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Objetivos

Basicamente, el OBJETIVO de esta tesis es caracterizar y seleccionar estirpes de
levaduras Torulaspora con fenotipo asesino (killer), con capacidad para fermentar
mosto de uva y de soportar vivas hasta 14° de alcohol, con capacidad para competir con
las levaduras Saccharomyces silvestres hasta el final de fermentacion, capaces de
originar la degradacion de &cido malico y la produccién de acido lactico, y que sean
adecuadas para elaborar vinos tranquilos diferenciados de excelente calidad
organoléptica. Ademas, se pretende mejorar la calidad del cava acelerando la lisis de las
levaduras después de la segunda fermentacion con indculos de mezclas de levaduras

killer y sensibles. Los objetivos concretos son:

1.  Caracterizacion morfoldgica, fenotipica y genotipica de nuevas levaduras
Torulaspora killer.

2. Aislamiento, caracterizacién y secuenciacion de los nuevos virus Killer de
levaduras Torulaspora.

3. Obtencion de levaduras Torulaspora Kkiller con un marcador genético de
resistencia a cicloheximida para su facil monitorizacion en bodega.

4. Realizacion de vinificaciones experimentales con las nuevas levaduras y seleccion
de las mas adecuadas para uso industrial en base a los andlisis quimicos y
organolépticos de los vinos elaborados.

5. Realizacién de vinificaciones con indculos mixtos de dos levaduras (una Killer y
otra sensible o dos Killer de distinto tipo) para determinar la cinética de
fermentacidn y magnitud de la muerte de las levaduras sensibles a la toxina.

6.  Elaboracion experimental de cava con indculos mixtos de las levaduras killer y
sensibles para acelerar la autolisis celular, incrementar la liberacion del

metaboloma celular y mejorar la calidad aromatica y espumante del cava.
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Capitulo I: Introduccién general

I.1. El sector vitivinicola en Espafia y Extremadura.

Espafia es uno de los grandes productores mundiales de vino: primero en el
ranking por superficie plantada, primero por produccion de vino y mosto en la campafia
2013/2014, superando a Italia y a Francia, y primer exportador mundial en términos de
volumen en el interanual a septiembre de 2014, aunque tercero en términos de valor. Por
su importancia en términos econémicos, sociales y medioambientales, asi como por la
importancia del vino como imagen del pais en el exterior, este sector es de
extraordinaria relevancia en Espafia. Extremadura, con una superficie de vifiedo cercana
a 83.000 hectareas y un 8,7% del vifiedo plantado, ocupa el segundo lugar en superficie
de vifiedo asi como de produccion a nivel nacional.

1.1.1. Situacion del sector en Espafia.

Espafia es el pais del mundo con mayor extension de vifiedo, cerca de la mitad se
encuentra en Castilla-La Mancha (463.912 has, 48,8 %), la zona con mayor extension
del mundo dedicada a la vifia, seguida de Extremadura (83.055 has, 8,7 %), Valencia
(65.068 has), Castilla y Leon (63.732 has), Catalufia, Aragon, Murcia, Andalucia y
Rioja. Esto supone un total de 1,018 millones de hectareas de vifiedo (97,4% destinadas
a vinificacion, 2% a uva de mesa, 0,3 % a elaboracion de pasas y 0,3 % a viveros) segun
datos de la OIV. Nuestra tradicion elaboradora de vinos se remonta a la época romana,
aunque hasta mas recientemente no hubo una exportacion masiva y generalizada.

