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Resumen

El clima, las condiciones climatolégicas anuales, la topografia de las parcelas, la diversidad
genética del vifiedo, el sistema de manejo viticola y las practicas enologicas son factores que
influyen de forma directa sobre la diversidad de las especies de levaduras vinicas. Entender la
interaccién de estos factores con la microbiota asociada al proceso de vinificacién y su

contribucién en la elaboracion de vinos diferenciados y de calidad es un reto de actual interés.

Este trabajo se inici6 con el estudio molecular de 484 aislados de levaduras vinicas nativas
obtenidas a partir de procesos de fermentacion espontanea de uva de la variedad Verdejo,
considerando tres parcelas de vifiedo diferentes, dos afiadas y cinco etapas a lo largo del proceso
de vinificacion. La caracterizacion molecular determiné la composicion de las comunidades de
levaduras asociadas a cada etapa del proceso fermentativo, demostrando una elevada variabilidad
genética inter- e intraespecie. Ademas, permitio estudiar la biodiversidad de las poblaciones de
levaduras asociadas a cada parcela y cada afiada, demostrando una disminucion de la diversidad
a medida que avanza el proceso de fermentacion, una estructura poblacional comin marcada por
la dominancia y la ubicuidad de algunos grupos genéticos, y poblaciones de levaduras

caracteristicas de cada parcela y afiada.

La aplicacion tecnologica del estudio de las poblaciones de levaduras nativas requiere evaluar la
capacidad enoldgica de los diferentes grupos genéticos. Para ello se considerd tanto su
comportamiento fermentativo como su perfil enzimético en relacion a la produccion de diversas
enzimas de interés en los procesos de vinificacion. Estos resultados probaron una importante
variabilidad tecnoldgica intraespecie y subrayaron el potencial enolégico de aislados de las

especies Saccharomyces cerevisiae y Wickerhamomyces anomalus.

Teniendo en cuenta los resultados previos de identificacion, caracterizacién y comportamiento
tecnolégico se seleccionaron cepas nativas, y se plantearon ensayos de fermentacién mixta
mediante inoculacion secuencial de levaduras no-Saccharomyces y S. cerevisiae, utilizando
mosto de uva de la variedad Verdejo. El desarrollo de las fermentaciones mixtas demostré una
evolucion cinética 6ptima y una correcta implantacion de las levaduras utilizadas como cultivos
iniciadores. El analisis de los compuestos organicos volatiles en los vinos obtenidos evidencié un
perfil aromatico propio, demostrando la influencia de la microbiota nativa en las caracteristicas

del producto final y su importancia en la calidad, tipicidad y singularidad de estos vinos.
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I-INTRODUCCION

1. ECOLOGIA DE LEVADURAS VINICAS
1.1. Origen de las levaduras en vinificacion

Desde un enfoque de ecologia microbiana, tanto el vifiedo como la bodega constituyen dos
complejos ecosistemas, relacionados entre si, que configuran un sistema de produccion
vitivinicola. Para considerar el origen de las levaduras en el proceso de vinificacion, se plantea
una revision de los principales compartimentos que forman cada ecosistema (suelo, raices, tronco,
hojas, uvas, mosto y fermentacion). Cada uno de ellos es un habitat con diferentes caracteristicas,
ocupado por un conjunto de comunidades microbianas propias agrupadas bajo el término de
microbiota. Para describir y entender la diversidad microbiana de cada uno de los componentes
del sistema, no solo hay que tener en cuenta las diferentes especies que ocupan un hébitat
concreto, sino que hay que aplicar un concepto integral denominado microbioma. Este término
considera de forma conjunta la comunidad microbiana del hébitat (microbiota), su composicién
quimicay sus productos, su actividad funcional, y las interacciones de los microorganismos entre

si y de los microorganismos con el ambiente que ocupan (Griggs et al., 2021).

En primer lugar, en el ecosistema vifiedo se distinguen dos elementos bien diferenciados, el suelo
y lavid. A su vez, en cada elemento se diferencian varios compartimentos (Figura 1). El estudio
de las comunidades microbianas del suelo se aborda atendiendo a dos habitats bien diferenciados:
el suelo mayoritario o suelo no rizosférico y la rizosfera. El término rizosfera define el habitat
diferencial que se establece como resultado de la interaccién entre las raices del vifiedo, el suelo
circundante y las poblaciones microbianas que lo ocupan, agrupadas en base a la funcionalidad
gue desempefian (Liu et al., 2019). Continuando con la vid y desde una vision de ecologia
microbiana, la corteza del tronco, las hojas y el fruto (las uvas) se consideran los compartimentos
mas relevantes. Estas partes, atendiendo a su funcién como habitat microbiano, se denominan
lignosfera, filosfera y capnosfera; aunque de forma genérica se agrupan bajo la denominacién
comuln de filosfera (Griggs et al., 2021; Figura 1). Por ultimo, en el ecosistema bodega se
considera la contribucion de los ambientes de la bodega a la microbiota del mosto y el habitat
especial que el propio proceso fermentativo determina. Ambos ecosistemas estan relacionados
con hébitats circundantes como otros cultivos diferentes al vifiedo, linderas 0 masas de bosque,
gue pueden actuar de reservorio de diferentes microorganismos y que también sirven de reservorio
y cobijo de vectores de transporte como insectos y péjaros, contribuyendo al intercambio de
microorganismos entre los diferentes compartimentos del sistema vifiedo-bodega (Griggs et al.,
2021).
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Figura 1. Esquema del sistema de produccion vitivinicola. Se incluyen los componentes del ecosistema vifiedo, desde
un punto de vista de la ecologia microbiana. De forma general, se denomina filosfera al conjunto de compartimentos
aéreos (filosfera, capnosfera y lignosfera).

El conjunto de especies de levaduras y bacterias vinicas relacionadas con las propiedades
organolépticas del vino, a través de su actividad y funcionalidad en el mismo, se define como
consorcio microbiano del vino (WMC, siglas en inglés de Wine Microbial Consortium; Renouf
et al., 2007). Teniendo en cuenta los objetivos de este estudio, solo se consideran los
microorganismos fungicos que componen el WMC, los cuales, atendiendo a sus requerimientos

nutricionales y metabolismo (Barata et al., 2012) se clasifican en (Tabla 1):

— Oligotrofos. Levaduras Basidiomycota oxidativas (Rhodotorula spp.) y el hongo Ascomycota
Aerobasidium pullulans. Se caracterizan por su metabolismo oxidativo y bajas necesidades
nutricionales.

— Copiotrofos. Levaduras Ascomycota, cuyo metabolismo es oxidativo o ligeramente
fermentativo (Candida spp., Hanseniaspora spp., Pichia spp. y Metschnikowia spp.), y se
encuentran en ambientes ricos en nutrientes.

— Copiotrofos fermentativos. Levaduras Ascomycota con un metabolismo altamente

fermentativo (Saccharomyces spp., Torulaspora spp., Zygosaccharomyces spp., Lachancea

spp. y Pichia spp.).

Se diferencia una cuarta categoria de microorganismos que no puede ser agrupada siguiendo la
clasificacion descrita, pero que comparte habitat con los anteriores. Se trata de un conjunto de
hongos filamentosos Ascomycota (p. ej. Botrytis spp. y Aspergillus spp.) y el pseudohongo
Oomycete Plasmopara viticola, ampliamente distribuidos en el ecosistema vifiedo. Estos

microorganismos patdgenos son los principales agentes causales de diferentes enfermedades de
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la vid (Tabla 1). Su metabolismo propio de organismos sapréfitos y parasitos obligados no les
permite desarrollarse en el vino, pero tienen un gran efecto sobre el mismo ya que su proliferacion
afecta al estado sanitario de las uvas y modifica las poblaciones microbianas presentes en su

superficie (Barata et al., 2012).

Teniendo en cuenta esta clasificacidn, a continuacion, se revisa la diversidad fungica asociada a
los diferentes hébitats del sistema vifiedo-bodega, desde el suelo del vifiedo hasta el vino (Tabla
1). Aungue estos grupos funcionales ayudan a establecer la evolucion de las poblaciones
microbianas, no son grupos que permitan definir unos limites concisos de diferenciacion de cada
conjunto, ya que la diversidad metabdlica y la capacidad de adaptacion de los microorganismos
implica que especies de un mismo género puedan ser clasificadas en los tres grupos de

metabolismos propuestos, como Candida spp. y Pichia spp. (Barata et al., 2012).

1.1.1. El ecosistema vifiedo
1.1.1.1. El suelo

El suelo es un complejo ecosistema que presenta una elevada diversidad microbiana y constituye
una de las principales fuentes de microorganismos asociados a los diferentes ambientes del
sistema vifiedo-bodega (Bettenfeld et al., 2022). De forma general, las especies mas abundantes
que se encuentran en el suelo son mohos de origen ambiental, ampliamente distribuidos en
cualquier habitat. También actla como reservorio de especies oportunistas cuya proliferacion
genera importantes enfermedades en la vid (Tabla 1) (Stefanini y Cavalieri, 2018). Ademas, en el
suelo se encuentran numerosas comunidades de microorganismos conectadas por la funcionalidad
gue desempefian en cada habitat, y que en muchos casos esta relacionada con la nutricion y la

salud del vifiedo.

En el suelo no rizosférico se identifican poblaciones microbianas cuya actividad determina la
renovacion ciclica de los nutrientes, a través de los ciclos biogeoquimicos del carbono, del
nitrdgeno, del fosforo, etc. La accion de estos microorganismos edaficos tiene un impacto directo
sobre la fertilidad el suelo y, por lo tanto, sobre la disponibilidad de diferentes macro-y
micronutrientes esenciales para el desarrollo del vifiedo. Ademas, el crecimiento y desarrollo
de estas poblaciones ejercen un efecto sobre el habitat que ocupan, mediante la liberacion
de exudados extracelulares formados por diferentes compuestos organicos resultado de
su metabolismo. Estos compuestos modifican las caracteristicas fisicoquimicas del
ambiente e intervienen en procesos de formacion y estabilizacion de los agregados del suelo,

afectando a la porosidad y permeabilidad del mismo (Griggs et al., 2021).

Con relacion a la rizosfera, se establece un ecosistema especifico marcado por la simbiosis que

se origina entre la planta y las poblaciones microbianas asociadas a sus raices. La principal fuente
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de carbono, nitrégeno y energia que las poblaciones rizosféricas utilizan para su crecimiento son
los diversos compuestos organicos (carbohidratos, aminoacidos, acidos organicos, etc.), liberados
como exudados a través de la raiz de las plantas y que proceden de su actividad fotosintética
(Martins et al., 2013). El sustento de estas poblaciones microbianas, mediante el aporte de
recursos metabdlicos propios, revierte en importantes beneficios para las plantas. Por un lado, la
actividad microbiana determina un importante aporte de nutrientes esenciales mediante su
contribucion en los ciclos biogeoquimicos, la solubilizacion de determinados compuestos como
los fosfatos, o la captacion de micronutrientes esenciales como el hierro y el cobre. Por otro lado,
estas poblaciones son capaces de sintetizar factores de crecimiento vegetales, como las auxinas,
fitohormonas reguladoras que intervienen en el desarrollo y crecimiento vegetal. También actian
como sistemas de defensa de la planta ante situaciones de estrés térmico o hidrico, o a través de
la sintesis de sustancias antimicrobianas que permiten controlar la proliferacién de
microorganismos patogenos (Stefanini y Cavalieri, 2018). Adquiere especial importancia la
asociacion de la raiz con determinadas especies de hongos del filo Glomeromycota, dando lugar
a la relacién simbidtica conocida como micorrizas arbusculares (endomicorrizas). Ademas de
contribuir a todas las funciones descritas, las micorrizas aumentan la extension del sistema
radicular, y por lo tanto su capacidad de absorcion, suponiendo una ventaja adaptativa en

situaciones de estrés (Sumby et al., 2021).

Por todo lo expuesto, los microorganismos edéaficos, a través de su funcién ecoldgica, tienen un
impacto beneficioso en la nutricion y salud de la vid y, por lo tanto, en el desarrollo éptimo de las
uvas. Estas poblaciones responden a diferentes factores determinados por el ambiente que ocupan,
por las relaciones que se establecen con las raices de la vid y por las relaciones entre las propias
poblaciones microbianas. En primer lugar, factores propios de las caracteristicas del suelo del
vifiedo, como la composicidn, la textura, el pH, etc. dirigen el desarrollo de la microbiota. En
segundo lugar, factores ambientales variables como el contenido de agua y las temperaturas,
relacionados a su vez con las condiciones climatoldgicas de la zona y con la topografia del vifiedo
(pendiente, altitud, orientacién, etc.), determinan tanto el desarrollo como la dispersion de las
comunidades microbianas. Desde un punto de vista nutricional, en el suelo no rizosférico también
es variable la disponibilidad de fuentes de carbono y nitrégeno, lo cual es un factor limitante del
crecimiento de los microorganismos. Esta disponibilidad estd muy relacionada con el manejo del
cultivo de la vid, como el abonado quimico u organico, la utilizacion de cubiertas vegetales y el
movimiento de la tierra mediante arado, entre otros aspectos. En la rizosfera de la vid no hay una
limitacion nutricional tan notable, pero si hay una seleccion de poblaciones atendiendo a factores
propios de la planta. Las variedades de uvas, la variabilidad genética de los portainjertos e injertos,
la edad del vifiedo y su estado fenolégico anual son componentes que dirigen la colonizacién

microbiana de las raices y la evolucién de las poblaciones asentadas a lo largo del ciclo vital del
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vifiedo. Esto se debe a cambios en la composicién de los exudados liberados a través de la raiz y
en la morfologia de las propias raices (Bettenfeld et al., 2022). Por Gltimo, las interacciones entre
las diferentes especies que constituyen cada una de las poblaciones también suponen un elemento
modulador en el desarrollo de las comunidades microbianas. La competencia entre las especies
por los recursos nutricionales del suelo, la modificacion de las condiciones fisicoquimicas del
hébitat que ocupan las poblaciones en base a su propia actividad metabolica y la liberacion de
metabolitos secundarios que actian como compuestos antimicrobianos son factores que ejercen
una presion de seleccién sobre las propias poblaciones, que modula su evolucion y su

permanencia en los diferentes ecosistemas.

La evolucion de los ecosistemas edéaficos deriva de una interaccion constante entre todos sus
elementos (suelo, raices y comunidades microbianas). Esta interaccién se ve afectada por todos y
cada uno de los factores abioticos, bidticos y antropogénicos que definen las caracteristicas de
cada ecosistema. Como resultado de esta evolucién se constituye un microbioma edafico local
que contribuye al crecimiento, desarrollo y salud del vifiedo, y le confiere ventajas adaptativas en
situaciones de estrés como la sequia. Todo ello conduce a la obtencién de uvas sanas y con un
grado dptimo de maduracion que proporcionan las caracteristicas organolépticas adecuadas para

la elaboracion del vino.

1.1.1.2. La filosfera (corteza, hojas, uvas)

Se denomina filosfera a todas las partes aéreas de la vid que pueden ser consideradas como
habitats de las diferentes poblaciones microbianas que colonizan su superficie. A continuacion,
se describen tres partes fundamentales relacionadas con la microbiota del vino: la corteza del
tronco, las hojas y las uvas. A pesar de su proximidad en la estructura de la vid son ambientes
muy diferenciados, cuyas caracteristicas configuran la composicion de las comunidades

microbianas.

La corteza del tronco de la vid se caracteriza por ser un ambiente rico en nutrientes, que incluyen
azUcares simples, almidén, exudados de la savia del xilema, celulosa, hemicelulosa, xilano y
lignina. Por ello, presenta unas condiciones adecuadas para el desarrollo de microorganismos
copiotrofos que se distribuyen de forma heterogénea en funcion de la presencia de partes vivas y
muertas en la madera (Martins et al., 2013). Este compartimento de la vid adquiere especial
importancia al actuar como reservorio, tanto de azlcares y nitrégeno como de poblaciones
microbianas, durante el periodo de parada vegetativa del vifiedo. Ademas, se considera como
origen de dispersién de poblaciones microbianas hacia las hojas, flores y uvas (Bettenfeld et al.,
2022).
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Desde una perspectiva nutricional, la superficie de las hojas es un ambiente desfavorable, con
poca disponibilidad de nutrientes. En este entorno, las levaduras Basidiomycota oxidativas y A.
pullulans, ampliamente distribuidas en cualquier ambiente natural, constituyen las poblaciones
més abundantes (Barata et al., 2012). La disposicion de los haces vasculares y de los estomas
genera una distribucion irregular de las poblaciones microbianas, relacionada con una mayor
cantidad de nutrientes y con el efecto de proteccion que proporcionan ante situaciones de estrés,
como la ausencia de agua o la alta radiacién ultravioleta (Griggs et al., 2021). A estas zonas mas
ricas en nutrientes se asocia la presencia de algunas especies de levaduras fermentativas
(Saccharomyces spp., Hanseniaspora spp. y Metschnikowia spp.) (Stefanini y Cavalieri, 2018).
Por otro lado, algunos compuestos polifendlicos de las hojas, como los estilbenos (resveratrol y
derivados), actdan como sustancias antimicrobianas y suponen un efecto modulador de las

poblaciones microbianas asociadas a este ambiente (Martins et al., 2013).

