
Boletín Micológico Vol. 14 (1-2): 57 - 65 1999 

AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE 
CEPAS VINICAS DE Saccharomyces cerevisiae 

DEL VALLE DE CASABLANCA (Chile) 

Iso/afian and characterization of WÚ1e strains Sacclzaromyces cerevisiae 
.fi-om (he Valley of Casab/anca (Chile) 

Antonio Said, NI., Eduardo Loyola, M2
• y Carmen Prieto D2

0 

(1) Departamento de Biología, Facultad de Ciencias Básicas, 
Universidad Metropolitana de Ciencias de la Educación. 

Av. J. P. Alessandri 774, Santiago, Chile. 
(2) Departamento de Agroindustria, Facultad de Ciencias 

Agrarias y Forestales, Universidad de Chile. 
Santa Rosa 1 l315, Santiago, Chile. 

Palabras clave: S acc/zaNJl11yces cere)lisiae, cepas vinicas, Chile. 
Key words: Sacc/wrol11yces cere)lisiae, wine strains, Chile. 

RESUMEN 

Se aislaron cepas I,ínicas natil'as de uI'as proce
denles del I'alle de Casablanca, región productora de 
vinos de calidad, lJIedianle.ferl7lentaciónnalltral delmoslo 
en presencia de metabisu(fito de potasio como agente 
selectÍl'o. 

Los análisis lIlorfólóg icos y .fisiológicos realiza
dos, a parlir de colonias aisladas obtenidas delmoslo al 
término del proceso de .fermentación, perlllitieron esta
blecer que, aproximadalllente, un 90% de ellas corres
pondían a cepas de lel'aduras asco.sporógenas de 
Sacc/ltlrol11yces cere)lisiae. Adelllás, al deterlllinar el 
.fenotipo «killer» de estas cepas, se encontró que un -10% 
de ellas eran productoras de toxina «killer». 

Las evaluaciones enológicas practicadas a un 
subconjunto de estas cepas, presentaron propiedades 
similares a cepas I'ínicas cOlllerciales de S. cerevisíae. 

La caracterización lIlolecular de éstas, mediante 
electro.foresis de call1po pulsado, perlllitió establecer la 
presencia de, al' lIl enos, cuatro diferentes cario tipos . 
electn~(orélicos, con un Imllaí'ío estimado del genollla 
nuclear en tre los J 3.000 a los 21. 000 kb . . 

INTRODUCCION 

La transformación del jugo de uva en vino, es esen
cialmente un proceso microbiano. La fermentación alcohó
lica, la conversión de los principales azúcares de la uva , 

SUMMARY 

Wild lI'ine strains o.fgrapes call1ing ji'ollllhe valley 
o( Casab lanca a region that produces fine wines, lI'ere 
isolated through Ihe naturallllusl fermentation and using 
potassiulll lJIetabisulfite as a selec/Íl 'e agenl. 

T11e lIlorphological and physiologycal ana~)lsis 
accomplished, baseelon the colonies obtained jrom the 
must al the end o.f .ferl7lentation process, showed Ihat, 
approxil1late~)l, 90% o.fthel1l corresponded to a,s'cospo
rogenes strain yeasf belonging lo SaccJzarol11yces 
cerel'isiae. 'Furthermore, upon determin ing the killer 
.fenotype o.f lhese yeasls, il was.found that 40% o( thelll 
produced Ihis killer toxin. 

The enological evaluafions made on a subset o.f 
these isolateel strains, sholl'ed thal they presented 
enological properties, similar to cOl1l1llercial.veasts oI S. 
cere)lisiae. 

The Illolecular characterization oIlhese strains 
through pulsefield gel electrophoresis (PFGE), alloll'ed 
to establish lhe presence oI al leas!, Iour dijj'erent 
electrophoretic kmyo(vpes, hal'ing a /'Iuclear genome ¡vil/¡ 
a 13. 000 lo 21. 000 k/J. 

glucosa y [ruclosa a etanol y dióxido de carbono, es reali
zada principalmente por la levadura Saccharomyces 
cerel'ísíae. 

Diversos estudios indican que la microbiota pre
sente en la superficie del grano de uva y en la pruina, es 
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muy diversa, y que la presencia de levaduras del tipo S. 
cerevisíae es reducida (1). 

Se ha estimado que la densidad y diversidad 
poblacional de las levaduras nativas en los frutos sanos es 
limitada. encontrándose entre a 10' a ]t)'1 unidades forma
doras de colonias/grano de uva. 