La variedad de suelo, las diferencias climaticas y sobre todo, la situacion
geogréfica de Espafia, lo convierten en un lugar privilegiado para elaborar vinos de
distintas caracteristicas. Desde la incorporacion a la UE, los vinos espafioles se han
adaptado a su normativa. Actualmente los términos tradicionales que se utilizan para
indicar que el producto se acoge a una Indicacion Geografica Protegida (IGP) o
Denominacién de Origen Protegida (DOP), son: Vino de la Tierra para IGP, y
Denominacién de Origen, Denominacion de Origen Calificada, Vino de Calidad con
Indicacion Geogréfica, Vino de Pago y Vino de Pago Calificado para DOP, segln la
regulacion actual del Reglamento (CE) 479/2008. En esta normativa comunitaria se

establecen unos requisitos para ambos tipos de proteccion (Fig.l1.1).
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del género Vitis,

Figura 1.1. Requisitos normativa comunitaria del Reglamento (CE) 479/2008 (tomada
de http://www.winesfromspain.es/icex/cda)
1.1.2. Situacion del sector en Extremadura.

La regulacion de los “vinos de la tierra” en Extremadura aparecio en 1987 (Junta
de Extremadura and Consejeria de Economia y Trabajo, 2004). La denominacion de
origen Ribera del Guadiana, Unica de vino de Extremadura y reconocida por el M.A.P.A
en 1999, toma su nombre del rio que recorre los vifiedos de este a oeste, y reune seis
subzonas que estan repartidas entre las dos provincias de la comunidad. Tierra de Barros
agrupa 36 municipios y cuenta con el 80% de los vifiedos, el suelo arcilloso (de barro)
presenta muy buena capacidad de retencion de agua y considerable contenido en caliza,
su orografia poco accidentada ha facilitado la mecanizacion. Almendralejo (capital de la
comarca de Tierra de Barros) conocida como “Ciudad Internacional del Vino” es sede
del consejo regulador y, desde 1983, Unico municipio de Extremadura con D.O. Cava.
Mas al sur se encuentra Matanegra (8 municipios), con suelos parecidos a los de Tierra
de Barros pero clima mas fresco debido a su mayor altitud, alrededor de 638 m. Al
oeste, Ribera Baja (11 municipios) con suelos arcillosos, terrenos aluviales y poca
altitud, unos 286 metros. Al este de la region se encuentra la subzona de Ribera Alta (38
municipios) con una altitud de 427 metros, sobre un terreno arenoso y poco profundo.
Finalmente, al norte, en la provincia de Céaceres, se sitian Cafiamero (5 municipios) y
Montanchez (27 municipios), con orografia bastante accidentada donde el cultivo se

asienta sobre las laderas de las colinas (Fig. 1.2).
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Figura 1.2, Comarcas vitivinicolas de  Extremadura  (tomada de
http://riberadelguadiana.eu/esp/subzonas).

Extremadura comparte el clima continental de la Espafia central, con veranos muy
calidos que alcanzan méas de 40 grados e inviernos suaves donde las temperaturas rara
vez bajan de los cero grados. En alguna subzona las variables térmicas son un poco méas
acusadas debido a la influencia atlantica. La pluviosidad varia de una subzona a otra,
aumentado de forma considerable en las areas de sierra como Cafiaremo. La
pluviometria media esta en torno a los 450 mm anuales. Los principales desafios para
los viticultores son la sequia estival y los efectos de las heladas primaverales.

Se cultivan 29 variedades de uva, algunas incluso desconocidas en otras zonas de
Espafia y consideradas como autdctonas. Las variedades autoctonas en Tierra de Barros,
y en Ribera Baja son Cayetana y Pardina, mientras que Borba y Alarije predominan en
las otras tres zonas: Montanchez, Cafiamero y Ribera Alta. En Matanegra predomina
sobre todo la variedad Eva o Beba de los Santos. La densidad de plantacion varia entre
1.000 y 4.000 plantas por hectéarea, conducidas tanto en vaso como en espaldera. La
vendimia comienza generalmente sobre el 20 de agosto.