El fruto recolectado durante la vendimia constituye uno de los principales aportes de microbiota
nativa de cada vifiedo a los procesos de fermentacion (Stefanini y Cavalieri, 2018; Gonzalez et
al., 2020). En el inicio del desarrollo de las bayas, su superficie es un ambiente de caracteristicas
semejantes al descrito para las hojas y, por lo tanto, asociado al mismo tipo de poblaciones
microbianas, con concentraciones moderadas de levaduras, en el orden de 10 — 10° UFC/g (Barata
etal., 2012; Griggs etal., 2021) (Tabla 1). El posterior proceso de maduracion de las uvas (envero)
conlleva una serie de cambios metaboélicos y fisiolégicos en las bayas, como la acumulacion
progresiva de azucares, la disminucion de la acidez asociada al descenso de acidos organicos, la
sintesis de compuestos fendlicos, la liberacion de compuestos organicos volatiles, el aumento del
peso y tamafio de las bayas y la disminucion del espesor de la cuticula. Este conjunto de
transformaciones supone modificaciones en la composicién de las ceras de la cuticula y en los
exudados asociados a su superficie. Por lo tanto, se produce un aumento de la disponibilidad de
nutrientes en el habitat microbiano, que determina la colonizacién de las uvas por poblaciones de
levaduras Ascomycota oxidativas y fermentativas, las cuales tienen un papel relevante en los
procesos de fermentacion (Barata et al., 2012; Tabla 1). La sucesion poblacional de levaduras, en
base al proceso de maduracion, también supone un aumento en la densidad poblacional,

alcanzando concentraciones de 10* — 10° UFC/g (Griggs et al., 2021).

La formacion de grietas en la superficie de las bayas por aumento de la presion hidrostatica en su
interior y los diversos dafios provocados por el desarrollo de enfermedades de la vid, vinculadas
a la proliferacién de microorganismos patdgenos, suponen un aumento de las poblaciones de
levaduras Ascomycota altamente fermentativas en la superficie de las uvas (Pichia spp.,
Torulaspora spp. y Zygosaccharomyces spp.; Tabla 1). Estas especies pueden llegar a convertirse
en dominantes ante el incremento de la disponibilidad de nutrientes, relacionado con la pérdida

del contenido de las bayas. Algunas de ellas se asocian a enfermedades concretas, como la



Introduccion

presencia de Candida stellata en uvas afectadas por la podredumbre gris causada por B. cinerea
(Barata et al., 2012).

1.1.2. El ecosistema bodega
1.1.2.1. El mosto

Este habitat microbiano supone una mezcla de origenes. Por un lado, concentra todos los
microorganismos presentes en las uvas recolectadas y, por otro lado, la toma de contacto de las
uvas con el equipamiento de la bodega hace posible que microorganismos residentes en la bodega
pasen a formar parte del mosto obtenido (Stefanini y Cavalieri, 2018). Microorganismos
ambientales (p. ej. Aspergillus spp.), oxidativos (p. ej. Cryptococcus spp. y A. pullulans) y
diferentes especies de levaduras copiotrofas y copiotrofas fermentativas (no-Saccharomyces y
Saccharomyces) procedentes de las uvas y de la bodega forman parte de la compleja mezcla de
poblaciones microbianas del mosto (Tabla 1). Tanto las condiciones fisicoquimicas de este
ambiente (pH, acidez total, concentracion de azlcares y de nitrégeno, aplicacion de
antimicrobianos como el SO, etc.), como las interacciones entre las diferentes especies de las
comunidades microbianas, junto con las diferentes técnicas enolégicas de elaboracion aplicadas,
determinan la seleccién de las poblaciones microbianas que constituyen el inéculo inicial del

proceso de fermentacion alcohdlica (Englezos et al., 2022).

1.1.2.2. La fermentacién

Durante la fermentacion, se produce una sucesion multiple y constante de especies de levaduras
dirigida por la evolucién de las condiciones de fermentacion y por la adaptacion de las especies
presentes a estas condiciones. Los principales factores que determinan esta sucesion de
poblaciones son: el aumento de la temperatura y de la tasa de fermentacion, la disminucion
progresiva de la cantidad de azUcares y nitrdgeno disponible, el aumento de la concentracion de
etanol, y la modificacion de los valores de pH y de acidez total. Ademas de estos factores
asociados a la propia evolucién del proceso de fermentacidn, también hay que tener en cuenta los
efectos derivados de la interrelacion entre las especies coexistentes. Efectos sinérgicos o
antagonicos que pueden establecerse entre las diferentes especies a través de contactos célula-
célula, o bien por la produccién de sustancias antimicrobianas como las toxinas killer o péptidos
bioactivos de pequefio tamafio, pueden modificar los patrones poblacionales de la fermentacion y

su evolucion (Swiegers et al., 2005; Englezos et al., 2022).

En las primeras etapas de la fermentacion es habitual la presencia de varias especies no-
Saccharomyces, como Candida spp., Hanseniaspora spp., Metschnikowia spp., Pichia spp. y
Torulaspora spp. Estas etapas se caracterizan por una alta diversidad microbiana, definida por

una elevada riqueza de especies (nimero de especies distintas) con una frecuencia moderada
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(Stefanini y Cavalieri, 2018). A medida que avanza el proceso, la diversidad microbiana
disminuye asociada a la dominancia progresiva de la especie Saccharomyces cerevisiae. Se
alcanzan concentraciones poblacionales muy elevadas de 10° a 10 UFC/mL, y ademas de S.
cerevisiae se identifican otras especies de levaduras, como C. zemplinina, Hanseniaspora spp,
Metschnikowia spp., y Lachancea spp. (Liu et al., 2019). Cabe destacar que la sucesion
poblacional de S. cerevisiae ha sido estudiada a nivel de cepa, en muchos de los trabajos
publicados. Sus resultados demuestran que, a pesar de la presencia de diferentes cepas, la
dominancia descrita también se comprueba a este nivel, siendo una cepa mayoritaria la principal
representante de la poblacién de S. cerevisiae durante la fase de fermentacion tumultuosa (Di
Maio et al., 2012; Celis et al., 2019; Castrillo et al., 2020).

Ademas de las propias condiciones del proceso fermentativo, hay otros factores externos
derivados de las practicas enoldgicas habituales que modulan y en algunos casos modifican de
forma importante la composicion de las poblaciones de levaduras. Algunos de estos factores son:
el empleo de cultivos iniciadores de levaduras seleccionadas, el enriquecimiento de poblaciones
naturales mediante el uso de pies de cuba, la aplicacion de maceraciones en frio, la utilizacién de
SO, u otros compuestos quimicos antimicrobianos, el control de la temperatura durante la
fermentacion, la concentracién de oxigeno, la correccion de pH y la suplementacion con
nutrientes (nitrogeno organico, fosfatos, levaduras inactivas, etc.) (Englezos et al., 2022; Mas y
Portillo, 2022).

Son muchos los aspectos que influyen en la estructura y composicion de las comunidades
microbianas que forman parte de los diferentes ecosistemas del sistema vifiedo-bodega. En este
apartado se describen las poblaciones de levaduras desde un punto de vista metabdlico y
funcional. Estas comunidades no son estaticas, se adaptan y evolucionan en determinados
habitats, pero también sufren procesos de dispersion que permiten la colonizacion de nuevos
ambientes. Entender estos factores desde una estrategia global, puede convertirse en una
herramienta enoldgica que permita enfocar el manejo de los mismos para dar respuesta a nuevas
necesidades en las técnicas de elaboracién o para conseguir el disefio de nuevos productos
(Pretorius, 2022).
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Tabla 1. Diversidad y dispersion fungica asociados a los diferentes habitats del sistema vifiedo-bodega. Tabla modificada actualizando el significado tecnoldgico de las especies

de levaduras (Barata et al., 2012). En las fuentes, el color gris oscuro indica un origen principal, y el color gris claro refleja un origen menos frecuente.

Fuentes *
Metabolismo Género Especies relevantes - Significado tecnolégico Referencias
Su Co Ho Uv Mo Fe Vi In
Hongos filamentosos
Parésitos Plasmopara P. viticola Mildiu Barata et al., 2012
obligados - —
Erysiphe E. necator Oidio Barata et al., 2012
Mohos Botrytis B. cinerea Podredumbre gris Barata et al., 2012
saprofiticos - -
Aspergillus A. alliaceus
A. carbonarius ; i
qur(:dumbre de tAsp'ergg‘lushptrod_uccllgoln de Barata et al., 2012
A. niger aggregate micotoxinas (ocratoxina A, aflatoxina B1)
A. ochraceus
Penicillium P. expansum Podredu'njbre de Per_1|C|II|um (podr. azul), Barata et al., 2012
produccion de patulina
Cladosporium C. herbarum Podredumbre de Cladosporium Barata et al., 2012
Colletotrichum C. acutatum Podredumbre madura Barata et al., 2012
Greeneria G. uvicola Podredumbre amarga Barata et al., 2012

Basidiomycota: levaduras

Oxidativo
(oligotrofos)

Filobasidium

Cryptococcus

Rhodotorula

Ascomycota: levaduras y hongo tipo-levadura Aerobasidium

Oxidativo Aerobasidium A. pullulans

Oxidativo o Hanseniaspora/ H. uvarum / K. apiculata

débilmente Kloeckera

fermentativo Candida C. stellata _

(copiotrofos) (formacion biofilms) (Starmerella bombicola)
C. zemplinina

(Starmerella bacillaris)

Actividad pectinolitica (F. capsuligenum)

Merin et al., 2013

Eliminacién de ocratoxina A en vino
(Cr. albidus)

Wang et al., 2024

Recurso biotecnolégico en vinos
(R. mucilaginosa)

Wang et al., 2017

Recurso biotecnol6gico en vinos

Oneto et al., 2020

Recurso biotecnol6gico en vinos

Borren & Tian, 2021; Ciani et al.,
2022; Maicas & Mateo, 2023

Recurso biotecnolégico en vinos

Ciani et al., 2022; Maicas &

Mateo, 2023

Recurso biotecnolégico en vinos

Borren & Tian, 2021; Ciani et al.,

2022
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Fuentes *

Uv Mo Fe Vi

In

Significado tecnolégico

Referencias

Metabolismo Género Especies relevantes
Su Co Ho
Candida C. steatolytica / )
Zygoascus hellenicus
Oxidativo o Metschnikowia M. pulcherrima
débilmente

fermentativo
(copiotrofos)

Recurso biotecnol6gico en vinos

Borren & Tian, 2021; Ciani et al.,
2022; Maicas & Mateo, 2023

Wickerhamomyces

W. anomalus
(Pichia anomala)

Recurso biotecnol6gico en vinos

Borren & Tian, 2021; Maicas &
Mateo, 2023

Pichia
(formacién biofilms)

P. membranifaciens

Biocontrol. Produccién de toxinas killer

Belda et al., 2017b

P. guilliermondii

Recurso biotecnolégico en vinos

Ciani et al., 2022

Borren & Tian, 2021; Ciani et al.,

P. kluyveri Recurso biotecnol6gico en vinos 2022 Maicas & Mateo, 2023
Debaryomyces D. hansenii Recurso biotecnol6gico en vinos Van Wyk et al., 2020
Lachancea L. thermotolerans Borren & Tian, 2021; Ciani et al.,

Recurso biotecnol6gico en vinos

2022; Maicas & Mateo, 2023

L. fermentati

Fermentativo
(copiotrofos
fermentativos)

Borren & Tian, 2021; Ciani et al.,

Torulaspora T. delbrueckii Recurso biotecnoldgico en vinos 2022: Maicas & Mateo, 2023

Zygosaccharomyces Z. bailii Alterante. Recurso biotecnolégico en vinos ?Aggso et al,, 2015; Ciani et al,
Z. bisporus Levadura alterante en vinos ZBgll’aSta etal, 2012; Alonso et al.,
Z. rouxii Alterante. Recurso biotecnol6gico en vinos ggrljgso et al., 2015; Escott et al,

Dekkera/ : .

Brettanomyces B. bruxellensis Levadura alterante en vinos Barata et al., 2012

Saccharomyces S. cerevisiae Levadura fermentativa ng{gta et al., 2012, Nadai et al.,
S. bayanus Levadura fermentativa Barata et al., 2012

S. paradoxus

Recurso biotecnolégico en vinos

Costantini et al., 2021

S. pastorianus

Recurso biotecnolégico en vinos

Dimopoulou et al., 2022

Schizosaccharomyces

Sc. pombe

Recurso biotecnol6gico en vinos

Borren & Tian, 2021; Ciani et al.,
2022; Maicas & Mateo, 2023

Saccharomycodes

S. ludwigii

Alterante. Recurso biotecnol6gico en vinos

Vejarano, 2018

* Fuentes: Suelo (Su), Corteza (Co), Hojas (Ho), Uvas (Uv), Mosto (Mo), Fermentacion (Fe), Vino (Vi) e Insectos (In).
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1.2. Dindmica de poblaciones y diversidad microbiana

La diversidad de las comunidades microbianas en cualquier habitat depende de una serie de
circunstancias secuenciales. Por un lado, es necesario que se produzca la inoculacion (el
contacto), es decir, que microorganismos inmoviles como las levaduras sean transportados por
diferentes agentes de dispersién (aire, agua, pajaros, insectos, manejo del vifiedo, etc.). Los
microorganismos llegan hasta donde los elementos de dispersion tienen capacidad de transporte
o de arrastre. Por otro lado, hay que tener en cuenta el efecto de las condiciones propias de los
diferentes habitats (suelo, corteza, hojas y uvas), que actlan como agentes de seleccion (Martins
et al., 2013), junto con el efecto de las condiciones externas (ambientales, manejo del vifiedo,
etc.). La inoculacion de un microorganismo concreto, debida al aporte por alguno de los
mecanismos de dispersion, no supone la proliferacion de este microorganismo en el nuevo habitat,
ya que deben de darse las condiciones adecuadas para que se produzca su desarrollo inicial y su
posterior evolucion. El resultado de la interaccidn de todos los factores sobre las comunidades
microbianas y la repuesta de las mismas a su conjunto determinan las fuerzas que van a definir el
microbioma de la vid y de las uvas y, por lo tanto, definen también el principal aporte de la

microbiota natural a los procesos fermentativos (Liu et al., 2019; Bettenfeld et al., 2022).

La biogeografia microbiana vitivinicola consiste en el estudio de la localizacién geoespacial y
temporal de los grupos microbianos asociados al sistema vifiedo-bodega (Liu et al., 2019). Todos
los factores que determinan la presencia de unas especies microbianas sobre otras, que definen la
evolucion de las comunidades formadas y que establecen las dinAmicas de dispersion de especies
entre habitats, permiten explicar este concepto (Griggs et al., 2021). Atendiendo a su efecto
geoespacial, estos factores se pueden agrupar en tres escalas: regional, intervifiedo (local) e

intravifiedo (Figura 2).

En una escala continental, nacional y regional, el estudio de la biogeografia microbiana de Gobbi
etal. (2022) demuestra la relacion entre la composicion de las comunidades microbianas del suelo
de los vifiedos y las condiciones climatoldgicas, a partir del analisis de 252 muestras de suelo
procedentes de 200 vifiedos localizados a lo largo de cuatro continentes. Por otro lado, la
comparacion de las comunidades microbianas identificadas en varios vifiedos ubicados dentro de
una misma region, y también en regiones diferentes, demuestra en la escala local que las
comunidades de levaduras son mas parecidas cuanto mas cercanas se encuentren. Por lo tanto, las
diferencias estan asociadas a la separacidn fisica de los territorios, probablemente vinculadas a la
capacidad de dispersion de los vectores de transporte de los microorganismos (viento, agua,
animales, actividad agricola, etc.) (Morrison-Whittle & Goddard, 2018; Liu et al. 2019; Griggs et

al., 2021). El tipo de habitats considerados en funcion de las muestras analizadas es muy diverso,
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e incluye muestras de suelo, de corteza del tronco, de fruto, de mostos y de diferentes fases de la

fermentacion.

o
Escala intravifiedo
Variaciones dentro del vifiedo:
Temperatura.
—Humedad.
Radiacion solar.
—Radiacion ultravioleta.
Cambios dia-noche.

» Clima (perfil en base a la Iatitud/y>
la longitud geograficas):
. Temperatura.
regional  _precipitacion.
—Radiacién solar.

Escala

Diversidad genética del vifiedo.

ARADA 1 Manejo viticola segin afiada
(poda, abonado, tratamientos y
cubiertas vegetales).

Escala local (escala intervifedo) .«

. Topografia del vifiedo:
Altitud.

—Pendiente.
Orientacion.

—Morfologia vifiedo.