Se han identificado. a lo menos, 18 géneros de le
vaduras relacionadas con el vino (levaduras nativas· pre
sentes. principaimente en la superficie de los granos de 
uvas, en los vifiedos y en la planta procesadora). Las espe
cies. que con mayor frecuencia se encuentran, son 
levaduras fermentativas pertenecientes a 7 géneros dife
rentes (Kloeckera apíclI/a/a, Hal/sel/ia.\jJoNI IIVarU1I1, 
JlIe/scllllikowía plllcfterril11a, Camlida pulcherri1l1a, 
l/al/sel/II/a aI10!11a!a, Pichia me1l1!Jral/aefaciel1s, y 
R/IOt/%ru/a mil/u/a) (2). Estas levaduras pueden partici
par. al inicio del proceso fermentativo. pero su número 
disminuye drásticamente una vez iniciada la fermentación . 
Las especies vínicas. fuertemente fermentativas . como S. 
cerevisiae. se encuentran en número reducido en la etapa 
inicial de la fermentación. sin embargo. cuando entran 
en contacto con los azúcares del mosto aumentan consi
derablemente la población, siendo la especie que prevale
ce hasta el término del proceso fermentativo (3). Estas le
vaduras, adem{ls. participan en la calidad organoléptica 
del producto terminado. En consecuencia , las levaduras 
nativas de una región podrían participar en las característi
cas distintivas del YÍno y cooperar al uso de denomina
ciones de origen en la indust ria vi tivi Ilícola (.:1-). 

En paises productores de vinos de calidad e:'\portable( Es
paña. Francia. Italia y otros). se han desarrollado progra
mas de selección de levaduras de distintas zonas 
viticolas.Por esta vía. han llegado a disponer de cepas que 
presentan características enológicas particula res. empIcán
dose e n la elaboración de vinos de distintos tipos de cali
dad (5 . 6). En nuestro país sólo se han emprendido activi
dades de investigación en esta éírea en forma esporádica. 
Los estudios reali za dos han permitido conocer que la 
microbiota nacional. es similar a la que se encuentra en 
otros ecosistemas. La selección de levaduras. solo ha teni
do e:'\ito en casos aislados, nuís bien. relacionados con 
levaduras destinadas a la industria de destilados vínicos 
(Loyola. comunicación personal) . 

En este estudio se pretende aislar e identificar ce
pas vínicas nativas de S. cerevisisae, de uvas proceden
tes de una zona productora de vinos de calidad, median
te anéÍlisis morfológico, fisiológico y molecula r. 

MATERIALES Y METOnOS 

1.- Materiales 
1.- Cepas de leyaduras control: se dispuso de I;¡s 
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siguientes cepas de levaduras: S.cerevisiae AB 1380, S. 
cerel'isiae AH22 (Lab. de Genética. Fac. de Ciencias. U. 
ele Chile), S.cere"isiae EC 1118, y c\'. cerel'üüw ALG509 
(Lab. de Enología , Dpto. de Agroindustria. Fac. de Cs. Agra
riasyForestales . Univ. DeChile). 

2.- M edios de cultivo: agar e:'\tracto de malta (extrac
lo de malta 6%. peptona 0,6% y agar-agar 1,5(%). para la 
mantención y el crecimiento activo de las cepas: agar y 
caldo e:'\tracto de levadura-peptona-glucosa (glucosa 2%, 
peptona 1%, e:'\tracto de levadura 0.5% y agar-agar 2°!.), 
para medio sólido) (caldo y agar YPG). para dilución de las 
llluestras y el crecimiento activo de las cepas: agar DlFCO 
para el amílisis de la morfología celular: base carbonada 
para levaduras (DIFCO) para el test de asimilación de fuen
tes nitrogenadas . 

n.-Métodos 

1.- Muestreo y procesamiento de las uvas: se rea li
zó un muestreo durante los meses de marzo y abril d1997. 
de seis sectores diferentes del valle de Casablanca que 
pertenecen a las vifías Concha y Toro (C y T ) Y Santa 
Emiliana (SE). Las muestras tomadas fueron de apro:'\ima
damente 15 kg de uva ' de la variedad Chardonnay. Las 
muestras fueron prensadas manualmente tratando de in
terferir, lo menos posible. con la microbiota nativa presen
te en la uva. y bajo condiciones asépticas . La vinificación 
se realizó en recipientes de vidrio ele 5 litros, en presencia 
del orujo producto del prensado, y adicionado ele 
metabisulfito de potasio (100 mg/I) . La fermentación se rea
lizó en condiciones controladas de temperatura (20°C a 
22°C) y se determinó la densidad y el grado alcohólico. 