La D.O. Ribera del Guadiana consta en la actualidad de 114 bodegas inscritas,
repartidas a por toda la geografia extremefia. La renovacion en curso esta originando
buenos resultados, con sus vinos de excelente calidad y creatividad, que estan
obteniendo reconocimiento en distintos eventos del mundo vinicola nacional e
internacional. Se elaboran vinos blancos, rosados y tintos. Ha aumentado la cantidad de
tintos que se destinan a crianza en barricas, también se elaboran vinos jovenes
monovarietales de Merlot, Cabernet-Sauvignon y Syrah; aunque la mayoria de los vinos

tintos se elaboran a partir de la variedad Tempranillo.
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Esta D.O. regula todos los factores que influyen en la calidad del vino (vifiedos,
sistemas de plantacién, control de vendimia, elaboracion y crianza) para asegurar las
caracteristicas diferenciales de los vinos acogidos a la misma por el reglamento vigente
(Decreto 170/2009, de 24 de julio del D.O.E. Nam. 146 del jueves 30 de julio de 2009).

1.2. Retos tecnologicos de la elaboracion de vino en Extremadura: madurez
tecnoldgica vs madurez fendlica, reduccion del grado alcohdlico, disminucion de la
oxidacidn, incremento de la acidez fija, e incremento y conservacion de aromas.

Desde hace afios se estdn produciendo importantes cambios en el sector
vitivinicola que han conducido a un mercado mas exigente que apuesta por vinos de
calidad. La tendencia general de los consumidores va dirigida hacia una demanda de
productos nuevos con caracteristicas especificas como por ejemplo vinos tintos de color
rojo intenso, con cuerpo, taninos suaves y aromas frutales cuyas caracteristicas estan
relacionadas directamente con uvas de alta madurez fendlica (Meléndez et al., 2013). La
situacion vitivinicola actual, con un descenso en el consumo mundial de vino agravado
por la crisis financiera, hace que el sector atraviese momentos dificiles. En este
contexto, la gran demanda de vinos tintos o blancos jovenes, frescos y arométicos ha
revertido en una reconversion del vifiedo nacional en busca de variedades mas
apropiadas para la elaboracion de este tipo de productos (Roldan Gémez, 2008). Esto ha
conducido a la replantacion de los vifiedos con variedades tintas como Tempranillo,
Cabernet-Sauvignon, Merlot, Syrah, etc. y variedades blancas aromaticas como
Sauvignon-Blanc y Chardonnay. Sin embargo, dicha reconversion no resulta facil, sobre
todo para zonas productivistas como en Extremadura, donde la realidad vitivinicola
hace necesario poner en practica otras alternativas fundamentales para obtener vinos de
calidad que presenten una acidez y un grado alcohélico suficiente sin ser excesivo, con
aromas persistentes, un aumento de la suavidad en boca y disminucion de la oxidacion
de sus caldos, entre otros criterios de calidad. Los vinos procedentes de zonas calidas
del sur de Espafia, elaborados con uvas muy maduras, con alto contenido en azlcar y
baja acidez, tienden a evolucionar muy rapidamente durante su conservacion.

Durante el proceso de maduracion de la uva las sustancias responsables de la
calidad se acumulan casi paralelamente a la acumulacion de azUcares y a la disminucién
de acidez, de tal forma que el concepto de calidad optima de la cosecha tiende a
identificarse con la concentracion maxima de azucares en la uva. Esto no es

rigurosamente cierto porque, o bien puede producirse una sobremaduracion o, en otros
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casos, se vendimia anticipadamente cuando se ha alcanzado la madurez tecnoldgica
(cantidad de azucar), segun el tipo de vino que se pretenda elaborar. Los vinos blancos
son mas frescos en climas frios, méas acidos y mas finos en bouquet, mientras que los de
regiones calidas son ricos en alcohol, cortos de sabor y de aroma (Becker, 1985). La
calidad de la uva depende en gran parte de la temperatura durante la maduracion:
interesa un ambiente fresco pero con calor suficiente para continuar la acumulacion de
azUcares y desarrollo del aroma de las bayas. Por lo general, la madurez tecnologica es
el principal indicador para la eleccién de la fecha de vendimia, mientras que la madurez
fendlica y aromética se tienen en cuenta desde hace muy poco tiempo para la
elaboracion de vinos de calidad (Kennedy et al., 2006; Ribereau-Gayon et al., 1998). En
consecuencia, aumenta el interés de los en6logos por medir la madurez fendlica para
predecir la intensidad del color y la composicion de polifenoles del vino.