—Suelo.

s ~

Preciptacién (m)

Temperatura (°C)
s B 8
2 B8B83

a °
Nov Dic Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct ¢>

. - ARADA 2
Clima local (efecto afada): -

—Temperaturas maximas-minimas. - // —

"

Distribucion precipitacion anual.
Manchas vegetales y masas de
= agua circundantes.

Temperatura (°C)

/
' EEEEXE]
Preciptacion (mm)

Historico practicas viticolas del L ] °
Viﬁedo. Nov Dic Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct
Preciacién mensual ——Tmeda —Thmax. — Timin

Figura 2. Factores que afectan a la localizacion geoespacial y temporal de los grupos de microorganismos asociados
al ecosistema vifiedo atendiendo a las escalas regional, local (intervifiedo) e intravifiedo.

Ademas, dependiendo de la amplitud de la escala de los estudios biogeograficos, también se
examina la disposicion de las comunidades microbianas a lo largo de los habitats del sistema
vifiedo-bodega para valorar la escala intravifiedo (Figura 2). De esta forma, se encuentra una
mayor diversidad microbiana en los héabitats asociados al suelo (rizosfera y raices) en
comparacion con los habitats de la filosfera (Liu & Howell, 2021). También se describe el
solapamiento de algunas especies de levaduras entre los habitats del sistema, constituyendo un
core' microbiano asociado a la vid (Liu & Howell, 2021; Bettenfeld et al., 2022). Las poblaciones
compartidas por mas de un compartimento del vifiedo pueden proporcionar informacion sobre los
flujos de poblaciones entre los diferentes ambientes y, por lo tanto, sobre la dinamica del
microbioma vifiedo-bodega y los posibles reservorios microbianos a partir de los cuales se
produce la conservacion de la diversidad microbiana y su dispersion (Morrison-Whittle &
Goddard, 2018). Junto con el core microbiano se distinguen poblaciones propias formadas por
especies raras, especificas de cada habitat, que contribuyen a los cambios en la diversidad
microbiana (Morrison-Whittle & Goddard, 2018; Liu & Howell, 2021). No obstante, hay que
tener en cuenta que todos los datos de distribucion de las comunidades microbianas con relacion

a los diferentes hébitats proporcionan visiones puntuales, asociadas a los momentos de muestreo

1 Core microbiano: Es el conjunto de especies compartido por mas de un hébitat que depende del alcance del estudio
propuesto. Pueden ser el conjunto de especies comunes a las diferentes partes de una vid, o bien el conjunto de especies
compartido por una parte concreta de la vid, comparando parcelas diferentes (Bettenfeld et al., 2022).
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establecidos en cada trabajo de investigacion. La progresion en el tiempo de estas visiones aporta
la percepcion de evolucion y, por extension, de dindmica dentro del sistema. Sin embargo, no
supone una evidencia precisa de los flujos de poblaciones que se pueden establecer entre los
diferentes hébitats, ya que la identificacion de las especies comunes a los diferentes habitats
también puede estar relacionada con las especies mas o menos abundantes pero ampliamente
distribuidas en el ambiente (Morrison-Whittle & Goddard, 2018).

El suelo y el tronco de la vid son dos componentes perennes, dentro del ciclo vegetativo del
vifiedo, considerados como reservorios microbianos (Martins et al., 2013; Bettenfeld et al., 2022).
Ambos presentan una estructura estable en el tiempo que act(ia de proteccion frente a factores
ambientales externos, especialmente en el momento de la parada vegetativa de la vid, en el que
toda la parte aérea desaparece. Ademas, son habitats con una elevada disponibilidad de nutrientes

que favorecen el desarrollo de las comunidades microbianas (Vitulo et al., 2019).

En contraposicion, se encuentran las estructuras anuales de la vid (hojas, flores y fruto), cuya
presencia depende del ciclo fisioldgico del vifiedo. Las variedades de uvas cultivadas definen la
morfologia de las hojas y de las bayas (tamafio, forma, disposicidn, caracteristicas de la cuticula,
etc.), y son un elemento en la escala intravifiedo que determina la diversidad de las poblaciones
de estos habitats. Aunque, dada su exposicion directa a los agentes externos, los cambios en las
condiciones ambientales y el manejo viticola son la principal fuente de variacion de las
comunidades microbianas de las hojas y las uvas (Griggs et al., 2021). Diferencias de temperatura,
humedad y radiacion solar a las que se encuentran sometidas, junto con las practicas de manejo
del vifiedo (especialmente la poda y los tratamientos foliares), determinan una variabilidad
significativa de las poblaciones de levaduras. Ademas, el inicio del crecimiento y desarrollo de
las uvas supone una importante diferenciacion de ambientes desde un punto de vista nutricional,
que puede determinar una sucesion de microorganismos en detrimento de las comunidades
microbianas foliares. De esta forma, las hojas suponen una fuente de indculo de las uvas que se

desarrollan mas tarde (Stefanini & Cavalieri, 2018).

En general, S. cerevisiae demuestra una baja abundancia en cualquier ambiente no fermentativo
considerado, incluyendo la superficie de las uvas maduras (10 — 100 UFC/g), relacionado con un
comportamiento generalista que le permite adaptarse a habitats muy diferentes (Barata et al.,
2012; Goddard & Greig, 2015; Gonzalez et al., 2020). Su presencia esta asociada a cualquier
compartimento del sistema vifiedo-bodega, y se ha demostrado su incorporacion al suelo a partir
de las partes aéreas (racimos de uvas y hojas) que se depositan en diferentes momentos del manejo
del vifiedo (poda, vendimia, etc.). También se ha reflejado su conservacion en habitats reservorio
como el suelo, la corteza del tronco de la vid o las masas forestales circundantes, tanto como

célula vegetativa como en forma de resistencia (espora), y su asociacion a vectores de transporte,
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como aves, insectos, pequefios mamiferos y humanos (Cordero-Bueso et al., 2011; Gonzélez et
al., 2020; Di Paola et al., 2023). Todo ello son evidencias que permiten establecer teorias sobre
la dindmica poblacional de S. cerevisiae en el microbioma del sistema vifiedo-bodega, intentando
establecer un flujo en el sentido vifiedo-bodega conectado con el ciclo vegetativo de la vid, y con
la idea de una situacion ciclica anual de conservacion en el momento de la parada vegetativa que
se produce en invierno, seguido de momentos de dispersion y colonizacion de las partes aereas
emergentes (Cordero-Bueso et al., 2011; Gonzalez et al., 2020). Un hecho notable es la elevada
variabilidad genética que se encuentra dentro de las poblaciones de S. cerevisiae cuando se
plantean estudios biogeogréficos intraespecie (a nivel de cepa). Esta variabilidad define
poblaciones de S. cerevisiae caracteristicas de parcelas concretas y de compartimentos de la vid,
y también permite establecer cambios en las mismas a lo largo de su ciclo de crecimiento anual,
que reflejan un aumento notable de la diversidad desde la parada vegetativa en invierno (menor
presencia de S. cerevisiae) hasta los momentos previos a la vendimia (maxima presencia)
(Gonzalez et al., 2020).

La adaptacion de los vifiedos a las condiciones climatolégicas y edafol6gicas de una zona
vitivinicola concreta es la base del concepto terroir (Liu et al., 2019). Factores como la
temperatura, las precipitaciones, la radiacién solar o la composicion del suelo influyen sobre el
comportamiento y el desarrollo de las variedades de uvas, y marcan las lineas principales del
manejo de los cultivos de vid. Todo ello se refleja en la obtencion de vinos con diferentes
caracteristicas organolépticas, asociadas a una region concreta (Liu et al., 2019; Gobbi et al.,
2022). Otro aspecto a tener en cuenta es la contribucidn de las comunidades microbianas al estado
sanitario del vifiedo y a la calidad vy tipicidad del vino. El proceso de elaboracion del vino es un
proceso biolégico que no empieza en la bodega, si no que se inicia en el suelo y las raices del
vifiedo. Las comunidades microbianas del suelo del vifiedo y de la rizosfera participan
activamente en la nutricion de la vid y en su proteccién ante enfermedades y situaciones de estrés.
Un adecuado estado fisioldgico y sanitario del vifiedo asegura un desarrollo éptimo del ciclo
fenoldgico de la vid y, por lo tanto, la correcta formacion y maduracion de las uvas que daran
lugar al vino. A este estado, no solo contribuyen las comunidades del suelo y la rizosfera, si no
gue se entiende a la vid como un conjunto que funciona asociado a todas las poblaciones
microbianas que habitan en sus compartimentos (raiz, tronco, hojas, flores y fruto) denominado
holobionte (OIV-VITI 655-2021; Bettenfeld et al., 2022). Todos los factores que contribuyen al
concepto terroir también afectan a la composicion de las comunidades microbianas asociadas a
cada planta de vid dentro de un vifiedo. Por todo ello, teniendo en cuenta la interrelacion entre los
microorganismos y la planta de la vid (holobionte), parece l6gico asociar la respuesta de las
comunidades microbianas frente a las condiciones ambientales (climatoldgicas o de cultivo) a un

efecto sobre la planta de la vid que se traduce en un efecto en las uvas y, por lo tanto, en el vino

14



Introduccion

producido. Esta asociacion no es facilmente demostrable, y menos desde un punto de vista
experimental. Por un lado, estudiar la asociacion de la microbiota del vifiedo al concepto de
terroir, asentando la variable de terroir microbiano, supone definir un core microbiano
(Bettenfeld et al., 2022), es decir, un conjunto de especies caracteristico de una regidn vitivinicola
gue se mantenga en el tiempo y que pueda ser enlazado con las caracteristicas organolépticas del
vino obtenido. Por otro lado, supone conocer los flujos de las poblaciones de levaduras y los
componentes que actlan de reservorio a lo largo del sistema vifiedo-bodega, ya que las uvas y
parte de la estructura aérea de la planta de la vid son elementos anuales (Bettenfeld et al., 2022)
y, asociada a su formacidn y crecimiento, se inicia la colonizacion microbiana, cuya evolucion es
modulada por los factores externos y los propios de la planta de la vid, configurando una

microbiota anual que definird el conjunto de poblaciones implicadas en el proceso fermentativo.

Todo lo descrito hasta el momento define una microbiota natural que llega a la bodega a través
de la recoleccion de las uvas durante la vendimia. Nuevos aspectos que modifican la composicion
de las comunidades microbianas de las uvas deben de ser tenidos en cuenta a partir de este
momento. En primer lugar, la entrada de las uvas en la bodega supone un contacto directo con
todo el equipamiento que permite su procesado, atendiendo al tipo de vino que se elabore. La
presencia de poblaciones de levaduras vinicas residentes en el ambiente de la bodega, y su toma
de contacto con las uvas y con el mosto supone la inoculacion de nuevas poblaciones diferentes
de las procedentes del vifiedo (Alexandre, 2020). Ademas, las practicas enolbgicas aplicadas
durante los procesos prefermentativos y la fermentacion pueden modificar de forma notable la
composicion de las poblaciones iniciales de las uvas y el mosto y determinar su evolucion. Los
perfiles poblacionales nativos presentes en las uvas, asociados a todos los factores regionales,
intervifiedo e intravifiedo, pueden ser desplazados por las intervenciones posteriores en la bodega
(Mas y Portillo, 2022). Las intervenciones enoldgicas como la utilizacion de cultivos iniciadores
a partir de levaduras seleccionadas, o el enriquecimiento de poblaciones naturales mediante el
empleo de pies de cuba, son criticas desde un punto de vista de la ecologia microbiana. En ambos
casos, independientemente de su naturaleza, se produce la adicion de una poblacidn concreta de
levaduras en elevadas concentraciones sobre las poblaciones iniciales del mosto, presentes en
menor concentracién. Ambas estrategias suponen un desplazamiento de las poblaciones iniciales
del mosto, tanto por nimero como por competencia por los recursos nutricionales (Alexandre,
2020).

De esta forma, en el inicio del proceso de fermentacion se encuentra una mezcla de poblaciones
que atendiendo a su origen y naturaleza se pueden distinguir en: poblaciones nativas procedentes
del vifiedo y de la bodega, y poblaciones inoculadas obtenidas a partir de cultivos iniciadores de
levaduras seleccionadas o del enriquecimiento de poblaciones naturales (pie de cuba). La

evolucién de todas estas poblaciones dependera de mdaltiples factores, todos ellos relacionados
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con las practicas enoldgicas que se apliquen y con los factores internos propios del proceso de
fermentacion (ver apartado 1.1.2.2). Desde un punto de vista ecolégico se producird una sucesion
de poblaciones microbianas dirigida por las intervenciones enoldgicas y por la capacidad de
adaptacion y supervivencia de las levaduras vinicas. Desde un punto de vista enoldgico, se
producira la elaboracion del vino, con unas caracteristicas organolépticas propias derivadas de las

variedades de uvas y de la actividad metabdlica de todas las poblaciones microbianas presentes.

El conjunto vifiedo-bodega es un sistema muy complejo sobre el que actGan multiples factores
gue se pueden recoger en tres grandes grupos: climatoldgicos, propios de las caracteristicas del
vifiedo y su manejo viticola, y enolégicos. El efecto directo de estos factores sobre la composicion
de la microbiota asociada no es facil de medir, ya que no pueden ser considerados de forma
independiente. En cualquier trabajo de biogeografia microbiana, el parametro que permite valorar
estos efectos es la identificacion de la composicién de las comunidades microbianas asociadas a
diferentes habitats del conjunto (suelo, rizosfera, filosfera, mosto y fermentacion) y los cambios
que en ellas se producen. El principal inconveniente es que la respuesta que ofrecen las
comunidades microbianas es el resultado de la interaccion de todos los factores que actGan sobre
ellas y de su propia interaccion. La contribucion microbiana a todo el proceso de elaboracion del
vino, desde la salud del vifiedo hasta el desarrollo del proceso bioldgico de fermentacion, es clara
y queda reflejada en todo lo expuesto hasta este momento, sin embargo, todavia no hay evidencias
incuestionables con relacion a la definicion de terroir microbiano. En varios de los trabajos de
biogeografia microbiana se muestran resultados que permiten valorar este concepto como un
elemento mas dentro del concepto terroir. En estos trabajos se describen patrones microbianos
propios de una regién y se demuestra una correlacion entre estos patrones y las caracteristicas
organolépticas del vino obtenido (Knight et al., 2015; Bokulich et al., 2016; Morrison-Whittle &
Goddard, 2018). Sin embargo, otros trabajos demuestran resultados contradictorios que plantean
dudas sobre la aplicacion del término terroir microbiano (Alexandre, 2020; Camilo et al., 2022).
En todos los casos, se pueden observar diferencias en la escala del estudio biogeografico
(regional, local e intravifiedo) en la que se sittan los estudios (Figura 2). También se reflejan
diferencias en las dimensiones de la region que se establece como unidad de estudio y en los
disefios experimentales del estudio (tipos y caracteristicas de las muestras analizadas, forma de
recogida de las muestras y periodicidad de muestreo) y, por supuesto, en la metodologia de
andlisis utilizada. En relacion con la metodologia, el procedimiento de analisis utilizado determina
el alcance de la identificacion microbiana, es decir, poder determinar a nivel de género y/o
especie, o bien poder alcanzar el nivel de cepa dentro de una especie. Pero hay un objetivo comun
a todos estos estudios: describir y comprender la ecologia microbiana asociada al proceso de
vinificacion, sentando las bases del conocimiento necesario para convertirlo en un recurso

fundamental para la elaboracion de vinos singulares de alta calidad (Berbegal y col., 2017).
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1.3. Identificacion de levaduras vinicas

La identificacién microbiana tiene su origen en la caracterizacion fenotipica de cultivos puros.
Esta caracterizacion se basa en la descripcion morfoldgica de las colonias, tanto macro- como
microscopica, y en sus caracteristicas fisioldgicas y metabdlicas. Desde un punto de vista
metabolico, los microorganismos son identificados mediante un perfil bioquimico que se
fundamenta en la asimilacién de diferentes fuentes de carbono y nitrégeno, y/o en la presencia de
actividades enzimaéticas concretas (Renouf et al., 2007). Tanto la caracterizacion morfolégica
como bioquimica implican la utilizacion de medios de cultivo de enriquecimiento, selectivos y
diferenciales, que revelan las propiedades de los aislados objeto de estudio. La evolucién de esta
caracterizacion ha dado lugar al disefio de galerias miniaturizadas, que combinando un nimero
determinado de ensayos permiten alcanzar una correcta asignacion. En la actualidad, estas
técnicas son poco utilizadas en la identificacion de nuevos aislados, pero adquieren especial
importancia en procesos de seleccion de levaduras (Escribano et al.,, 2017). En estos
procedimientos, el objetivo es la descripcion y clasificacion de los aislados de levaduras,
atendiendo a la presencia de determinadas actividades enzimaticas asociadas a propiedades
tecnologicas concretas que tienen un impacto (beneficioso o perjudicial) sobre el perfil
organoléptico del vino o los procesos de vinificacion (clarificacion, estabilizacion proteica, etc.)
(OIV-OENO 370-2012). EIl principal inconveniente de estas técnicas es que necesitan un
profundo conocimiento sobre las condiciones de crecimiento de las especies y de desarrollo de su
actividad metabélica. Estas deben de ser reproducidas en el laboratorio y deben de ser
estandarizadas para alcanzar unas condiciones que garanticen el desarrollo y la evaluacion
bioquimica de las especies, cepas, aislados, etc. De forma general, cada una de las actividades
enzimaticas estudiadas requiere el disefio de un medio de cultivo especifico (Belda et al., 2016a;
Belda et al., 2016D).