2.- Aislamiento de las levaduras: se tomaron mues
tras ele mosto al término de la fermentación cuando la den
sidad había alcanzado valores entre 0,992 a 0,996. Las mues
tras fueron sembradas en aga r e:'\tracto malta e incubadas 
durante 2 días a 28°C. Se seleccionaron las placas que 
contenían entre 100 a 150 colonias para su caracterización 
posterior. 

3. - Pruebas mod'ológicas y fisiológicas.- Las 
elistintas cepas aisladas se sometieron a pruebas de cla
sificación utili zando las claves ta:'\onómicas descritas por 
Kreger-van Rij (1987) (5) Y por Fulgesang (1997) (2). Los 
ensayos se rali zaron en eluplicado para cada una ele las 
colonias en estudio. 

3.1.- Mod'ología de colonias: se analizó su morfo
logía (textura, color, superficie y elevación) en agar 
e:'\tracto ele malta. después de un período ele incubación de 
2 a 3 días él 25°C. 



3.2.- Morfología de las células vegetativas: a partir 
de un cultivo de levadura en crecimiento activo, se inocu
ló caldo YPG y se incubó 2 a 3 días a 28°C. Se anali zó la 
forma y modalidad de reproducción de las células vegeta
tivas. la presencia de células aisladas o de agregados celu
lares, y el tamaño celular promedio de, al menos. 20 células 
aisladas para cada cepa . 

3.3.- FOI'mación de ascosponls: a partir de un culti
vo en crecimiento activo, se sembró en agar de morfolo
gía (medio de preesporulación) y se incubó durante 1 a 2 
días a 28°e. A partir de este cultivo se sembró un agar 
acetato (glucosa 0, 1 %, cloruro de potasio O: 18'%, extracto 
de levadura 0,25'X), acetato de sodio trihidratado 0,82%, 
y agar-agar 1,5%) (medio de esporulación), y se incubó 
durante 3 días a 25°e. Se analizó la formación de ascos
poras mediante observación microscópica de muestras 
teñidas con verde de malaquita. En el caso de no observar
se formación de esporas al cabo de este tiempo, se d~ió 
el cultivo ·· ~l temperatura ambiente y se analizó la for
mación de ascosporas durante 3 a 4 semanas. a intervalos 
de una semana. 

3.4> Producción de ácido acético: se realizó en 
medio conteniendo glucosa al 5%, carbonato de calcio 0,5%, 
y agar-agar al 2%). Se inoculó la superficie del medio a partir 
de una cepa en crecimiento activo, y se incubó durante l a 
3 días a 28°C. Se determinó la producción de ácido median
te la formación de una zona o anillo translúcido alrededor 
del inóculo. 

3.5.- Fennentación de azúcares: se ensayó la ca
pacidad fermentativa de las cepas para seis azúcares (glu
cosa, galactosa, sacarosa, maltosa y lactosa, a una con
centración del 2%, y rafinosa al 4%). Se prepararon solu

ciones stock para cada uno de los azúcares, y se este
lilizaron mediante filtración por membrana. Se colocaron 4 
mI de caldo extracto de levadura (0,5%) en tubos de 
ensayo y se incorporó una campana Durham. Después de 
autoclavaL se ad icionó a cada tubo 2 mI de la solución 
stock de azúcar, y se inoculó densamente con la cepa a 
ensayar. Después de incubar a 25°e. se examinó la forma
ción de gas durante 2 a 3 días. y al cabo de una semana . 

3.6.- Asilmilación de compuestos carbonados: se 
determinó la asimilación a 19 diferentes compuestos carbo
nados mediante el sistema de identificación API-20C AUX 
(bioMérieux System). modificado por Cuinier et al. (1979) 
(8) . Después de estandarizar los cultivos en crecimiento 
activo, se inocularon las cúpulas)' se registró la turbidez 
en cada una de ellas después de 1 día)' de 2 días de 
incubación a 30°e. El perfil numérico (bioníunero) obteni
do, permitió la identificación de la cepa con la ayuda de la 
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tabla de identificación, cat<Ílogo analítico)' disquette 
APILAB. 

