo de un

total de 17 aislamientos. Los resultados se muestran a continuacion:
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Figura 97. Comparacion de los perfiles de restriccion del ADN mitocondrial de las
muestras tomadas de los depositos 16 y 26 con los resultados obtenidos mediante
Electroforesis en Campo Pulsante, en los que se muestra el porcentaje de las distintas
cepas presentes en dichas muestras. El cariotipo de la levadura comercial Zymaflore
(PZy) se representa en amarillo en la gréfica, mientras que el de VN (PVN) se muestra en

color naranja.

En el caso del depdsito 16 se comprueba que en la muestra analizada la cepa
inoculada no estuvo presente de forma mayoritaria detectandose sélo en un 15%
(color amarillo, sefialado con un flecha blanca en la Figura 97). En principio, cuando
se analizé el patron de restriccion, se indicd que podria existir en esa muestra una
amplia variabilidad de cepas, y sin embargo observamos un bajo polimorfismo
cromosémico, y que realmente existio una cepa predominante, aquélla que mostro el

patron cariotipico P48 en un 60%. En menor proporcion se detectaron cepas con
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patrones llamados PT1 y PT2 en un 20 y 5% respectivamente. El patron P48 se ha
I[lamado asi por su similitud con el detectado entre las poblaciones de levaduras

pertenecientes a fermentaciones de mostos blancos.

En el caso del deposito 26 se detectd una mayor variabilidad genética en la
muestra analizada observandose 6 patrones cariotipicos pertenecientes a cepas
autdctonas. La cepa inoculada estuvo presente en un 24% (color naranja indicado

con una flecha blanca en la Figura 97).

Con estos resultados comprobamos de nuevo que cuando el patréon de
restriccion no coincide con el de la cepa inoculada se puede asegurar que ésta no se

encuentra de forma mayoritaria en el medio, pero no implica que no esté presente.

5.3. Discusion

Durante las vendimias 2001 hasta 2005, que fueron inoculadas con cepas de
levaduras autoctonas seleccionadas, el seguimiento de éstas a lo largo de las
fermentaciones fue realizado utilizando la técnica molecular de Electroforesis en
Campo Pulsante una vez finalizada la vendimia. Con estos analisis se ha logrado
estudiar lo que ocurria durante el proceso, es decir, si las cepas inoculadas se
implantaban con éxito o si por el contrario eran otras las que predominaban. Ademas
también se ha mostrado el efecto que pueden tener operaciones como la adicion de
mosto fresco o el control de la temperatura sobre las poblaciones de las levaduras, y
en este sentido la utilizacion de esta técnica ha sido muy util para poder actuar en
vendimias posteriores a las que se iban estudiando y mejorar el proceso. El
inconveniente que presenta esta técnica es que resulta compleja, no es econémica
debido al coste del equipo, requiere personal especializado y es muy laboriosa,
necesitando al menos 2 semanas desde la toma de muestras hasta obtener los
resultados, no pudiendo saber hasta entonces si las cepas inoculadas dirigen las

fermentaciones o no.

De los resultados obtenidos en la vendimia 2005 (Figura 93) y los obtenidos
en la de 2006 (Figura 97), tras la aplicacion de la técnica de RFLP-ADNmt a
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muestras tomadas directamente del mosto fermentando, se puede afirmar que ésta ha
supuesto una herramienta muy til para el control microbioldgico en el caso de
fermentaciones inoculadas con una sola cepa de levadura seleccionada (comercial o

autdctona).

La necesidad de monitorizar las levaduras inoculadas durante las
fermentaciones en tiempos relativamente cortos, cada vez tiene mas importancia en
las bodegas, ya que en caso de tener sospecha de que no esté presente la cepa
inoculada, se pueda actuar sobre las fermentaciones adicionando mas inéculo, lo

cual supone una ventaja para el bodeguero.

Lopez y colaboradores (Lopez y col. 2003) propusieron un método rapido y
simple para realizar el seguimiento de las cepas inoculadas durante las
fermentaciones del vino. EI método esta basado en la técnica molecular de PCR, no
siendo necesario el aislamiento de colonias de levaduras ni del ADN, es decir, que
se analiza directamente la muestra de mosto, obteniendo los resultados en poco
tiempo, a las 8 horas aproximadamente. En nuestro caso tardamos en torno a 20
horas, aunque seria posible reducir este tiempo si los analisis se llevaran a cabo en la
misma bodega de elaboracién, ya que la aplicacion de la técnica es relativamente

facil y el equipo no resulta costoso.
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V. CONCLUSIONES

1. En el primer afio de estudio (1999), la caracterizacion genética de las cepas de
levaduras implicadas en la fermentacion espontanea del vino joven estudiado,
llevada a cabo utilizando la técnica molecular de Electroforesis en Campo

Pulsante, puso de manifiesto:

(i) La existencia de un elevado polimorfismo cromosémico, caracteristico de las

levaduras vinicas que participan en un proceso industrial

(i) La dominancia de cuatro cepas durante la fermentacion espontanea, aquéllas
con cariotipos P1, P2, P3 y P5, que fueron las principales responsables del

proceso

(iii) La deteccion de cepas no-Saccharomyces, durante las primeras horas de la
fermentacidn, identificadas por no presentar en sus cariotipos bandas con una

movilidad electroforética por debajo de 500 kb

2. Las principales caracteristicas de interés enoldgico de las cepas de levadura
dominantes durante el proceso industrial se estudiaron en detalle en el
laboratorio. Las cepas con cariotipos P1, P2, P3 y P5 presentaron fenotipo killer,
tuvieron un poder fermentativo elevado y presentaron porcentajes de inhibicidn
por etanol similares. En el estudio de la capacidad de implantacion de las 4 cepas
pre-seleccionadas en condiciones semi-industriales (100.000 L) se establecié una
correspondencia entre la abundancia de cepas especificas y la calidad del vino
fermentado. En el Experimento 1 se detectd mayor polimorfismo cromosémico,
no hubo un claro predominio de las cepas inoculadas y el vino resultante no tuvo
caracteristicas organolépticas destacadas. Mientras que en el Experimento 2, en el
que predominaron las cepas con patrones cariotipicos P2 y P5, el vino obtenido

fue de mayor calidad organoléptica.
3. La seleccion de cepas autdctonas se realizd teniendo en cuenta sobre todo el

estudio de la capacidad de implantacién de las levaduras, sirviendo el andlisis de

los parametros de interés enologico de apoyo a dicha seleccidon. Las cepas
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elegidas fueron por tanto 313.4 (P2), 313.10 (P3) y 153.12 (P5), que se utilizaron
para dirigir las fermentaciones en condiciones industriales en la primera vendimia

inoculada en 2001.

4. De los cinco afios en los que se inocularon las fermentaciones (2001-2005), tras el
estudio del cariotipo electroforético de un elevado numero de aislamientos, se

obtienen las siguientes conclusiones:

(i) La disminucion del polimorfismo cromosémico con respecto a las

fermentaciones espontaneas

(i) El desplazamiento de las cepas no-Saccharomyces, no detectandose estas

levaduras al comienzo de las fermentaciones

(iii) EI predominio de la cepa inoculada con cariotipo P5 en las vendimias 2001,
2004 y 2005. Esta cepa se implant6 desde el comienzo del proceso de forma
mayoritaria en los depositos de fermentacion. El vino obtenido en estas vendimias
tuvo unas caracteristicas organolépticas mejoradas con respecto al obtenido en las

fermentaciones espontaneas

(iv) Las cepas inoculadas tuvieron una aportacién importante a la hora de
favorecer el desarrollo de otras cepas que fueron las predominantes en las
fermentaciones de las vendimias 2002 y 2003. El vino obtenido en estas
vendimias también tuvo buenas caracteristicas organolépticas con respecto a las
vendimias en las que se ferment6 de manera espontdnea, aunque no tan

destacadas como en las que predomind la cepa con cariotipo P5

(v) La elaboracion del pie de cuba es el paso inicial del proceso de vinificacion
que mas hay que controlar, para asegurar la implantacion de las levaduras
inoculadas, ya que existen determinados factores que pueden afectar al desarrollo
de las cepas tales como: los escalamientos, la temperatura de fermentacion y las

recargas de mosto
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5. Se ha puesto de manifiesto la importancia de inocular las fermentaciones con
levaduras autdctonas seleccionadas frente a las espontaneas. Las cepas autoctonas
estan mejor adaptadas a las condiciones de vinificacion de una determinada zona
productora de vino aportando a éste las caracteristicas organolépticas tipicas del
vino. Desde que en 2001 se empezaron a inocular las fermentaciones con las
cepas autoctonas, se ha producido una mejora en las cualidades sensoriales del
vino que se estudia (Ver anexo: referente al reconocimiento del vino por expertos

internacionales).

6. Del estudio global de la diversidad genética de las cepas de levaduras presentes en
las fermentaciones en los 7 afios estudiados observamos la permanencia de
determinadas cepas de unos afos a otros, pudiendo ser representativas de la zona
enoldgica estudiada, y quizas residentes de la bodega de elaboracién. Por otro
lado se ha considerado el mosto como una fuente en el aporte de nuevas cepas de

levaduras, observadas en cada afio estudiado.

7. El estudio de la estabilidad de los cariotipos nos confirmé la estabilidad genética
de la cepa seleccionada con cariotipo P5. Por otro lado, se ha considerado la
posibilidad de formacion de cepas hibridas en un medio natural como es el mosto
fermentando que pudieron dar lugar a la aparicion de los cariotipos similares a P5

detectados en la vendimia 2003.

8. La aplicacion de la técnica molecular de RFLP-ADNmt a muestras tomadas
directamente del mosto fermentando sin necesidad de realizar aislamientos ha
llevado a tener un mayor control del proceso de fermentacién dada la rapidez en
la obtencion de los resultados. La coincidencia entre el patrén de restriccion del
ADN mitocondrial utilizando la enzima Hinf I, del conjunto de células recogidas
en un momento determinado de la fermentacion y el patron de la cepa inoculada

es indicativo del predominio de la cepa inoculada.
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VI. ANEXO

Los endlogos franceses premian al “Castillo” (Lunes 2. abril 2007, Diario de

Jerez)

JEREZ. “Castillo San Diego”, de Bodegas Barbadillo, ha sido galardonado con la
medalla de plata en el prestigioso concurso Vinalies Internacionales que organiza la
Unién de Endlogos de Francia en la ciudad de Paris. En este concurso, cada
productor defiende las particularidades y lo especial de sus vinos frente a un panel
de catas que estd compuesto por 137 expertos internacionales. El “Castillo” es el
primer vino de la Tierra de Cadiz que obtiene un reconocimiento internacional. La
nota de cata de “Castillo San Diego” cosecha 2006, es un vino limpio y brillante de
color amarillo pajizo. La entrada en boca es fresca, sin acidez, con buen cuerpo y

equilibrado.
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