En los procesos de determinacion de levaduras vinicas, los métodos moleculares basados en la
deteccidn de microorganismos a través de su ADN se instauran como herramientas rapidas y
precisas, que no necesitan un conocimiento previo de los aislados para obtener una identificacion
inequivoca. Dentro de estos métodos se distinguen dos grupos en funcion de si son procesos
dependientes o independientes de las técnicas de cultivo. Los métodos dependientes requieren la
obtencién de un cultivo puro, que supone varios pasos de aislamiento microbioldgico previos, a
partir del cual se realiza la identificacibn molecular. Los métodos independientes se aplican
directamente sobre las muestras objeto de estudio, sin ningln tipo de aislamiento microbioldgico
inicial, y su punto de partida es la extraccién de todo el material genético (ADN o ARN) de las

muestras (Sumby et al., 2021).
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Figura 3. Proceso de identificacion y clasificacion realizado en este trabajo. A) Regiones del ADNr (ITS-5.8S y 26S)
amplificadas mediante PCR para la identificacion de los aislados a nivel de especie. B) Patrones moleculares obtenidos
con el método PCR-RFLP ITS-5.8S que permiten la clasificacion de los aislados en grupos moleculares y una primera
asignacion a nivel de especie. C) Confirmacion de los grupos moleculares obtenidos mediante secuenciacion Sanger
de la region D1/D2 del ADNr. D) Determinacion del nivel de cepa, dentro de la especie S. cerevisiae, mediante el
método RFLP del ADNmt utilizando la enzima de restriccion Hinfl. E) Identificacion, clasificacion y cuantificacion
del conjunto de grupos genéticos obtenidos a nivel de especie y a nivel de cepa.

La identificacion y clasificacion de la coleccion de levaduras vinicas utilizada en este trabajo se
basa en dos métodos dependientes de cultivo, cada uno dirigido a un nivel de determinacion: el
nivel de especie para todo el conjunto de levaduras analizadas y el nivel de cepa dentro de la
especie S. cerevisiae (Esteve-Zarzoso et al., 1999) (Figura 3). Los dos métodos utilizados, a pesar
de su diferente finalidad, se basan en el Polimorfismo para la Longitud de los Fragmentos de
Restriccion (RFLP, siglas en inglés de Restriction Fragment Length Polymorphism). Esta técnica
se fundamenta en la digestion enziméatica de un determinado material genético, o de regiones
concretas dentro del genoma de las levaduras, mediante el uso de endonucleasas de restriccion.
Estas enzimas se caracterizan por reconocer secuencias diana especificas a lo largo del genoma
de las levaduras, que sefialan puntos de corte en el ADN sobre los que actia la enzima. El patron
de corte mas o menos frecuente de cada enzima da lugar a una serie de fragmentos de ADN de
diferente longitud, que son especificos de la secuencia nucleotidica de cada levadura. Estos

fragmentos se separan y visualizan mediante técnicas de electroforesis en geles de agarosa,
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revelando un perfil de bandas que representa un patrén molecular caracteristico de la especie 0

cepa de levadura objeto de estudio. A continuacidn, se detallan los dos métodos utilizados.

1.3.1. Método de identificacion de especies de levaduras vinicas: PCR-RFLP de la region
ITS-5.8S del ADN ribosomal

Las secuencias de las regiones ribosomales presentan una baja variabilidad intraespecie, pero un
elevado polimorfismo interespecie, caracteristica que las convierte en secuencias muy Utiles para
la identificacién y clasificacion de especies de levaduras vinicas. Los genes ribosomales 5.8S,
18S y 26S se disponen en tandem, constituyendo unidades de transcripcién que se repiten a lo
largo del genoma. Dichas unidades incluyen regiones no codificantes conocidas como
espaciadores internos (ITS1 e ITS2) y externos (ETS) (Fernandez-Espinar et al., 2005). El
conjunto ribosomal constituido por el gen ribosomal 5.8S (region codificante y conservada) y las
regiones ITS1 e ITS2 flanqueantes (regiones no codificantes y variables) es el mas utilizado en la
determinacion de especies, ya que presenta una variabilidad interespecifica mayor que las
secuencias de los genes ribosomales 18S y 26S (Esteve-Zarzoso et al., 1999) (Figura 3A).

Este método requiere la amplificacién previa de la regién ribosomal 1TS-5.8S mediante la
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, siglas en inglés de Polymerase Chain Reaction). El
producto de amplificacion obtenido se somete a digestion enzimatica utilizando las endonucleasas
Cfol, Haelll, Hinfl, Ddel y Mbol (OIV-OENO 408-2011). Cada especie da lugar a un perfil de
bandas diferente asociado a una enzima concreta (Figura 3B). La coincidencia de patrones entre
especies muy relacionadas entre si requiere la utilizacién de mas de una enzima de restriccion
para concluir la identificacion de la especie. El procedimiento PCR-RFLP ITS-5.8S del ADNr es
el principio de la primera base de datos de referencia en la identificacion de levaduras vinicas,
formada por 132 especies, pertenecientes a 25 géneros distintos (Esteve-Zarzoso et al., 1999).
Esta base de datos fue completada por otros autores (Segura et al., 2010; Tofalo et al., 2014), y
en la actualidad se encuentra disponible a través de una plataforma on-line (http://yeast-id.com),
que recoge los patrones de restriccion definidos por las endonucleasas Haelll, Hinfl, Cfol y Ddel
para cada levadura registrada. La comparacion de los patrones disponibles con los patrones objeto

de estudio permite alcanzar la identificacion de las especies.

Para tener éxito en las identificaciones por comparacion de patrones moleculares, es necesario
considerar las condiciones de andlisis descritas en los trabajos de referencia (Esteve-Zarzoso et
al., 1999). Son importantes las concentraciones de agarosa necesarias para separar fragmentos de
restriccion cuya longitud se diferencia en unas pocas pares de bases (pb), como p. gj. el patron de
S. cerevisiae obtenido con la enzima Hinfl (125 + 365 + 375 pb) (Figura 3B). La separacion de
fragmentos de ADN con diferencias de tamafio de 10 pb, o menores, requiere una implementacion

adecuada de este método en el laboratorio. También es importante la incorporacion de cepas de
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referencia para valorar el comportamiento electroforético de patrones conocidos en las
condiciones de trabajo de cada laboratorio. Estas condiciones influyen en la estimacion de los

tamafios de las bandas que pueden oscilar en un intervalo de + 20 pb (Segura et al., 2010).

Una aplicacion interesante de este método es la posibilidad de agrupacién y clasificacion que
ofrece en los trabajos de ecologia microbiana, que se inician con la obtencion y caracterizacion
de una extensa coleccién de aislados de levaduras vinicas. En estos trabajos, la clasificacion del
conjunto de aislados en grupos de trabajo de interés, en funcién de los objetivos del estudio,
facilita el manejo de la coleccion de levaduras. Cada patron molecular obtenido identifica a un
grupo de aislados y posibilita su ordenacidn. El establecimiento de estos grupos también permite
la confirmacion de la identificacion de especies realizada por comparacion de patrones de
restriccion mediante otros métodos moleculares, como la secuenciacion de Sanger de las regiones
D1/D2 del extremo 5’ del gen 26S del ADNr (Fernandez-Espinar et al., 2011) (Figura 3A). De
cada grupo genético de aislados establecido se selecciona un nimero reducido de aislados (en
funcion del nimero total de aislados del grupo) como representantes, y mediante secuenciacion
se confirma la identificacion de la especie asignada (Figura 3C). Esto es fundamental en el caso
de obtener variaciones en los patrones moleculares, que pueden derivar de la variabilidad de la
técnica asociada a cada laboratorio, o bien de diferencias gendmicas no descritas en la secuencia
amplificada que sean especificas de los aislados objeto de estudio. También es importante si la
diversidad de patrones moleculares obtenida es muy elevada y no se dispone de cepas patrén que
permitan validar los resultados, o si la agrupacion realizada da lugar a grupos formados por un

namero muy reducido de aislados.

1.3.2. Método de diferenciacién de cepas de S. cerevisiae: RFLP del ADN mitocondrial
(RFLP-ADNmt)

El andlisis de restriccién del ADN mitocondrial (ADNmt) destaca por ser el método mas adecuado
para establecer la variabilidad genética entre cepas de S. cerevisiae (Lopez et al., 2001; Di Maio
etal., 2012). El ADNmt de S. cerevisiae es una molécula circular de pequefio tamafio (65-80 kb).
Su andlisis mediante RFLP permite la caracterizacion de diferentes cepas basandose en el alto
grado de polimorfismo que presenta, y en la estabilidad de la misma durante la multiplicacion

vegetativa (Ribéreau-Gayon et al., 2021).

Esta técnica requiere la obtencién previa del ADN total de la levadura, el cual incluye el ADN
nuclear y el mitocondrial, a partir de un cultivo puro del aislado (Querol et al., 1992).
Posteriormente, el ADN total se somete a una digestion enzimatica y el producto de la digestion
se separa mediante electroforesis en gel de agarosa (Figura 3D). El fundamento de esta técnica
reside en las diferentes proporciones de G+C y A+T entre el ADNmt y nuclear. La molécula de

ADNmMt se caracteriza por un elevado contenido en A+T (75%) pero, ademas, presenta unas 200
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zonas ricas en G+C (Fernandez-Espinar et al., 2005). La digestion del ADN total utilizando
endonucleasas de restriccion del tipo GCAT, que no reconocen ni secuencias ricas en GC ni
secuencias ricas en AT, da lugar a una restriccion diferencial entre el ADNmt y nuclear. De esta
forma, el ADN nuclear es altamente digerido debido al elevado nimero de puntos de corte que
presenta, dando lugar a fragmentos de restriccidn de pequefio tamafio que no pueden ser resueltos
mediante electroforesis en gel de agarosa. Sin embargo, la digestion del ADNmt da lugar a
fragmentos de longitud variable, en un nimero no muy abundante, cuya separacion mediante
electroforesis en geles de agarosa determina patrones de bandas que definen el perfil especifico
de una cepa (Figura 3D). Son varias las enzimas de restriccion utilizadas (Haelll, Hinfl, Rsal,
EcoRV, Alul), presentando diferente grado de polimorfismo en funcién de la especie de levadura
considerada. En el caso de S. cerevisiae las enzimas de restriccion recomendadas son Hinfl,
Haelll y Rsal (Fernandez-Espinar et al., 2005; OIV-OENO 408-2011). EI método de
diferenciacion RFLP-ADNmt también puede ser utilizado en la caracterizacion de cepas
pertenecientes a especies de levaduras no-Saccharomyces (Belloch et al., 1997; Fernandez-
Espinosa et al., 2011).

De forma general, cuando se realizan agrupaciones de aislados a partir de la identificacién de
patrones moleculares, en donde cada patron distinto define un grupo genético, se pueden
establecer unidades propias de clasificacién que son funcionales dentro de los objetivos del
trabajo realizado y que se conocen como unidades taxondmicas operacionales (OTU, siglas en
inglés de Operational Taxonomic Unit) (Gonzalez-Andrés, 2001; Yu et al., 2021). Asi, todos los
aislados que comparten los mismos perfiles PCR-RFLP ITS-5.8S y RFLP-ADNmt constituyen
un grupo genético que puede ser definido como una unidad de clasificacion en un estudio (OTU)
(Figura 3D). Con toda probabilidad, a lo largo del trabajo, estos grupos son atribuidos a una
especie e incluso a una cepa de levadura, pero en el momento de clasificacion de la coleccion de
aislados, donde el criterio de agrupacién se establece a partir de sus patrones moleculares, son
unidades de clasificacion y trabajo propias del estudio. Esta asignacion de unidades de estudio es
ampliamente utilizada en los trabajos de ecologia microbiana realizados mediante
metagenémica®, en los que se denomina OTU a la agrupacion de secuencias iguales que
determinan la obtencién de una secuencia consenso representativa de cada grupo genético
establecido, a partir de la cual se realiza la identificacion de los géneros o especies de levaduras
(Belda et al., 2017a). El sentido de utilizacion del término OTU se ajusta a lo explicado, ya que
son unidades del estudio formadas por conjuntos de secuencias idénticas, pero esto no lo convierte

en un término de aplicacion exclusiva a los trabajos de metagendmica.

2 Metagenomica se refiere al estudio de comunidades microbianas, de cualquier ambiente natural (habitat), mediante

el andlisis de su material genético.
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La realizacion de estudios de metagendmica mediante técnicas de secuenciacion de nueva
generacion (NGS, siglas en inglés de Next Generation Sequencing) supone un cambio en el
enfoque de la ecologia microbiana. A partir de cualquier tipo de muestra (suelo, rizosfera,
filosfera, mosto y fermentacion) se obtiene el conjunto de ADN de todos los microorganismos
presentes en la muestra y se procede directamente a su secuenciacion también de forma conjunta,
ya que las técnicas de nueva generacion permiten desarrollar procesos de secuenciacion masiva y
de alto rendimiento a partir de millones de fragmentos de ADN. Estas técnicas evitan los sesgos
de resultados derivados del fundamento de cualquier método dependiente de cultivo. En primer
lugar, permiten la identificacién del 25-50% de las especies de microorganismos que no son
cultivables bajo condiciones de laboratorio (Stefanini & Cavalieri, 2018); teniendo especial
interés en la determinacién de microorganismos viables no cultivables que no se pueden recuperar
mediante cultivos microbiol6gicos, pero que presentan actividades metabodlicas de interés en el
habitat que ocupan (Renouf et al., 2007). En segundo lugar, evitan la ineludible seleccion que las
condiciones de cultivo generales aplicadas en el laboratorio ejercen sobre las diferentes especies
microbianas presentes de forma natural en las muestras objeto de estudio. Esta seleccidn favorece
la identificacion de especies dominantes o de especies mejor adaptadas a las condiciones del

laboratorio.

La equitatividad de las especies en los diferentes habitats supone un inconveniente comdn a ambas
metodologias. Las especies dominantes en un habitat pueden llegar a ser 1.000 veces mas
abundantes que las especies minoritarias, lo que dificulta la identificacién y estimacion de las
poblaciones poco abundantes. En el caso de los métodos dependientes de cultivo, se recurre a
estrategias de enriquecimiento en las que no siempre se consigue que la presion de las especies
dominantes permita la identificacion de las especies minoritarias (Renouf et al., 2007). En el caso
de los métodos independientes de cultivo, este inconveniente se traduce en la diferencia de
representatividad del ADN de las especies minoritarias obtenida durante el proceso de extraccién

y la débil amplificacién de las secuencias poco representadas (Sumby et al., 2021).

Por Gltimo, también hay que tener en cuenta los sesgos derivados de los métodos independientes
de cultivo, como la incertidumbre asociada al propio proceso de amplificacion de ADN o las
variaciones en los resultados de identificacion asociadas a la utilizacion de diferentes regiones
especificas dentro de los genes ADNr 16S (bacterias) y los genes ADNr 26S, 18S y 5.8S, junto
con las regiones ITS (levaduras), para la amplificacion del ADN y su posterior secuenciacion
(Stefanini & Cavalieri, 2018). Otro sesgo a tener en cuenta es que las técnicas de secuenciacion
no diferencian entre el material genético procedente de microorganismos vivos y muertos, y
adquiere especial relevancia en los analisis de metagenémica realizados a partir de muestras de
suelo, el cual actGa como un reservorio de microorganismos vivos, pero también como un

depdsito de microorganismos muertos (Giraldo-Pérez et al., 2021).
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A pesar de la relevancia de las técnicas de secuenciacion NGS, en base a la amplitud de
posibilidades y la magnitud de resultados que ofrecen, hay un hecho importante que todavia no
solventan y es el alcance de las identificaciones taxonémicas, es decir, el nivel de identificacion
al cual llegan. Dependiendo de la capacidad de resolucion de las secuencias consenso obtenidas
a partir de los conjuntos de secuencias iguales u OTUs, se realizan identificaciones a nivel de
familia, de género o de especie, pero en ningun caso se puede alcanzar el nivel de cepa. Por ello,
todos los estudios realizados a nivel de cepa deben de ser realizados mediante métodos
dependientes de cultivo, los cuales si permiten alcanzar este nivel taxondmico. Otra circunstancia
relacionada con el nivel taxonémico en el cual se ofrecen los resultados es que dentro de una
familia o de un género microbiano pueden encontrarse especies relevantes desde un punto de vista
enolégico, o bien otras especies ambientales carentes de interés. Por ello, la identificacion
realizada en niveles taxondémicos superiores puede no ser totalmente representativa de la
comunidad microbiana estudiada ni de su efecto en el proceso de vinificacion (Camilo et al.,
2022).