3.7.- Asimilación de compuestos nitmgenados: se 
preparó una solución stock IOx de base carbonada para 
levadura, )' una solución de nitrato de potasio al 0,078%, 
de L-Iisina al 0,08% y cadaverina illhiclroclomro al 0,068%, 
las cuales se esterilizaron mediante filtración por membra
na. Se mezclaron 0,5 mi de la solución 10x con 4,5 mi de la 
solución de nitrato de potasio o de solución de L-lisina, y 
se inocularon las cepas a ensayar. Se incubó durante 7 días 
a 25°e. Seguidamente, se tomó una alicuota de cada tllbo y 
se volvió a inocular una serie similar de tubos de ensayo. 
Después de un período de incubación de 7 días a 25°C, se 
registró la turbidez en cada uno de los tubos experimenta
les. 

3.8.- Resistencia a cicloheximida: se preparó una 
solución conteniendo base nitrogenada de levadura al 
6,7% Y gl ucosa al 10% en 100 mI ' de agua desmine
ralizada . Luego, se adicionó 2,5 mi de una solución de 
acetona conteniendo 0,1 g de cicloheximida, y se esteri
lizó por filtración en membrana. Se mezclaron 0,5 mI de 
esta solución con 4,5 mi de aglla desmineralizada estéril, y 
se inoculó con la cepa de levadura en crecimiento activo. 
Los cultivos se incubaron durante 3 semanas a 25°C, con 
agitación. Se determinó el crecimiento de la cepa por la 
aparición de turbidez en los tubos. 

3.9.- Actividad «I{illet'»: se preparó una solución 
de tampón citrato-fosfato (fosfato monoácido de potasio 
al 8,4%, ácido CÍtrico al 6,3%) conteniendo azul de metileno 
al 0,4%. Después de autoclavar y d~iar elúTiar, se adicionó 
una alícuota de un cultivo de S.cerevisiae AH22 (cepa sen
sible al factor «killem). Se mezclaron 2,3 mi de la mezcla 
anterior con 17,7 mi del agar YPG fundido y se vertío en 
placas de Petri. Se d~ió 2 a 3 h a temperatura ambiente, se 
refrigeró durante 30 mino y se sembró en superficie las ce
pas de levadura a ensayar. Se incubó durante 2 a 3 días a 
28°C, y se determinó la actividad «bllen> mediante la for
mación de una zona clara alrededor del inóculo, la cual 
presentó un borde azul oscuro en su parte externa (9) . 

4.- Ensa)'os enológicos: se reali zaron ensayos de 
fermentación controlados a escala de laboratorio, y se de
terminó la acidez volátil (test de Blarez), los azúcares 
reductores (test de Fehling), y el grado alcohólico (méto
dodensimétl'ico) (10). 

5. - Polimodismo de longitud del ADN Cl"omosomal: 
se realizó de acuerdo a la metodología descrita por Chu et 
01. ,1986 (11). La electroforesis se realizó en un equipo 
Pulsaphor Plus LKB. Se preparó un gel de agarosa all % en 
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tampón TBE 0,5x (Tris-HCI49,5 mM, ácido bórico 49,5 
mM, y EDTA lmM , pH 8,0). Se colocaron los moldes de 
agarosa conteniendo el ADN cromosomal, y se realizó la 
e1ectroforesis en los tiempos de pulso de 90, 120 Y 180 
seg. , con un tiempo de corrida equivalente para cada pulso 
de 8 11 a 180 volts. El gel se ti fió con solución de bromuro 
de etidio a una concentración final de 1 ~lg/ml durante 30 
mino Se dejó destefiir el gel en agua destilada durante 8 11 Y 
se fotografió usando cámara Polaroid 55 con filtro amarillo. 
El número de bandas y el tamafio relativo del genoma nu
clear, [lle calculado tomando en consideración la intensi
dad relativa de cada banda de ADN tipo cromosomal (12) 
mediante el Programa Bioimage Intelligent Quantifier (E. 
1. Systems Corporation). 

RESULTADOS 

El proceso de fermentación alcohólica espontá
nea , bajo las condiciones experimentales ensayadas, se 
prolongó entre 8 y 9 días para el mosto de uva de la vifia C 
y T Y entre 9 a LO días para SE. El recuento viable promedio 
de colonias elurante la fase inicial y final de la fermentación 
en la vi fia C y T, fue de 4,3 x ]09 células/mI y de 1,8 x ]Os 

célula/mI respectivamente En cambio, para el mosto de 
uva de la viI1a SE, fue de 4x, 107 célula/mI para la fase inicial 
y de 2,5 x LOs células/mI para la fase final del proceso 
fermentativo (Tabla 1). 

Para cada una de las fases de la fermentación se 
observó, aproximadamente, un 98% de colonias ele morfo
logía similar a las de S. cerevisiae EC 1118 (una de las 
cepas control). 

El análisis morfológico reali zado a un total de 180 
colonias seleccionadas de.ambas vifias, mostró que la gran 
mayoría de ellas (178 colonias), flleron similares en su mor
fología externa: colonias ele forma redonda, superficie con
vexa, lisa, de borele liso y de color crema suave a amarillo 
pardo. 

El análisis de ¡a forma y tamafio celular de las 
colonias seleccionadas fl.le similar a lo establecido para 
cepas de S. cerevisiae (forma globosa a subglobosa de 
(5-10) x (5-12) ~un. a elipsoidal a cilíndrica de (3 -9,5) x (4,5-
21) ~un) (5), como asimismo, el tipo de yemacióll observa
da (multilateral, con formación de yemas preferentemente 
en el polo de la célula). característica de las cepas pertene
cientes a S. cerevisiae. 

De acuerdo a un criterio de predominio de iden
tidad de morfología de las colonias, se seleccionó un total 
de 80 de ellas (40 de la vifia C y T. Y 40 de la vifia SE) para 
los estudios de morfología celular. Se encontraron células 
de forma oval-redonda a forma oval-alargada, con presen
cia de algunas células cilíndricas, y con un tamafio celular 
estúnadd dI: 3.8-9) x 4,8-16,8 ¡un . 
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En relación a la reproducción asexual, la totalidad 
de las muestras presentaban células con formación de ye
mas en posición multilateral (Fig.1). Al determinarse el es
tado sexual para cada una de las cepas se encontró que 
un total de 74/80 cepas formaban ascos. Estos, contenían 
de 1 a 4 ascosporas de forma redonda a ovalada (Fig. 2). 

Para la totalidad de las 74 cepas productoras de 
ascosporas se determinaron algunas propiedades fisioló
gicas . Los estudios de producción de ácido acético y de 
sensibilidad al antibiótico cicloheximida, mostró que las 
74 cepas ascosporógenas no eran productoras de úcido 
acético, y mostraron sensibilidad a la cicloheximida a 
una concentración de 1 00 ~l g/1. Respecto a la capacidac; 
de asimilación de una Í1lente nitrogenada , la totalidad de 
las cepas en estudio, no asimilaban el nitrato y la L-Iisina. 
siendo por tanto consideradas nitrato (-), L-lisina (-) y 
cadaveri na ( -) . 

Teniendo en consideración la similitud de las 74 
cepas en relación a las propiedades morfológicas y fisioló
gicas que presentaban, se seleccionó un total de 50 cepas 
(25 de la vifia C y T, Y 25 de la vifia SE) para los ensayos de 
fermentación de azúcares y de asi milación de compuestos 
carbonados. En los ensayos de fermentación para 6 azúca
res diferentes, se encontró que la totalidad de las cepas 
fermentaban en forma rápida los azúcares (l a 3 días): glu
cosa, galactosa, sacarosa, maltosa y rafinosa. Ninguna de 
las cepas ensayadas fermentó la lactosa. 

En relación a los test de asimilación, pa ra 19 Í1lentes 
carbonadas. la totalidad de las cepas asimiló la glucosa y, 
ning1ll1a de éstas, la lactosa. Para los azúcares restantes, 
un total de 45 cepas (90%) asimiló los azúcares galactosa , 
sacarosa, maltosa y rafinosa (Fig. 3). en cambio, un LO% de 
las cepas no asimiló alguno de estos cuatro azúcares. De 
acuerdo a la tabla de identificación ele levaduras del 
sistema API-20e (bioMérieux System), se puede estable
cer que las 45 cepas seleccionadas son levaduras del tipo 
'S. cerevisiae, con un 9.J. ,3°¡() de identidad de acuerdo a 
dicho programa de identificación. 