De forma independiente al método o técnica utilizada, en el desarrollo de estudios de biogeografia
microbiana es fundamental el planteamiento de un adecuado disefio experimental que defina un
buen plan de muestreo (Sumby et al., 2021). EI muestreo debe de ser representativo de los
diferentes ecosistemas objeto de estudio y debe de considerar la evolucién temporal de los
ecosistemas e integrarla en el disefio experimental. Ademas, debe de contemplar la variabilidad
existente dentro de los diferentes habitats relacionados con el microbioma del vifiedo, para que
los resultados obtenidos no presenten sesgos derivados de la diferente distribucién de las
poblaciones microbianas dentro de una baya, de un racimo, de una planta de vid o de un vifiedo,
dependiendo del tipo de muestra considerado (Griggs et al., 2021). Estos sesgos también pueden
estar asociados a la presencia de diferentes enfermedades en la vid (Barata el al., 2012), o bien

ser consecuencia de un factor ambiental no valorado dentro de los objetivos del estudio.

1.4. Indices ecoldgicos

Para desarrollar estudios de biogeografia microbiana es necesario analizar la biodiversidad de los
ecosistemas a diferentes niveles (Figura 4). La identificacion de todas las especies que forman
parte de cada comunidad y la determinacion de su proporcionalidad son el inicio de cualquier
estudio de ecologia (Figura 4A). A partir de estos datos, y aplicando diferentes medidas o indices
de biodiversidad, se definen la estructura y composicion de las comunidades microbianas objeto
de analisis. De esta forma, se pueden establecer comparaciones entre comunidades y valorar
dindmicas y evolucion de poblaciones con el fin de entender la complejidad del microbioma
asociado al vifiedo y de vincular la composicion de las comunidades a su funcion en los

ecosistemas, uno de los principales retos de la ecologia microbiana (Bagheri et al., 2017). En el
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desarrollo de este trabajo se contemplan dos niveles de diversidad: la diversidad-alfa (o)

(intradiversidad) y la diversidad-beta (B) (interdiversidad).
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Figura 4. Determinacion de la diversidad-alfa (o) y beta (B) en este estudio. A) Representacion de cinco poblaciones
microbianas (M1, M2, M3, M4 y M5) compuestas por diferentes especies. Cada letra representa a una especie diferente
y el tamafio de la letra se corresponde con el numero de individuos (abundancia) de cada especie y en cada poblacion.
B) Diversidad-o determinada mediante el indice de Shannon. Representacion del indice de Shannon (derecha) y de los
dos parametros que se consideran para su calculo: la riqueza de especies (S, nimero de especies diferentes en cada
poblacion) (izquierda) y el nimero total de individuos (n) de cada poblacion (centro). C) Diversidad-f3 mediante NMDS
considerando a las especies como objetos (izquierda) o como variables del analisis (derecha). Basado en el trabajo de
Stefanini y Cavalieri (2018).

La diversidad-a establece la estructura de una comunidad microbiana asociada a un habitat
determinado, y se considera una medida de la diversidad local a nivel de comunidad (Figura 4B).
El indice de Shannon (H) es una de las formas de calculo de esta diversidad. Este indice relaciona
la riqueza de especies (S; nimero total de especies diferentes identificadas en un muestreo) y la
abundancia relativa de las mismas (p;; proporcion del nimero de individuos de cada especie,
respecto al nimero total de individuos estimados en el muestreo), mediante la siguiente formula:
H= -1 Zf=1 pi x In(p;) (Castrillo et al., 2020; Sumby et al., 2021). Los valores que aporta este
indice se encuentran entre cero (valor minimo) y un valor maximo, al que no se le confiere limite
tedrico (Shannon, 1948). Cuanto mayor sea el valor del indice, mayor sera la diversidad-a
estimada, aumentando en relacion con dos variables: el aumento del nimero de especies y/o el
aumento de la equitatividad de especies, es decir, el aumento del nimero de especies que
presentan valores semejantes de abundancia (Figura 4B). Este valor de diversidad permite
establecer comparaciones entre conjuntos de comunidades microbianas relacionadas con

diferentes habitats, como compartimentos del vifiedo (suelo, rizosfera y filosfera) o parcelas
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dentro de una misma regién. También permite hacer comparaciones de comunidades a lo largo
de una sucesion temporal en el mismo hébitat (fases de la fermentacion alcohdlica). En este tipo
de diversidad, la identificacion de especies proporciona los valores de nimero de especies
diferentes y de nimero de individuos que forman parte de la misma especie, pero no es relevante

la informacion relacionada con el tipo de especie.

La diversidad-p permite establecer diferencias entre las comunidades microbianas atendiendo a
la composicion de las especies (Figura 4C). De este modo, se define la heterogeneidad de especies
dentro de las comunidades comparadas en base a las especies compartidas por mas de una
comunidad y a las especies propias de cada una de ellas. Una de las formas de estimar esta
diversidad es desarrollar andlisis exploratorios multivariantes, dentro de los cuales se encuentra
el escalamiento multidimensional no métrico (NMDS, siglas en inglés de Nonmetric
Multidimensional Scaling). Este método de ordenamiento es reconocido como uno de los méas
adecuados para la representacion de la diversidad-p, establecida a partir de estudios moleculares
de ecologia microbiana basados en técnicas de determinacion de polimorfismos de ADN, como
las técnicas RFLP (Ramette, 2007). EI NMDS permite el mapeo de un grupo de items en un
espacio geométrico de dos dimensiones demostrando las relaciones existentes entre ellos. El
punto de partida de este analisis es una matriz de datos que registra la abundancia de un conjunto
de especies en relacion con los diferentes factores de andlisis (muestras) considerados en el
estudio, como habitat, afiada, tratamientos aplicados, etc. (p.ej.: matriz especies x habitat). A
partir de la matriz de datos se calcula una matriz de distancias, seleccionando una medida de
distancias ecoldgicas, como la distancia de Bray-Curtis (Bray & Curtis, 1957), una de las medidas
mas utilizadas en ecologia microbiana (Paliy & Shankar, 2016). Esta distancia determina la
proximidad entre los items, haciendo comparaciones de la abundancia de las especies por pares
de muestras (factores de analisis). Cuanto menor es la distancia calculada entre los items, mayor
es su proximidad y, por lo tanto, mayor es su similitud. Aplicando el algoritmo NMDS sobre la
matriz de distancias calculada se establece un rango de clasificacion que determina la ordenacion
espacial que mejor representa las diferencias entre los items y que da lugar al mapeo en el espacio
geométrico. De esta forma, se describe la relacién entre la composicion de la comunidad
microbiana y los diferentes factores que son considerados en el analisis, como parcelas de vifiedo
o0 afladas. En funcion de cémo se defina el andlisis, las especies que componen la comunidad
microbiana pueden ser valoradas como objetos o como variables del estudio. Si son consideradas
como objetos, los items representados en el espacio geométrico son las propias especies incluidas
en el analisis, y su distribucion en el espacio demuestra la relacién de las mismas con los factores
de analisis (afiada, vifiedo, etc.) mediante agrupaciones de especies que son comunes o especificas
de una afiada, de una parcela, o de la combinacion de ambos factores (Figura 4C). Si, por el

contrario, las especies son contempladas como variables del andlisis, los items mapeados son las
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parcelas y/o las afiadas estudiadas y se mostraran tanto mas agrupadas cuanto mayor sea la
similitud de composicion de sus comunidades microbianas (Portillo et al., 2016; Alonso et al.,
2019; Castrillo et al., 2020) (Figura 4C).

Es importante considerar que el término de biodiversidad incluye tanto la estructura y
composicion de las comunidades como su funcionalidad en el ecosistema. Determinar la
diversidad-a y diversidad-p es un paso fundamental para entender la funcion de las comunidades
microbianas en su habitat natural. El concepto de redundancia funcional define un conjunto
formado por diferentes grupos taxondmicos que se agrupan en el mismo habitat, formando parte
de la misma comunidad microbiana al compartir una misma funcion metabélica (Griggs et al.,
2021). Teniendo en cuenta este concepto, cambios en la composicién de las especies dentro de
una comunidad no necesariamente implican cambios en la funcionalidad del ecosistema; y la
conservacion de una funcién est4 asociada a la diversidad de la comunidad microbiana que se
establece en base a ella (Griggs et al., 2021). Plantear un enfoque global en el estudio del
microbioma del vifiedo permite obtener informacion y herramientas en favor de su conservacion

y de su aplicacién en la mejora de los procesos vitivinicolas.

2. LEVADURAS EN LA DIFERENCIACION, TIPICIDAD Y CALIDAD DEL
VINO

2.1. Produccidn ecoldgica. Influencia en la diversidad, calidad y tipicidad

Factores como la estabilidad estructural y funcional de los ecosistemas y su capacidad para
adaptarse a los cambios (resiliencia®) se relacionan con valores elevados de biodiversidad. De la
misma forma, como consecuencia de la obtencion de ecosistemas equilibrados, determinados
procesos relacionados con la nutricion y la salud de las plantas, como los ciclos biogeoguimicos
de los nutrientes, la detoxificacion del suelo o el control de plagas a través de la estabilidad
poblacional de los ecosistemas, también se ven beneficiados (Giraldo-Pérez et al., 2021). Como
resultado, se establece un ecosistema agricola en el que la preservacion de la biodiversidad se
convierte en un elemento clave para obtener cultivos sanos y equilibrados nutricionalmente, en
los que la demanda de fertilizacion y de tratamiento mediante plaguicidas serd menor a lo
largo del tiempo (Giraldo-Pérez et al., 2021). Esta es la base de la produccion ecolégica de
cualquier cultivo, incluido el vifiedo, regulada por la aplicacion de la normativa europea
Reglamento (UE) 2018/848 del Parlamento Europeo y del Consejo de 30 de mayo de 2018,
sobre produccion ecoldgica y etiquetado de los productos ecoldgicos desde el 1 de enero de
2022.

3 EIl concepto de resiliencia ecolégica se refiere a la capacidad de los ecosistemas para mantener su estructura y
funcionalidad frente a diferentes cambios.
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El vifiedo y todo su entorno constituyen un agroecosistema. La produccion ecoldgica tiene como
objetivo favorecer la biodiversidad de especies (animales, vegetales y microorganismos) y el
equilibrio de todos los ecosistemas asociados al vifiedo mediante la aplicacion de diferentes
practicas agricolas. Para conseguirlo, la normativa establece una serie de requerimientos, como
la aplicacion de fertilizacion orgénica (estiércol, compost, restos de poda, etc.), el control natural
de plagas y enfermedades, el aumento de la diversidad dentro y alrededor del vifiedo (cubiertas
vegetales entre lineas de vid, conservacion de las linderas, mantenimiento de manchas de
vegetacion circundantes, etc.), y el control del rendimiento de la produccion. También prohibe el
uso de fertilizantes y plaguicidas de origen quimico. En relacion con el control de plagas, cuando
las préacticas preventivas no son suficientes, la normativa incluye un listado de sustancias
permitidas entre las que se encuentran sustancias minerales como el azufre y el cobre,
bioplaguicidas (Bacillus thuringiensis, Trichoderma sp., etc.), feromonas sexuales para la captura
masiva de insectos, etc. En cuanto al proceso de elaboracidn, siempre dentro de la aplicacion de
buenas practicas enoldgicas, la normativa también recoge un listado de aditivos permitidos y
determina limites en la utilizacion del SO,, estableciendo concentraciones maximas permitidas
dependiendo del tipo de vino considerado. Todas las practicas de cultivo ecoldgico dirigidas a
favorecer la diversidad en los ecosistemas tienen, de una forma directa o indirecta, efectos
fundamentales sobre la salud y la nutricion del vifiedo, y por lo tanto sobre la obtencion de un
vino de calidad (Sumby et al., 2021).

Desde un punto de vista de ecologia microbiana, las intervenciones realizadas sobre el vifiedo
suponen un factor de variacion de las comunidades microbianas, tanto en la escala intra- como en
la escala intervifiedo. Empezando por el manejo del suelo, se demuestran diferencias
significativas en la biodiversidad microbiana de los suelos gestionados bajo sistemas de
produccién ecolégica que incluyen diferentes técnicas de fertilizacion organica (Morrison-
Whittle et al., 2017). En cuanto a los tratamientos preventivos o curativos realizados frente a
diferentes especies de hongos fitopatdgenos, durante los periodos de formacién y maduracion de
las uvas se evidencia que son mas recurrentes en sistemas de produccién convencionales
(Morrison-Whittle et al., 2017; Giraldo-Perez et al., 2021; Sumby et al., 2021). De forma general,
se demuestra una mayor diversidad de levaduras en los sistemas de produccidn ecolégicos frente
a los sistemas de produccion convencional. Dependiendo de los estudios, esta diferencia se
sustenta o bien en el aumento de la frecuencia en especies minoritarias (Castrillo et al., 2019), o
bien en el aumento de la riqueza de especies (Setati et al., 2012). Aunque también hay estudios
que revelan un descenso de la diversidad de levaduras en muestras procedentes de sistemas
ecoldgicos (Grangeteau et al., 2017). Este descenso se relaciona con la presencia de especies
fitopatdgenas que interaccionan con las especies de levaduras y modulan sus poblaciones, y con

la aplicacion de tratamientos fungicidas de cobre en dosis altas (Grangeteau et al., 2017). También
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se establecen diferencias en la diversidad de poblaciones de bacterias, hongos y animales
eucariotas a partir de muestras de suelo procedentes de sistemas de produccion ecoldgicos y
convencionales (Giraldo-Pérez et al., 2021). Sin embargo, el tamafio de las diferencias
demostradas es moderado (menor del 10%) y no afectan por igual a los diferentes grupos
poblacionales. Las poblaciones flngicas no presentaron diferencias en cuanto a su composicion,
pero si demostraron diferencias en relacion con su abundancia, en una de las dos regiones
incluidas en el estudio. En base a estos resultados, es importante sefialar que el efecto sobre la
biodiversidad, de cualquiera de los manejos realizados en un sistema de produccion, estd muy
influenciado por el tipo de muestra (habitat: suelo, uvas, mosto y fermentacion) que se considere
en el estudio (Morrison-Whittle et al., 2017).

Los tratamientos fungicidas utilizados en todos los sistemas de produccién implican un efecto
sobre la composicion y estructura de las comunidades microbianas que constituyen el microbioma
del vifiedo (Morrison-Whittle et al., 2017). Entre los tratamientos més utilizados en vifiedos de
produccion ecoldgica se encuentran los fungicidas con base mineral de cobre y azufre (Sumby et
al., 2021). Estos fungicidas de amplio espectro evitan la aparicion de resistencias, pero su falta de
selectividad supone un efecto, en mayor o menor grado, sobre todas las poblaciones fangicas
presentes, tanto hongos fitopatégenos como levaduras. Dichos efectos dependen de la dosis, del
numero de tratamientos y de la especificidad que tienen algunos tratamientos sobre determinadas
especies, p.ej., se demuestran efectos adversos de tratamientos fungicidas de cobre con relacion
a la diversidad de las poblaciones de levaduras en uvas (Grangeteau et al., 2017; Sumby et al.,
2021). También se confirma la resistencia de S. cerevisiae y otras especies fermentativas al azufre
(Cordero-Bueso et al., 2011; Sumby et al., 2021).

La composicion de las comunidades de levaduras descrita en funcidn del sistema de produccién
considerado es variable, dependiendo del trabajo consultado (Sumby et al., 2021). Algunas
especies de levaduras Basidiomycota oxidativas, como Cryptococcus spp., se relacionan con
vifiedos de produccidn ecolégicos (Castrillo et al., 2019). Otras especies, como A. pullulans, se
describen como mayoritarias tanto en sistemas de produccion ecoldgica, como en sistemas de
produccién convencional (Castrillo et al., 2019; Sumby et al., 2021). Estos hallazgos
contradictorios pueden encontrar justificacion en el disefio experimental, en los métodos de
andlisis utilizados, o en la subestimacién de la interrelacion de los factores objeto de estudio
(sistema de produccion, tratamientos, etc.), con otros factores como las condiciones
climatoldgicas o la localizacion del vifiedo (Sumby et al., 2021). Considerando un punto de vista
ecoldgico, son numerosas las interacciones descritas entre diferentes especies del mismo habitat
(Setati et al., 2012; Grangeteau et al., 2017). La especie A. pullulans es reconocida como un
potencial agente de biocontrol, por lo que su presencia podria inhibir a otras especies (Setati et

al., 2012). Por otro lado, también se atribuyen efectos moduladores a nivel poblacional a varias
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especies de levaduras (H. uvarum y Metschnikowia spp.) y a la presencia de hongos fitopatégenos
(Grangeteau et al., 2017). Por todo ello, la diferencia de resultados obtenidos podria atribuirse a
la interrelacion de diferentes especies dentro de un mismo hébitat. También habria que tener en
cuenta otras condiciones, como la falta de competencia en la disponibilidad de recursos
nutricionales en hébitats con bajos valores de diversidad, o la diferente resistencia que ofrecen las
especies en funcion del tipo de tratamiento aplicado (Sumby et al., 2021). Estas dos Ultimas
premisas permiten explicar las diferencias de diversidad encontradas al estudiar poblaciones de
S. cerevisiae en muestras de uvas y de fermentacion procedentes de vifiedos convencionales y
ecoldgicos (Borlin et al., 2020). La comparacion demuestra escasas diferencias en la composicion
de las poblaciones de S. cerevisiae y un aumento de la abundancia de las poblaciones en uvas

procedentes de vifiedos de produccién convencional.