Los ensayos para determinar la actividad «killem 
en las 45 cepas, seleccionadas de acuerdo a los resultados 
de asimilación de fllentes carbonadas, mostraron que 18 
cepas (40%) presentaban el fenotipo «killen> (12 cepas de 
la viña C y T, y 6 cepas de la viI1a SE) (Fig.4). 

Para evaluar las propiedades enológicas de las 
cepas, se realizaron ensayos de vinificación controlados 
para un total de 22 cepas de levaduras, entre las cuales 
habían cepas con actividad «killem y cepas sin dicha acti
vidad, de las vifias e y T, Y SE. De acuerdo a los resultados 
obtenidos del proceso de segunda fermentación (Tabla 
2.) las cepas presentaron valores similares de grado 
alcohólico, de acidez volátil , y de azúcares residuales, 
entre ellas. 



La caracterización del genoma nuclear mediantc 
electroforesis de campo pulsado (Fig.5). de cuatro cepas 
seleccionadas de acucrdo a sus propiedades enológicas y 
a la presencia o ausencia de activid;ld «killer». Illuestra 
diferencias entre las cepas en cuanto a na de bandas y a la 
posición e intensidad rclativa de algunas de las banelas de 
ADN cromosomal y de estas respecto a las cepas contro
les de S.cerel'isiae AB1380 y YNN295. El análisis 
elensitométrico lIluestra la presencia dc 11 a 13 banelas dc 
ADN cromosomal en las cepas nativas de S. cerevisiae 
con un tamafio estimado del genoma entre 1300 a 2100 kb. 

D1SCUSION 

La producción de vinos linos depende de diver
sos factores. tales como. la variedad de la vid. tipo - condi
ciones del suelo y [actorc climéíticos de la región . En los 
últimos afios di\"crsos estudios destacan, adelmís. cl rol 
fundamcntal que desempefia el tipo de levadura en las ca
rnctcríst icas organolépticas del vi no ( ·L 13 . 14). 

Sc IWlI desarrollado programas de aislamiento y 
selección de lcvaduras de distintas zonas vinícolas en 
otros países (5. G). Estas le\"ilduras se han comerciali zado 
y en Chile. aproxi maclamentc. un 80'% de las elaboraciones 
de vinos finos se realizan por fermeniación inducid:l 
con IC\"élduras seleccionadas importadas (Loyola, como 
pers .) 

El aislamiento y caracterización de levaduras vínicas 
nativas de algunos ecosistcmas productores de vinos Ii-
1I0S cn Chile y su potencial industrialización. pcrmitiría acer
carnos a la producción de \"inos linos que satisfagan en 
mayor proporción la noción de «tenoiD>. cs decir. vinos 
con características propias. proporcionadas por el entorno 
ecológico en ei que se elaboran. 

La adición de metabisulfito de potasio. al mosto 
de uva. pcrm itió seleccionar cepas de S. cerevisiae, resis
tente a dicho compuesto (15). impidiendo el desarrollo de 

·le\"aduras nativas distintas de Sacc/llIromyces. cíe bacte
rias nativas del ácido lcíctico, y de bacterias nativas del 
{¡cido acético (1 G). 

Durante la primera fase del proceso de fermenta
ción espont¡'lnea. se pueden desarrollar diferentes géne
ros ele le\"acluras ascosporogenas relacionadas con el vino. 
las cuales al igual que Sacclwromyces, forman ascas per
sistentcs (1"'oru/aspo/"([, lJebaryomyces, Pichia. Z.I'{;O
sacclw/"Omyces) ( 13). Nuestros rcsultados experi mentales 
obtenidos de las cepas seleccionadas de este estudio (asi
mi lación de caclm'erina y L lisi na( -). asimilación de sacaro
sa (+) y la ausencia de formación de un film o película 
superficial en medio líquido. nos permiticron conlirmarque 
las 45 cepas seleccionadas pertcnecían al género 
Sacchal'Ol/I.I'ces. 

Sacchal'Ol1Iyces ce/"el'isiae - A. Said e/ al. 

En relación a la clave de identificación taxonómica 
a nivel de especie, Kreger-van Rij. 1984 (7), propone para 
S.cerel'isiae, detenninar la capacidad de asimilación de 
maltosa, etilmnina, caclaverina y la sensibilidad a ciclo
hexim.ida (J 00 pgiml). Al respecto. Fugelsang 1997 (2). pro
pone que la clave de identificación para el género Saccllllro-
11~I'ces permite tambien determinar la especie. siendo ésta, 
S. cerel'isiae o S.exiglllls. 