A pesar de ser uno de los objetivos principales de muchos trabajos de ecologia microbiana,
todavia no se ha alcanzado una decision unanime en cuanto a la contribucion del microbioma del
vifiedo al perfil sensorial del vino obtenido (Morrison-Whittle et al., 2017; Camilo et al., 2022).
No hay ninguna duda de que todas las comunidades microbianas asociadas a las uvas entran en la
bodega durante la vendimia. La composicion y estructura de estas comunidades son el resultado
de complejas interacciones entre las diferentes especies durante la maduracion de las uvas, las
cuales son dirigidas por multiples factores externos, entre los que se encuentra el manejo del
vifiedo bajo un sistema concreto de produccion. La recoleccion, la seleccion, el procesamiento
inicial de las uvas en funcion del tipo de vino elaborado y el ambiente de la bodega suponen
nuevos factores de modulacion de las comunidades microbianas presentes en las uvas. De esta
forma, el mosto obtenido presenta una compleja comunidad microbiana inicial, que es el in6culo
de la fermentacion alcohdlica posterior. Cuanto mayor sea la diversidad microbiana presente en
las uvas, mayor sera la diversidad recogida en el mosto. La expresion de esta diversidad dependera
principalmente del manejo enoldgico que se plantee, siendo solo posible con el desarrollo de
fermentaciones espontaneas o con la utilizacion de una seleccidn de levaduras nativas procedentes
del vifiedo (Mas y Portillo, 2022).

Los sistemas de produccion ecoldgica entienden la biodiversidad como el eje de funcionamiento
del manejo de los vifiedos. La biodiversidad asociada al suelo, a la vid y al ambiente del vifiedo,
de forma directa o indirecta, intervienen en la nutricién de la vid, en el desarrollo de su ciclo
fenologico, en la defensa del vifiedo frente a enfermedades o frente a situaciones de estrés como
la sequia y, por lo tanto, en la correcta formacion y maduracion de las uvas (Bonanomi et al.,
2016). La recoleccién de las uvas en un estado 6ptimo es uno de los principales factores que
aseguran la calidad del vino que se va a elaborar. Alcanzar un perfil sensorial que distinga al vino
como un producto singular depende de mantener la coherencia entre el manejo enoldgico en la

bodega y las préacticas aplicadas en el vifiedo. Cada una de las decisiones que se toma marca la
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composicion y evolucion de las comunidades microbianas, definiendo las caracteristicas que

pueden dar lugar a la obtencion de un vino unico (Cordero-Bueso et al., 2018).

2.2. Contribucion enoldgica de las levaduras Saccharomyces y no-Saccharomyces

La fermentacion alcohdlica es un proceso biolégico que supone la sucesidn de diferentes
poblaciones de levaduras no-Saccharomyces y Saccharomyces. A partir del mosto, como
resultado de la actividad metabdlica de las levaduras, se obtiene una compleja matriz de
compuestos quimicos que determina las propiedades organolépticas (apariencia visual, olor, sabor
y textura) del vino obtenido al final de la fermentacion. Compuestos como el etanol, el glicerol y
determinados &cidos, como el &cido acético o el &cido succinico, derivan del metabolismo
primario de las levaduras. Después del agua, estos compuestos son los més abundantes y estan
relacionados con la textura (paladar, sensacion en boca, cuerpo y estructura) y el sabor del vino
(dulce, salado, acido, amargo y umami). Otros compuestos, como alcoholes superiores, acidos
grasos, ésteres, compuestos carbonilicos (aldehidos), compuestos azufrados (SHz) y fenoles
volatiles, proceden del metabolismo secundario de las levaduras y constituyen los principales
componentes del aroma del vino. La composicién y la concentracion de todos los compuestos
mencionados, junto con su interrelacion en la matriz vinica, determinan el equilibrio de las
caracteristicas organolépticas de un vino y definen su calidad y singularidad (Swiegers et al.,
2005; Romano et al., 2022; Figura 5).
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Figura 5. Perfil quimico y aromatico de los vinos. A) Principales componentes de un vino y su proporcion media
expresada como porcentaje de peso por volumen (p/v) (Sumby et al., 2010). B) Clasificacion de los aromas del vino en
funcion de su origen (Padilla et al., 2016; Romano et al., 2022).
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Los compuestos organicos volatiles (VOCs, siglas en inglés de Volatile Organic Compounds)
suponen el 0,5% de la composicion quimica del vino y son los responsables de su aroma (Figura
5A). A pesar de ser compuestos minoritarios, se caracterizan por su facil evaporacion a
temperatura ambiente y por presentar umbrales de percepcion bajos, por lo que pueden contribuir
de forma notable al aroma del vino (Sumby et al., 2010). Estos compuestos se clasifican en tres
grupos en funcion de su origen: aromas primarios, secundarios y terciarios (Figura 5B). Los
aromas primarios o varietales son compuestos que se forman en la etapa de maduracion de las
uvas, como las metoxipirazinas, los Ciz-norisoprenoides, los compuestos azufrados volatiles
(tioles) y los terpenos. Los aromas secundarios o fermentativos son aquellos derivados de la
actividad metabdlica de las levaduras durante la fermentacion. Son los principales contribuyentes
al aroma del vino y se corresponden con los compuestos asociados al metabolismo secundario de
las levaduras. Por altimo, los aromas terciarios se forman durante los periodos de crianza del vino

y estan asociados a compuestos furanicos, acetales y fenoles volatiles (Padilla et al., 2016).

Tanto las levaduras no-Saccharomyces como las Saccharomyces intervienen en los procesos de
formacion de los VOCs, distinguiendo dos formas de obtencidn: una forma indirecta y una forma
directa. En la primera, los compuestos aromaticos se encuentran en las uvas en forma de
moléculas precursoras no volatiles, resultado de la union de estos compuestos con azdcares, con
el aminoacido cisteina o con el tripéptido glutation (glutamato, cisteina y glicina). La liberacion
de la fraccion volatil requiere la hidrdlisis enzimatica de los compuestos precursores, y da lugar
a la formacion de los aromas primarios. Precursores glicosidicos de monoterpenos y diterpenos,
de 2-feniletanol y fenilmetanol o de Cis-norisoprenoides, junto con precursores cisteinilados o
glutationilados de tioles varietales (4-mercapto-4-metilpentan-2-ona, 4MMP; 3-mercaptohexan-
1-ol, 3MH; y acetato 3-mercaptohexilo, 3MHA) forman parte de la composicién quimica del
mosto que inicia la fermentacion, y requieren de la accién de enzimas glicosidasas y p-liasas para
que se libere la fraccién volatil con capacidad aromaética. La presencia de estas enzimas se asocia
a varias cepas de especies de levaduras Saccharomyces y no-Saccharomyces, y su actividad se
desarrolla a lo largo del proceso de fermentacion o de crianza, permitiendo la liberacién de los
compuestos aromaticos. En la forma directa de obtencion de compuestos volatiles, como ya se ha
comentado previamente, los VOCs son productos metabolicos obtenidos a partir de la actividad
de crecimiento y desarrollo de las poblaciones de levaduras, e incluso de procesos metabolicos de
detoxificacion frente al acimulo de metabolitos durante el proceso de fermentacion (Padilla et
al., 2016; Romano et al., 2022).

Atendiendo a los principales compuestos aromaticos obtenidos en el metabolismo primario y
secundario de las levaduras, se detalla de forma breve su contribucion al perfil aromatico de los
vinos. Los compuestos asociados al metabolismo primario no son relevantes por si mismos en

cuanto a su contribucién al aroma, aunque si son importantes desde una vision de interrelacion
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entre los diferentes compuestos aromaticos, p. ej., concentraciones elevadas de etanol en el vino,

enmascaran la percepcion de aromas florales y frutales (Romano et al., 2022).

Dentro de los VOCs obtenidos a partir del metabolismo secundario de las levaduras, los alcoholes
superiores y los ésteres constituyen el 87% del total de los compuestos volatiles, siendo los dos
grupos mas importantes en cuanto a cantidad y actividad aromatica (Figura 5A). Los alcoholes
superiores, desde un punto de vista aromatico, aportan complejidad al vino, y desde un punto de
vista funcional, actdan como precursores de la sintesis de los ésteres. Uno de los alcoholes

superiores mas valorados en el aroma del vino es el 2-feniletanol asociado a notas florales (rosa).

Los ésteres son la familia de VOCs con mayor importancia aromatica por su relacién con notas
afrutadas y florales. Se distinguen dos grupos en funcion de su composicion: ésteres de acetato y
ésteres etilicos. En ambos grupos se produce la union (esterificacion) de un alcohol y un acido
carboxilico, con pérdida de una molécula de agua. En el caso de los ésteres de acetato, tiene lugar
la reaccion entre un alcohol (etanol o alcoholes superiores) y el acido acético (p. ej.: acetato de
etilo (fruta), acetato de isoamilo (platano), etc.); mientras que los ésteres etilicos se generan por
la unién del etanol con diversos acidos grasos de cadena corta, media o ramificados (p. ej.:
butanoato de etilo (mango, pifia), hexanoato de etilo (manzana), etc.). El acetato de etilo, formado
por la esterificacion de etanol y &cido acético, es el éster mas comun que se identifica en los
perfiles aromaticos vinicos (Swiegers et al., 2005; Sumby et al., 2010; Padilla et al., 2016;
Romano et al., 2022).

Por Gltimo, los acidos grasos y los aldehidos son grupos poco abundantes dentro del perfil
aromatico de un vino (Figura 5A). Los &cidos grasos tienen especial importancia como
precursores de los ésteres, aungue también aportan complejidad en concentraciones bajas. Dentro
de los aldehidos, destaca el acetaldehido como el compuesto de este grupo mas abundante en el

vino, y se relaciona con aromas frutales.

La contribucion de todos los VOCs debe de ser entendida desde una perspectiva de equilibrio. En
todas las familias mencionadas hay algunos compuestos cuya presencia siempre esta asociada a
una contribucidn positiva al perfil aromatico del vino. Sin embargo, otros compuestos, o la propia
familia en su conjunto, deben de contribuir de forma proporcionada al perfil aromatico, ya que la
diferencia entre aportar aromas frutales, florales o complejidad aromatica, y aportar caracteristicas
aromaticas negativas (notas herbaceas, pegamento, disolvente, rancidez, etc.), solamente depende
de alcanzar una concentracion limite, propia de cada familia o de cada compuesto volatil; como
concentraciones de alcoholes superiores mayores de 400 mg/L o concentraciones de acetato de

etilo mayores de 150 mg/L (Swiegers et al., 2005; Sumby et al., 2010).

Para determinar la contribucién de los grupos de levaduras Saccharomyces y no-Saccharomyces

al perfil aroméatico de un vino, se buscan correlaciones entre la presencia de determinadas
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levaduras con la composicién y concentracion de VOCs obtenida. De este modo, la produccién
total de alcoholes superiores es variable en no-Saccharomyces en comparacion con S. cerevisiae,
que es reconocida como buena productora de compuestos de esta familia. Sin embargo, se
distinguen algunas especies no-Saccharomyces por su produccion de 2-feniletanol, como L.
thermotholerans, T. delbrueckii, y varias especies del género Hanseniaspora spp. (H.
guilliermondii, H. osmophila y H. uvarum) (Vejarano y Gil-Calderon, 2021; Ciani et al., 2022).
En cuanto a la presencia de ésteres, destacan las levaduras no-Saccharomyces, aunque con
diferencias notables en funcion de los compuestos considerados. Estas levaduras se suelen asociar
a concentraciones significativas de acetato de etilo, pero también a niveles de ésteres de etilo mas
bajos en comparacion con S. cerevisiae. Esto, a su vez, se relaciona con la produccion de dos tipos
concretos de ésteres: ésteres de acetato de alcoholes superiores y ésteres de etilo compuestos por
acidos grasos de cadena media. En cuanto a la familia de aldehidos, S. cerevisiae demuestra
producciones elevadas de acetaldehido en comparacion con no-Saccharomyces. Por ultimo, las
especies no-Saccharomyces muestran una mayor produccién y variedad de enzimas hidroliticas
gue permiten la liberacidn de aromas primarios a partir de sus precursores no volatiles (Padilla et
al., 2016; Romano et al., 2022).

A pesar de que uno de los objetivos generales de muchos de los trabajos de investigacion es
entender y cuantificar el efecto que tiene cada levadura en el perfil de compuestos aromaticos de
un vino, la realidad es que, hasta la fecha, todos los resultados obtenidos demuestran una gran
variabilidad en el impacto que supone la actividad de cada levadura en el aroma del vino. Esta
variabilidad reside en un conjunto de factores complejos y relacionados entre si. En primer lugar,
aunque se puedan establecer tendencias dentro de un grupo de levaduras o de una especie
concreta, se reconoce que las caracteristicas tecnoldgicas de una especie son dependientes de
cepa. Por lo tanto, desde un punto de vista enoldgico, éste debe de ser el nivel de estudio y de
evaluacion de cualquier aislado antes de su aplicacion a una escala industrial (Romano et al.,
2022).

También se considera que las cepas de levaduras no desarrollan su crecimiento y actividad de
forma aislada, sino que forman parte de un sistema en el que interactiian de forma pasiva o activa
con otras especies o cepas de levaduras. La interaccion pasiva se refiere a la competencia natural
que se establece por la disponibilidad de nutrientes, oxigeno y espacio, mientras que la activa
comprende la produccion y liberacion de determinadas sustancias (compuestos antimicrobianos,
acidos organicos, VOCs), asi como el contacto célula a célula. Por lo tanto, la actividad de cada
especie o cepa puede ser modulada, estableciéndose relaciones antagdnicas o sinérgicas entre las

diferentes levaduras de un mismo hébitat (Englezos et al., 2022).
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Otro factor importante es el mosto, en funciéon de su contenido y de sus caracteristicas
fisicoquimicas. La composicion y concentracion tanto del nitrégeno como de los azlcares
disponibles determinan la actividad metabolica de las poblaciones de levaduras, junto con el pH
del mosto y pardmetros de fermentacién como la temperatura y la aireacion. Por dltimo, también
hay que tener en cuenta factores relacionados con el vifiedo, como las diferentes précticas viticolas
aplicadas, las variedades de uvas y el grado de maduracion de la misma, que afectan a la

composicion del mosto y a la presencia de aromas varietales.

Este amplio conjunto de factores puede ser resumido en un binomio formado por la cepa de
levadura considerada y todos los factores que pueden afectar a su crecimiento y desarrollo y, por
lo tanto, a su actividad metabolica, que ofrece como resultado un perfil organoléptico
caracteristico. Por todo ello, el grado de contribucién de cada especie o cepa debe de ser valorado
desde el conjunto de especies que forman parte del proceso de fermentacién, atendiendo a unas
mismas condiciones de elaboracion y teniendo en cuenta que las caracteristicas del mosto de cada
afiada aportaran un grado de variabilidad importante en el proceso de elaboracién del vino (Padilla
etal., 2016).

2.3. Aptitud enoldgica de las levaduras nativas

La diversidad de levaduras presente en cualquier ambiente natural relacionado con el vifiedo y la
bodega es una de las fuentes de busqueda de soluciones a muchas de las demandas tecnoldgicas
gue puedan plantearse para mejorar el proceso de produccion vitivinicola (Lappa et al., 2020).
Por este motivo, los procesos de seleccidn de levaduras tienen su origen en la microbiota nativa

asociada a un vifiedo, a un mosto o0 a un proceso fermentativo.

S. cerevisiae es la levadura mejor adaptada, tanto metabdlicamente como ambientalmente, al
proceso fermentativo. Es una levadura Crabtree positiva, por lo que, ante elevadas
concentraciones de azlcares, aln en presencia de oxigeno, es capaz de regular su metabolismo
del carbono hacia el desarrollo de la fermentacion alcohdlica. Esto le permite conseguir una
conversién rapida y eficiente de los azlcares en etanol, CO, y otros compuestos minoritarios
desde un punto de vista cuantitativo. Al mismo tiempo, es capaz de adaptarse a las condiciones
cambiantes de la fermentacion, principalmente al acimulo de etanol generado. Por este motivo,
se convierte en la levadura dominante de los procesos de fermentacion y es el principal cultivo

iniciador que se utiliza en las fermentaciones dirigidas (inoculadas) (Pretorius, 2022).