Los resultados experimentales obtenidos para las 
-l5 cepas seleccionadas. en relación a las propiedades se
llaladas, nos permitieron clasificar a las cepas en estudio 
como S. cerel'isiae. 

Sc ha encontrado que algunos géneros de levadu
ras, tales como. Sacclwrol11yces, Caudida y Hal/sel1u/a, 
secretan al medio extracelular una toxina «killem. la cual 
elim.ina las células de levadura sensibles a ésta (17). Estu
dios recientes han demostrado que el fenómeno de anta
gonismo microbiano es un factor importante como causa 
de la detención del proceso de fermentación industrial del 
vino (18). Una de las causas de este fenómeno es la pro
ducción de esta toxina por levaduras silvestres distintas 
de Saccllll/"OI1~I'ces, la cual puede disminuir la población 
inicial de una levadura comercial sensible a la toxina que 
ha sido empleada como partidor en una fermentación (19). 

La propiedad «killer». se encuentra ampliamente dis
tribuida en cepas de laboratorio de S. cerel'isiae, cepas dc 
levaduras cerveceras. vínicas yen le'vaeluras contaminan
tes en la industria de alimentos (20). Al respecto, en un 
estudio realizado en cepas de S.cerel'isiae aisladas de mos
tos en fermentación espontánea en una planta vitivinicola 
de Bordeaux (Francia). durante 2 años consecutivos, se 
cncontró un alto porcentaje de cepas «killer» en 2 razas 
:fisiológicas, S.cerel'isiae y S.bayalllls (21). 

La evaluación enológica, a escala de laboratorio, de 
las cepas seleccionadas de ambas vifias con y sin activi
dad «killem. mostró de manera general , un comportamien
to similar entre las cepas en cuanto al grado alcohólico, 
acielez volátil y azúcar residual . 

El Reglamento Ley N° 18.455 ele Julio de 1986, 
que norma la producción ele vinos en Chile, establece que 
el valor mínimo aceptable de grado alcohólico en el vino es 
ele 11 .20

• con un valor máximo de ácidez volMil de J,4 gil , Y 
un valor inferior a 2 gil de azúcar residual 

La electroforesis de campo pulsado de las cepas 
ensayadas. muestra diferencias en el número de bandas 
observables en el gel (11 a 13 banelas). y en el patrón de 
bandeo electroforético entre las cepas ensayadas. De acuer
elo a estos resultados preliminares, no se evidencian 
cariotipos electroforéticos específicos para cepas con ac
tividad «killer», como tampoco. para cepas sin actividad 
<{ki llem. 

Estuelios ele polimorfismo de longitud de ADN 
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Sacc!wrol1lyces cere\'isiae - .-1. Said el al. 

- --.""'- -, ..... _--, --- _ . ,,- - ... ... ____ .... - _ _ ...... I~ - - -- - _.,,_ ., 
, 

o GLY 2 KG ARA XYL ADO XLT GA L INO 

. 1 ~ __ .. J _____ ___ _ _ _ ____ , '. 