En la seleccion de cepas de S. cerevisiae se tienen en cuenta diferentes caracteristicas tecnoldgicas
que identifican a una cepa como buena candidata para obtener un cultivo iniciador. Las principales
caracteristicas consideradas incluyen un buen comportamiento fermentativo, el uso eficiente de

las fuentes de nitrogeno, la tolerancia al estrés osmético, a la presencia de SO, y al etanol, el
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fenotipo killer y un crecimiento adecuado a la temperatura de trabajo de cada proceso de
vinificacion (Mas y Portillo, 2022). Ademas de estas propiedades, también se considera la
presencia de determinadas actividades enzimaticas relacionadas con el perfil sensorial del vino o
con la mejora del proceso productivo (OIV-OENO 370-2012).

Los aromas primarios, como los terpenos y los tioles, definen el perfil aromatico especifico de
cada variedad de uvas. Estos compuestos se forman durante la maduracion del fruto como
precursores no volatiles (glicosidos de terpenos y cisteinilados de tioles), los cuales son liberados
durante la fermentacion por la accién de enzimas hidroliticas glicosidasas y B-liasas (Swiegers,
2005; Belda et al., 2016b). La distribucion de estas actividades enzimaticas en las poblaciones de
levaduras vinicas es variable y dependiente de la especie y de la cepa de levadura considerada
(Belda et al., 2016a). Las enzimas glicosidasas no son comunes entre las cepas S. cerevisiae
(Suranské et al., 2016) aunque han sido detectadas en algunos trabajos de caracterizacion y
seleccion de aislados de esta especie (Durcanska et al., 2018; Figura 6A). Sin embargo, estas
enzimas se encuentran ampliamente distribuidas en diferentes especies de levaduras no-
Saccharomyces (Belda et al., 2016a). De forma semejante, la actividad p-liasa se caracteriza por
su elevada variabilidad intra- e interespecie, aunque su distribucién general es mas moderada
(Padilla et al., 2016; Figura 6B). Cabe destacar que la B-liasa es una enzima intracelular que

requiere que los conjugados azufrados penetren en el interior de las células de la levadura para

que se produzca la liberacion de los compuestos volétiles (Belda et al., 2016b).

Figura 6. Actividades enzimaticas valoradas en el analisis de los aislados de levaduras vinicas de este estudio. A) B-
glucosidasa. B) B-liasa. C) Proteasa. D) B-glucanasa. E) Sulfito reductasa (SR). F) Hidroxicinamato descarboxilasa
(HCDC). G) Aminoécido descarboxilasa.

Las enzimas proteasa y B-glucanasa, mediante su actividad hidrolitica, favorecen la degradacion

de moléculas estructurales propias de las uvas y de las levaduras (Escribano et al., 2017; Figura
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6C y 6D). De forma general, estas enzimas extracelulares favorecen procesos tecnoldgicos de
estabilizacion del vino, como la clarificacion y la filtracion (Tristeza et al., 2012). Ademas, y
especialmente la enzima p-glucanasa, contribuyen a la liberacion de polisacéaridos vy
manoproteinas a partir de la pared celular de las levaduras muertas concentradas en las lias de
fermentacion o de crianza, mejorando las propiedades organolépticas del vino (volumen y cuerpo
en boca, y estabilidad aromética) y aportando estabilidad tartarica y proteica (Englezos et al.,
2022). La actividad proteasa se encuentra ampliamente distribuida en levaduras no-
Saccharomyces y presenta una distribucidn intraespecie muy variable en S. cerevisiae (Tristeza
etal., 2012; Belda et al., 2016a). Sin embargo, la actividad B-glucanasa es moderada tanto en no-

Saccharomyces como en S. cerevisiae (Tristeza et al., 2012; Escribano et al., 2017).

El potencial tecnoldgico de un aislado de levadura reside tanto en las propiedades beneficiosas
que puede aportar al vino, como en la ausencia de efectos no deseados. Por ello, en la
caracterizacion de los aislados vinicos también es necesario valorar la confluencia de
determinadas actividades enzimaticas perjudiciales. La produccion de sulfuro de hidrégeno (SHy),
de vinil- y etilfenoles o de aminas bidgenas modifican de forma negativa las propiedades
fisicoquimicas y sensoriales del vino, y pueden ser evaluadas a través de diferentes actividades
enzimaticas asociadas a los aislados de levaduras vinicas. La produccion de SH, forma parte del
metabolismo del azufre propio de las levaduras, mediante la accion de la enzima sulfito reductasa
(SR), por lo que es una caracteristica inherente a muchos aislados de levaduras (Figura 6E). Esta
actividad debe de ser valorada desde el umbral de aceptabilidad de SH» en vinos (80 pg/L) y
confirmada en ensayos de fermentacién, atendiendo a la composicién quimica del mosto y a las
condiciones de trabajo utilizadas, factores que influyen de forma notable en la produccién de SH»
junto con la cepa seleccionada (Tristezza et al., 2012). Los vinil- y etilfenoles producen efectos
sensoriales desagradables relacionados con aromas a disolvente 0 ahumados, y a aromas animales,
respectivamente. A partir de los &cidos hidroxicinamicos fertlico y p-cumarico, procedentes de
la pared vegetal de las uvas, la actividad hidroxicinamato descarboxilasa (HCDC) da lugar a la
formacion de vinilfenoles. Y, mediante la accién de la enzima vinilfenol reductasa (VPhR) sobre
los vinilfenoles se sintetizan los etilfenoles. La enzima HCDC se asocia a diferentes especies de
levaduras no-Saccharomyces y también a S. cerevisiae. Sin embargo, la enzima VPhR es
exclusiva del género Brettanomyces/Dekkera spp. (Escribano et al., 2017; Figura 6F). Por Gltimo,
la accidn de las enzimas descarboxilasas sobre varios aminoacidos naturales (arginina, histidina,
leucina, lisina, ornitina, fenilalanina, tirosina y triptéfano) da lugar a la sintesis de aminas
biégenas (Figura 6G). Estos compuestos organicos nitrogenados no ejercen ningin efecto
negativo en las caracteristicas organolépticas del vino, pero su presencia en elevadas
concentraciones puede tener consecuencias en la salud del consumidor (reaccion alérgica mas o

menos severa) tras la ingesta de vino. La histamina es la amina biégena con mayor impacto en la
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salud humana y su efecto puede verse agravado por la presencia de otras aminas habituales en el
vino, como latiraminay la cadaverina. La produccion de enzimas amino descarboxilasas se asocia

principalmente a la especie S. cerevisiae (Tristezza et al., 2012).

Atendiendo al impacto que producen en las propiedades fisicoquimicas y sensoriales de los vinos
a través de su actividad metabdlica, las levaduras no-Saccharomyces se presentan como una nueva
herramienta que permite dar respuesta a necesidades tecnolégicas emergentes (Lappa et al., 2020).
El aumento de la complejidad del perfil aromatico de un vino o la busqueda de una mayor
singularidad, pueden ser alcanzadas con el desarrollo de fermentaciones mixtas en las que se
combinan una o dos cepas no-Saccharomyces con una cepa S. cerevisiae en diferentes estrategias
de inoculacion. La actividad metabdlica de las cepas no-Saccharomyces aporta nuevos aromas
secundarios, no vinculados a la actividad fermentativa de S. cerevisiae. Diversas cepas de la
especie T. delbrueckii destacan por la produccion de 2-feniletanol (rosa), acetato de isoamilo
(platano), acetato de isobutilo (platano), acetato de 2-feniletilo (rosa), isobutirato de etilo (fresa y
fruta roja), etc. También, otras cepas de las especies L. thermotholerans (2-feniletanol, propionato
de feniletilo (rosa) y otros ésteres), M. pulcherrima (propionato de feniletilo), P. kluyveri (acetato
de 2-feniletilo) y H. vinae (acetato de 2-feniletilo, acetato de isobutilo, etc.) son valoradas por la
obtencidn de aromas florales y frutales (Vejarano y Gil-Calderon, 2021). Ademas, las levaduras
no-Saccharomyces demuestran importantes actividades enzimaticas relacionadas con el aumento
de aromas varietales (terpenos y tioles). Diversas cepas de T. delbrueckii presentan actividades
glicosidasa y B-liasa, que permiten la liberacion de terpenos y tioles, respectivamente. Destaca
también la especie W. anomalus por su elevada actividad glicosidica basada en diferentes enzimas
(B-glucosidasas, a-L-arabinofuranosidasas, a-L-ramnosidasas y [B-D-xilosidasas; Maicas y
Mateo, 2023). Todas estas actividades pueden favorecer la expresién de aromas varietales en
cualquier variedad de uvas, aunque adquieren mayor relevancia en variedades neutras, con poca

capacidad aromatica (Vejarano y Gil-Calderon, 2021).

Las levaduras vinicas no-Saccharomyces tienen otros efectos sobre el perfil sensorial del vino,
como el aumento de la produccion de glicerol (T. delbrueckii, L. thermotholerans y M.
pulcherrima) y de polisacaridos (Sc. pombe) que contribuyen a la textura (sensacion en boca) y a
la complejidad del vino. Es de especial interés la accion de la especie L. thermotholerans en el
aumento de la acidez de los vinos mediante la produccion de acido lactico, constituyendo una
alternativa biotecnoldgica a la progresiva pérdida de acidez que sufren los vinos de climas secos,
como consecuencia del cambio climético (Vicente et al., 2022). También destaca la especie M.
pulcherrima, ya que permite reducir el contenido de alcohol de los vinos, mostrandose como una
herramienta enoldgica en la elaboracion de vinos obtenidos a partir de uvas con una elevada
concentracién de azlcares, propias de climas secos; o bien como alternativa en el disefio de vinos

con menor grado alcoholico (Vejarano y Gil-Calderdn, 2021). Ademas, algunas levaduras como
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P. guilliermondii y T. delbrueckii se relacionan con efectos en la composicion fenolica de los
vinos, mejorando el color en variedades tintas mediante el acimulo de pigmentos en su pared

celular (Englezos et al., 2022).

Asimismo, son importantes otros roles no fermentativos propios de las levaduras no-
Saccharomyces. La produccion de enzimas proteoliticas y pectinoliticas extracelulares vinculada
a la presencia de especies como Hanseniaspora spp. y Pichia spp. favorece el equilibrio proteico
del vino y puede ser considerada como una estrategia natural que permite reducir la aplicacion o
las dosis de tratamientos enoldgicos sintéticos de estabilizacién y clarificacion de los vinos (Belda
etal., 2016a; Maicas y Mateo, 2023). Por otro lado, la produccion de metabolitos antimicrobianos
activos y/o toxinas killer (P. membranafaciens, Belda et al., 2017b; T. delbrueckii y W. anomalus,
Maicas y Mateo, 2023) plantea la posibilidad de nuevos enfogues en el control poblacional de los
procesos de vinificacion frente a levaduras alterantes como Zygosaccharomyces spp. y B.
bruxelensis, especialmente en vinos de produccidn ecolégica, biodindamica o vinos naturales, en

los que se busca reducir la aplicacion del aditivo sulfuroso.

Todas las caracteristicas mencionadas sefialan el elevado potencial de las levaduras no-
Saccharomyces para convertirse en valiosas aplicaciones enoldgicas, mediante la obtencién y
comercializacion de cultivos iniciadores. Varias cepas de diferentes especies de no-
Saccharomyces ya se encuentran disponibles comercialmente, siendo T. delbrueckii, L.
thermotolerans y M. pulcherrima las especies con una mayor oferta de productos (Vejarano y
Gil-Calderon, 2021).

Tan importante como conocer las caracteristicas enoldgicas de las cepas de levaduras que se van
a utilizar, es valorar el tipo de fermentacion a realizar. Se pueden plantear fermentaciones
espontaneas y fermentaciones dirigidas (inoculadas) utilizando cultivos iniciadores que pueden
incluir una Unica cepa seleccionada o méas de una cepa, las cuales se adicionan en estrategia de
coinoculacion o de inoculacion secuencial. Las fermentaciones espontaneas permiten la sucesion
natural de las poblaciones de levaduras que se encuentran en el mosto inicial, cuyo principal
aporte son las levaduras no-Saccharomyces presentes en la superficie de las uvas. Este tipo de
fermentacion, desde un punto de vista de diversidad ecoldgica es el mas complejo, ya que las
poblaciones iniciales son un conjunto heterogéneo de especies y cepas con mayor 0 menor
abundancia que iran evolucionando en funcién de las condiciones del mosto, de las practicas
enolégicas aplicadas y de las interrelaciones que se establecen entre las diferentes especies y
cepas. La fermentacion espontanea favorece una elevada variabilidad genética tanto de especies
y cepas no-Saccharomyces como de cepas de S. cerevisiae, que se traduce en multiples
actividades metabdlicas que dan como resultado matrices vinicas complejas y singulares. El

inconveniente de este tipo de fermentaciones es la pérdida del control microbiolégico, que puede
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conducir a una ralentizacion de las cinéticas fermentativas y, por tanto, a una parada del proceso

antes de llegar a término (Mas y Portillo, 2022).

Para asegurar el control microbiol6gico de las fermentaciones, una de las practicas enoldgicas
mas habituales es el desarrollo de fermentaciones dirigidas a partir de cultivos iniciadores de S.
cerevisiae. Existe una amplia seleccidn de cepas de levaduras S. cerevisiae disponibles de forma
comercial como levaduras secas activas (LSA) (ADY, siglas en inglés de Active Dry Yeast) de
origen vinico. Ademas, cada vez es mas variada la gama de cepas de diferentes especies de
levaduras no-Saccharomyces (Vejarano y Gil-Calder6n., 2021). La adicion de cultivos iniciadores
de S. cerevisiae permite dirigir microbiol6gicamente la fermentacion alcohélica, ya que son
aplicados en elevadas concentraciones y estdn compuestos por una cepa seleccionada que presenta
una cinética fermentativa 6ptima. Ademas, S. cerevisiae se caracteriza por su buena adaptacion
natural a las condiciones fermentativas y determinadas intervenciones enoldgicas, como el uso de
SO,, favoreciendo su dominancia. Todos estos factores permiten alcanzar una buena implantacion
de la cepa del cultivo iniciador desde las etapas iniciales de la fermentacion, lo que asegura un
desarrollo rapido y éptimo de la fermentacion hasta el final del proceso. Otro efecto del cultivo
iniciador es el importante desplazamiento de la microbiota nativa presente en el mosto. Este
desplazamiento es positivo para evitar la proliferacion de levaduras y bacterias alterantes del vino,
pero ladominancia de una Gnica cepa de S. cerevisiae desde el inicio de la fermentacion alcoholica
también supone la obtencion de un perfil fisicoquimico del vino marcado por la actividad
metabolica mayoritaria de la cepa que constituye el cultivo iniciador. El uso del mismo tipo de
cultivo iniciador sobre mostos de caracteristicas semejantes proporciona una homogeneidad del

producto final que conduce a su estandarizacion (Mas y Portillo, 2022).

Una forma de conseguir vinos mas singulares es la combinacidn de un cultivo iniciador basado
en levaduras no-Saccharomyces junto con el cultivo iniciador de S. cerevisiae. Esta férmula es
una herramienta tecnoldgica que auna tanto el control microbioldgico de la fermentacion, como
el respeto a la sucesion natural que se produce en las fermentaciones espontaneas entre no-
Saccharomyces y S. cerevisiae. Ambos cultivos pueden ser aplicados mediante coinoculacion, es
decir, pueden ser adicionados a la vez en el inicio de la fermentacién; o bien en inoculacion
secuencial, afiadiendo primero la cepa de la especie no-Saccharomyces, y a continuacion, en un
intervalo de 48-72 h en funcién de la evolucion de fermentacidn, la cepa de S. cerevisiae que
Ilevara a término la fermentacion alcoholica. De esta forma, el perfil quimico del vino refleja la
actividad metabolica de ambas cepas, alcanzando un nivel de complejidad distinto al de las
fermentaciones dirigidas en las que solo se utiliza un cultivo iniciador de S. cerevisiae.
Independientemente del tipo de inoculacidn utilizado, factores como la dosis de inoculacion de

cada cepa y la ratio de las mismas, junto con la competencia que se establece por la utilizacion de
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los recursos del medio, son determinantes en la evolucion del desarrollo y actividad de los cultivos

iniciadores (Englezos et al., 2022).

Finalmente, un mayor grado de complejidad y una mayor semejanza, en comparacion con las
condiciones naturales de una fermentacion espontanea, pueden ser alcanzados aplicando una
estrategia de cultivos multiples. Estos cultivos contemplan la aplicacion de mas de una especie
y/o cepa de levaduras no-Saccharomyces y de la levadura S. cerevisiae. Atendiendo a criterios de
ecologia microbiana, es una aproximacion mas real a la secuencia de poblaciones de levaduras
gue se produce en la fermentacién espontanea, aunque es una situacion complicada desde un
punto de vista de equilibrio poblacional y de control de la contribucion de cada una de las cepas
seleccionadas utilizadas, en funcion de las interrelaciones que se pueden establecer entre ellas
(Mas y Portillo, 2022).

La utilizacion de diferentes cultivos iniciadores como préactica tecnoldgica debe de tener en
cuenta, por un lado, las caracteristicas que aseguren un correcto desarrollo de la fermentacion
alcohdlica y, por otro lado, las propiedades que permitan alcanzar el efecto deseado sobre las
caracteristicas organolépticas del vino. Algunas especies no-Saccharomyces, como T. delbrueckii
y H. vineae, presentan una elevada capacidad fermentativa, alcanzando valores del 13% Yy del
11,9% de etanol (v/v), respectivamente. Pero, de forma general, el final de la fermentacién
alcohdlica debe de asegurarse utilizando cultivos Saccharomyces compatibles con los cultivos
no-Saccharomyces (Vejarano y Gil-Calderén, 2021). Atendiendo a las caracteristicas finales del
vino, hay que tener en cuenta que cada uno de los cultivos utilizados tendra un efecto diferente y
particular sobre el perfil metabolémico del producto final, y que este efecto también sera distinto
si se mezclan dos 0 méas cultivos en el mismo proceso de fermentacion. Ademas, los efectos
asociados a la mezcla de cultivos no son aditivos en comparacion con los perfiles metabolémicos
propios del cultivo individual, sino que se pueden observar variaciones en la presencia o la
ausencia de determinados compuestos quimicos, como resultado de la interaccion positiva y/o

negativa que se establece en la mezcla de cultivos (Roullier-Gall et al., 2020).

2.4. Vino Verdejo

Vitis vinifera L. var. Verdejo es una variedad blanca autdctona y la principal representante de la
Denominacion de Origen (D.O.) Rueda. Esta marca de calidad se localiza en la Meseta Superior
que cruza la cuenca del Duero y sus afluentes Trabancos, Zapardiel y Adaja, fundamentalmente
en la provincia de Valladolid y en pequefias zonas de las provincias de Segovia y Avila. Se
encuentra entre 700 y 870 metros por encima del nivel del mar, bajo una influencia de clima
continental, con temperaturas extremas tanto en invierno como en verano, primaveras cortas y
baja pluviometria anual (300-500 L anuales). Sus primeras plantaciones en la zona datan de los
siglos X1-XI1 (Consejo regulador de la Denominacion de Origen Rueda [C.R.D.O. Rueda], 2024).
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La vid se caracteriza por su porte horizontal y por su bajo vigor y baja fertilidad. La produccion
obtenida es media, relacionada con podas largas. Es una planta moderadamente resistente a la
sequia, adaptada a terrenos poco fértiles y muy sensible a las infecciones por el hongo filamentoso
Erysiphe necator, agente causante del oidio. Esta variedad produce racimos de tamafio pequefio
a mediano, compactos y de pedinculo corto. Sus bayas son medianas y uniformes, de color verde-
amarillo, con forma acuminada, piel fina, y de consistencia blanda y jugosa (Ministerio de
Agricultura, Pesca y Alimentacion [MAPA], 2024).

Las uvas de la variedad Verdejo permiten elaborar vinos, principalmente monovarietales, muy
aromaticos, con una acidez media-alta, con cuerpo y suavidad. Tanto sus caracteristicas
fisicoquimicas como sus atributos sensoriales definen una variedad de vino Unica y reconaocible,
muy apreciada por el consumidor. Una de las principales lineas de elaboracién de esta variedad
es la produccion de vinos jovenes, que se caracterizan por un color amarillo-verdoso y un perfil
sensorial complejo con abundancia de aromas frescos, dulces, florales, frutales y herbéceos. La
contribucion de las diferentes series de aromas depende tanto de la composicién quimica y
aromaética de las uvas y el mosto como de las diferentes técnicas de vinificacion aplicadas. Tienen
especial repercusion el contacto con los hollejos antes de la fermentacion, o la utilizacion de
tratamientos enzimaticos, favoreciendo ambos procesos el perfil aromatico del vino (Sanchez-
Palomo et al., 2010). Otras lineas de elaboracion son las fermentaciones en barrica de roble o la
crianza sobre lias, cada vez més presentes en la obtencién de nuevos perfiles de vino (Losada et
al., 2012; C.R.D.O. Rueda, 2024). Asimismo, la seleccion de levaduras nativas y su aplicacion
como cultivos iniciadores ofrece una nueva perspectiva en la expresion de la singularidad de esta
variedad (Ruiz et al., 2018; VVazquez et al., 2023).

El perfil aromatico de los vinos Verdejo jovenes esta compuesto por una amplia gama de aromas
primarios. Son caracteristicos de esta variedad los terpenos relacionados con notas florales (B-
citronelol, a-terpineol, terpinen-4-ol, linalol, nerol y alcohol bencilico), y los terpenos asociados
a aromas citricos (citronelal) y herbaceos (o-pineno). También son representativos los
compuestos Ciz-norisoprenoides (a- y B-ionona) unidos a notas florales, y ésteres como el acetato
de isoamilo, el acetato de hexilo y el butirato de etilo, vinculados con aromas frutales del vino
(platano, manzana, pera, pifia, etc.; Rodriguez-Nogales et al., 2009; Sanchez-Palomo et al., 2015).
Ademas, la variedad Verdejo es reconocida por su caracter tiolico expresado a través de aromas
frutales tropicales (maracuya, guayaba, pomelo, etc.) asociados a la presencia de tioles
polifuncionales como la 4AMMP, el SMHA y el 3MH. En general, estos compuestos se encuentran
en las uvas en formas conjugadas no volatiles y en bajas concentraciones, siendo fundamentales
los bajos umbrales de deteccion que caracterizan a estos compuestos (3 a 60 ng/L) y la presencia

de enzimas B-liasas, para su contribucién en el aroma del vino (Ruiz et al., 2018).
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En el afio 2023, en la D.O. Rueda se recogieron 115.269.278 kg de uvas Verdejo, suponiendo el
88,36% de todas las variedades de uvas de la denominacion. Desde el afio 2000, la superficie de
vifiedo inscrita ha sufrido un incremento gradual, desde 2.955,73 ha registradas en el afio 2000,
hasta las 17.925,68 ha, en el afio 2023. Los datos de comercializacion de vinos blancos de la D.O.
Rueda también demuestran un incremento semejante desde 24.183.360 L, en el afio 2003, hasta
109.751.869 L, en el afio 2022 (C.R.D.O. Rueda, 2024). Estos datos avalan la importancia del
sector vitivinicola amparado bajo la D.O. Rueda, y el impulso econémico y social que supone

este sector en la zona.
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El objetivo general de este trabajo consiste en conocer la ecologia de las levaduras vinicas

Saccharomyces y no-Saccharomyces presentes durante la fermentacién alcohdlica de uva

ecologica de la variedad Verdejo de la Denominaciéon de Origen (D.O.) Rueda. Este objetivo

general conlleva abordar una serie de objetivos especificos que se enumeran a continuacion:

2.1. Identificacion de las levaduras vinicas
2.1.1. Establecer e identificar los grupos genéticos a nivel de especie de levaduras
Saccharomyces y no-Saccharomyces.
2.1.2. Diferenciar a nivel de cepa los grupos genéticos de la especie Saccharomyces
cerevisiae.
2.1.3. Estudiar las diferentes poblaciones de levaduras identificadas y su sucesion a lo largo

del proceso fermentativo desde un punto de vista de ecologia microbiana, atendiendo

a la afiada, la parcela de origen y las etapas de fermentacion.

2.2. Caracterizacion tecnolégica de las levaduras vinicas

2.2.1.

2.2.2.

Establecer el potencial enolégico de los grupos genéticos identificados mediante el
estudio de su perfil enzimético.

Estudiar la capacidad fermentativa de los diferentes grupos genéticos establecidos.

2.3.  Aplicacién tecnoldgica de las levaduras seleccionadas

2.3.1.

2.3.2.

2.3.3.

2.3.4.

Realizar microvinificaciones mixtas a escala de laboratorio, utilizando levaduras
Saccharomyces y no-Saccharomyces seleccionadas.

Estudiar la implantacién de las levaduras inoculadas en el proceso de fermentacién
alcohdlica.

Comprobar el comportamiento fermentativo de las levaduras inoculadas, durante la
microvinificacion.

Evaluar la calidad de los vinos elaborados mediante parametros fisicoquimicos.
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CAPITULO I

Screening and Enzymatic Evaluation of Saccharomyces
cerevisiae Populations from Spontaneous Fermentation of

Organic Verdejo Wines

Lorena Lépez-Enriquez, Josefina Vila-Crespo, José Manuel Rodriguez-Nogales,

Encarnacion Fernandez-Fernandez and Violeta Ruipérez

Abstract

Microbial populations in spontaneous winemaking contribute to the distinctiveness and quality of
the wines. In this study, molecular methods were applied to 484 isolated yeasts to survey the
diversity of the Saccharomyces cerevisiae population in spontaneous fermentations of organic
Verdejo grapes. Identification was carried out at strain level for samples from different vineyards
and stages of the winemaking process over the course of two vintages, establishing 54 different
strains. The number of isolates belonging to each strain was not homogeneous, as two
predominant strains represented more than half of the isolates independent of vineyard or vintage.
Regarding the richness and abundance, differences among the stages of fermentation were
confirmed, finding the highest diversity values in racked must and in the end of fermentation
stages. Dissimilarity in S. cerevisiae communities was found among vineyards and vintages,
distinguishing representative groups of isolates for each of the populations analysed. These results
highlight the effect of vineyard and vintage on yeast communities as well as the presence of
singular strains in populations of yeasts. Oenologically relevant enzymatic activities, B-lyase,
protease and B-glucanase, were detected in 83.9%, 96.8% and 38.7% of the isolates, respectively,

which may be of interest for potential future studies.

Keywords: enzymatic activity; Saccharomyces cerevisiae; strain biotyping; Verdejo wine; wine
quality; yeast diversity

https://doi.org/10.3390/foods11213448

Foods 2022
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CAPITULO IT

Non-Saccharomyces Yeasts from Organic Vineyards as

Spontaneous Fermentation Agents

Lorena Lépez-Enriquez, Josefina Vila-Crespo, José Manuel Rodriguez-Nogales,

Encarnacion Fernandez-Fernandez and Violeta Ruipérez

Abstract

Currently, non-Saccharomyces yeasts are the subject of interest, among other things, for their
contribution to the aromatic complexity of wines. In this study, the characterisation of non-
Saccharomyces yeasts was addressed by their isolation during spontaneous fermentations of
organic Verdejo grapes, obtaining a total of 484 isolates, of which 11% were identified by
molecular techniques as non-Saccharomyces yeasts. Fermentative isolates belonging to the
species Hanseniaspora meyeri, Hanseniaspora osmophila, Pichia guilliermondii, Pichia
kudriavzevii, Torulaspora delbrueckii, and Wickerhamomyces anomalus were analysed.
Significant differences were found in the yeast populations established at the different
fermentation stages. Interestingly, W. anomalus stood up as a widely distributed species in
vineyards, vintages, and fermentation stages. Several of the strains studied stood out for their
biotechnological potential in the production of Verdejo wine, showing the presence of relevant
enzymatic activity for the release of varietal aromas and the technological improvement of the
winemaking process. Three enzymatic activities were found in an important number of isolates,
B-glucosidase, protease, and B-lyase, implicated in the positive aromatic impact on this style of
white wine. In that sense, all the isolates of W. anomalus presented those activities. T. delbrueckii
isolates were highlighted for their significant B-lyase activity. In addition, T. delbrueckii was
outlined because of its potential to achieve an elevated fermenting power, as well as the lack of
lag phase. The results obtained highlight the importance of maintaining the microbial diversity
that contributes to the production of wines with unique and distinctive characteristics of the

production region.

Keywords: yeast ecology; microbial diversity; enzymatic activity; wine quality; Verdejo wine.
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CAPITULO III

Modulation of the Aromatic Profile of Verdejo Wine through
Sequential Inoculation of Wickerhamomyces anomalus and

Saccharomyces cerevisiae

Lorena Lépez-Enriquez, Josefina Vila-Crespo, José Manuel Rodriguez-Nogales,

Encarnacion Fernandez-Fernandez and Violeta Ruipérez

Abstract

Two strains of Saccharomyces cerevisiae (Sc01 and Sc02) and one strain of Wickerhamomyces
anomalus (Wa) were isolated from organic Verdejo spontaneous fermentations and used for the
development of experimental winemaking. ScO1 and Sc02 represented 52.7% of the population
of the Saccharomyces strains isolated throughout the fermentation process. W. anomalus appeared
as the predominant species among the non-Saccharomyces yeasts. Wa turned out to be the strain
of this species with the shortest lag phase and positive enzymatic activities, and it was selected
for white wine production. Fermentations with unique inoculation of S. cerevisiae strains were
compared with sequential inoculation with W. anomalus. The results showed that the sequential
inoculations did not affect the fermentation kinetics or physicochemical characteristics of the
wines compared with the unique inoculations. However, this study identified a significant impact
on the aromatic profiles of the produced wines due to the sequential inoculations. This
modification resulted in a similar new aromatic profile in both sequential inoculations,
demonstrating common characteristics related to the contribution of W. anomalus. In general, the
sequential fermentations were mainly characterized by lower levels of acetate esters and an
increase in ethyl acetate levels, whereas lower levels of ethyl octanoate and ethyl dec-9-enoate
were detected. Propan-1-ol and butan-1-ol showed an increase in the sequential fermentations,
while 4-methylpentan-1-ol and 2-phenylethanol were found in lower concentrations. These
results highlight the great influence that the presence of specific strains of native non-

Saccharomyces yeasts exerts on the characteristics of elaborate wines.

Keywords: indigenous yeasts; sequential inoculation; non-Saccharomyces; aromatic profile;

wine quality; Verdejo wine.
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El trabajo de investigacion realizado ha permitido alcanzar las conclusiones que se detallan a

continuacion:

— El estudio molecular de los aislados de las especies no-Saccharomyces y Saccharomyces
cerevisiae demuestra una elevada diversidad genética inter e intraespecie, en las

vinificaciones realizadas a partir de uva ecoldgica de la variedad Verdejo de la D.O. Rueda.

— El estudio de biogeografia microbiana de las poblaciones de levaduras no-Saccharomyces y
S. cerevisiae refleja una distribucion geografica y temporal propia de cada vifiedo y afiada

consideradas.

— Laevolucion de las poblaciones de levaduras no-Saccharomyces y S. cerevisiae a lo largo del
proceso de fermentacion espontdnea muestra una compleja progresion secuencial, con un
descenso acusado de la diversidad en la etapa de fermentacién tumultuosa asociado a la

dominancia de grupos genéticos concretos.

— Los grupos genéticos Sc01 y Sc02 de la especie S. cerevisiae se revelan como dominantes,

independientemente de la parcela o de la afiada estudiadas.

— La especie Wickerhamomyces anomalus presenta una amplia distribucion en las parcelas,

afiadas y etapas de fermentacién analizadas.

— Los grupos genéticos identificados manifiestan una importante variedad de perfiles
enzimaticos, relacionados con actividades relevantes desde un punto de vista enoldgico. Las
actividades B-liasa y proteasa se encuentran ampliamente distribuidas tanto en el conjunto de
aislados de la especie S. cerevisiae como de las especies no-Saccharomyces. La actividad -

glucosidasa solo se relaciona con las especies no-Saccharomyces analizadas.

— El desarrollo de fermentaciones mixtas con las cepas nativas seleccionas W. anomalus / S.
cerevisiae ScOl y W. anomalus / S. cerevisiae Sc02 demuestra un perfil aromatico
caracteristico asociado a la presencia de W. anomalus, evidenciando la influencia de la

microbiota nativa en las caracteristicas del producto final.

— Las cepas nativas seleccionadas muestran una buena adaptacion a las condiciones de
fermentacion, reflejada en los altos valores de implantacion obtenidos, tanto en la inoculacion

Unica con S. cerevisiae como en las fermentaciones mixtas.

— Los perfiles aromaticos relacionados con la presencia de W. anomalus se distinguen por bajos
niveles de ésteres de acetato y por el descenso de las concentraciones de octanoato de etilo,
decanoato de etilo y de los alcoholes superiores 2-feniletanol y 4-metilpentan-1-ol; junto con
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el aumento de los niveles de acetato de etilo y de los alcoholes superiores propan-1-ol y butan-
1-ol.

Los resultados obtenidos en este trabajo abren nuevas lineas de investigacion enfocadas en el
estudio de la funcionalidad de las especies de levaduras vinicas en los ecosistemas microbianos
naturales. Asimismo, en el analisis de las interrelaciones entre estas especies involucradas en los
procesos de fermentacion y todos los factores que afectan la biodiversidad microbiana. Entre estos
factores, se destaca la importancia del sistema de manejo del vifiedo y las técnicas de elaboracion

empleadas en la bodega
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