,-., , , 
3 R MOG NAG GEL LAG MAL SAG TRE MLZ R F 

Fig. 1. Reproducción ase\ual mediante la formación de yemas en posiciónmullilateml de células de levaduras aisladas de las viiias 
Concha y Toro y Santa Emiliana, dt:! valle de Casablmlca (Aumento de 1000\). Fig. 2. Reproducción se\ ualmediante la IOIlnación de 
ascosporns de células de levaduras ai sladas de las viiins Concha) Toro y Santn Emiliana, del valle de Casnblnnca . (Tinción de Verde 
Malaquitn. Aumenio de I nOlh). Fig. 3. Test de asimilación de compuestos carbonados de levaduras aislndas de las viiin Concha y Toro 
y Snnta Emilimw. del valle de Casablanca . La gnlería API-20C contiene 19 Cuentes carbonadns. Ln turbidez en lns cúpulns indicn 
asimilación de la fuente carbonada por la cepn de levadura . (GLU = Glucosa; GLY = Glicerol ; 2-KG = a-ceto-D-Gluconato: ARA = L
Amhinosa: XYL = D-Xilosa: ADO = Adonitol ; XLT = Xilitot GAL = Galnclosa: INO = Inosiol ; SOR = Sorhitol ; MDG = a-Metil 
D-Glucósido: NAG = N-Acetil-D-Glucosmnina: CEL = Celohiosa; LAC = Lactosn: MAL = MnJtosa; SAC = Sacarosa; TRE = 
Trehalosa; MLZ = Mt:!esitosa; RAF = Ralinosn) 
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Socc!wro/'//yces cerel'isioe - A. Said el al. 
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Fig. 4. Detenninación de la actividad «killen> de levaduras seleccioiladas de las viñas Concha y Toro (A) y Santa Emiliana (B), del valle 
de Casablanca. La producción de la toxina «killem se demuestra por la fonnación de un halo de inhibición del credimiento alrededor del 
ináculo, y por la fonnación de un área azul oscuro en el borde ex temo del árrea de inhibición. Control (-) = SacclUlromyces cerel';s;ae 
AB 1380; control (+) = Saccharomyces cerel';s;ae ALG509. 
Fig. 5. Electroforesis de campo pulsado (CHEF) de ADN cromosomal de cepas de Sacclwromyces cerel';s;ae. Carril 1 y 4: S. 
cerel';s;ae AB 1380. Carril 2 y 3: S. cerel';sit.e aisladas de la viña Concha y Toro con y sin actividad «killer», respectivamente. Carril 
5 y 6: S. cerel';s;ae aisladas de la viña Santa Emiliana con y sin actividad «killen>, respectivamente. Carril 7: S. cerel';siae YNN295. 
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Saccharomyces cerevisiae - A. Said et al. 

TABLA 1 
Cuantificación del grado alcohólico, de la acidez volátil y, azúcar residual en mostos naturales 

inoculados con cepas nativas de Saccharomyces verevisiae aisladas de las viñas Concha y Toro y 
Santa Emiliana, del valle de Casablanca. 

CEPA GRADO 
ALCOHOLICO 

S.E. 1 13,2 
S.E. 2 13,4 
S.E.3 13,0 
S.E.4 13,2 
S.E. 5 12,9 
S.E.6 13,2 
S.E.7 13,0 
S.E.8 13,1 
S.E 9 13,2 
S.E. 10 12,9 
CyT 1 13,1 
CyT 2 13,0 
CyT 3 12,9 
CyT 4 12,9 
CyT 5 13,2 
CyT 6 13,4 
CyT 7 13,3 
CyT 8 13,0 
CyT 9 13,0 
CyT 10 13,2 
CyT 11 13,0 
CyT 12 13,0 

cromosomal realizados con 77 cepas vínicas comerciales, 
mostraron una amplia variación del patrón electroforético 

entre ellas (22), similar a los resultados obtenidos con las 
cepas aisladas de los vií'íedos del valle de Casablanca. El 
polimorfismo de longitud del ADN cromosoma! permite 
distinguir diferentes cariotipos electroforéticos de las ce
pas aisladas del valle de Casablanca, observándose en ellas 
un patrón electroforético similar a la cepa control S. 
cerevisiae YNN295, en cuanto a! número y posición de las 
bandas. Por tanto, esta técnica molecular permite la 
diferenciación de cepas de levaduras, y permite estable
cer que las 5 cepas aisladas del valle de Casablanca corres
ponden a biotipos diferentes entre ellos, pero pertene-
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ACIDEZ AZUCAR 
VOLATIL RESIDUAL 

(gIL ácido acético) (gIL de glucosa) 

0,44 1,64 
0,44 1,70 
0,31 1,65 
0,45 2,88 
0,40 1,66 
0,37 1,58 
0,40 1,51 
0,55 2,34 
0,43 1,68 
0,38 2,34 
0,37 1,70 
0,37 1,89 
0,38 1,93 
0,38 1,93 
0,43 1,70 
0,42 1,69 
0,37 1,89 
0,30 1,69 
0,42 1,72 
0,36 1,76 
0,43 1,66 
0,25 1,78 

cientes a S.cerevisiae. 

CONCLUSIONES 

La caracterización de cepas vitivinicolas zonales 
mediante análisis morfológico, fisiológico y molecular, per

mite seleccionar biotipos específicos de S. cerevisiae. 
La evaluación enológica comparativa de algunas 

cepas aisladas en zonas de viñedos, con cepas comercia
les permite aportar sus características distintivas al vino 

de esa zona. 



Saccl/CIromy ces cerel'isiae - A. Sa id el a l. 
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