Desde el punto de vista microbiano y asociado al cambio climatico, las
variaciones previstas en las condiciones ambientales (temperatura, estrés hidrico, etc),
en la composicion del sustrato, la fisiologia de la baya y las técnicas de cultivo hacen
probable que se modifiquen la ecologia, la biodiversidad y el metabolismo de la
microbiota del vifiedo y la bodega. Uno de los aspectos que mas inquieta es que para
alcanzar la madurez fendlica apropiada, el contenido en azlcar de la uva y el grado
alcohdlico esperado irdn probablemente en aumento (Gonzalez et al., 2007). El exceso
de grado alcoholico del vino puede ser abordado desde diferentes puntos de vista y
recurriendo a diferentes disciplinas (viticultura, microbiologia, tecnologia,
biotecnologia) de manera complementaria. Practicamente en todas las regiones
vitivinicolas del mundo se estan aislando y caracterizando levaduras autoctonas para
usarlas en vinificacién (Pretorius, 2000a). Ante la nueva situacién planteada por el
cambio climatico, seria deseable seleccionar estirpes de Saccharomyces con un poder
fermentativo mas moderado, al menos en términos de rendimiento en etanol. Por lo
tanto, una fuente de nuevas levaduras para vinificacion, mejor adaptadas a la nueva
situacion, podria seguir siendo la seleccion de estirpes silvestres de origen natural, pero
con criterios de seleccion mas adecuados a la situacion y los estilos de vinificacion
actuales (Palacios et al., 2006).

En Extremadura es una practica habitual la acidificacion del mosto para elaborar
vinos mas equilibrados y favorecer su conservacion y buena evolucién bioldgica.
Generalmente se realiza cuando el pH del mosto es superior a 3,7, ya que es

conveniente reducir el pH para evitar contaminaciones bacterianas y mantener la
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frescura del vino. La acidificacidon del mosto esta muy limitada hasta el maximo de 1,5
g/L expresado en tartarico, mientras que la acidez méxima permitida en los vinos es 2,5
o/L (E.C.C., 1987). El acido autorizado para este fin es el tartarico natural o dextrogiro
D (+), aungue también se puede utilizar &cido citrico limitado a un contenido total de 1
g/L, incluyendo el contenido inicial que lleva la vendimia.

Otro criterio fundamental en la produccion de vinos de calidad es la exposicion
controlada al oxigeno. Recientemente se han producido importantes avances en materia
de medida del oxigeno, su gestion en bodega, y los mecanismos quimicos que explican
muchos cambios organolépticos observados durante la oxidacion y el envejecimiento
(Anastasova et al., 2008; Laurie et al., 2008; Nevares and del Alamo, 2008; Nevares et
al., 2009). EIl proceso de oxidacién se desarrolla rapidamente, originando un deterioro
de las caracteristicas organolépticas del vino (Boulton et al., 1996). Una de las
soluciones més utilizadas y efectivas para reducir la concentracion y los efectos de la
exposicion al oxigeno es el uso de gases inertes como el nitrogeno y el diéxido de
carbono. En cuanto al uso de anhidrido sulfuroso, una de sus funciones mas importantes
al pH del vino viene dada por su capacidad para reaccionar con el peroxido de
hidrégeno e impedir que se produzcan las reacciones oxidativas posteriores (Boulton et
al., 1996; Danilewicz, 2007). Asimismo, su rapida reaccion con compuestos carbonilos
(como acetaldehido o dihidroxiacetona), permite reducir el impacto aromatico de estos
compuestos, reduciendo la sensacion de oxidacion en el vino (Laszlo et al., 1978). La
reduccion en la concentracion de anhidrido sulfuroso producto de la oxidacion también
se explicaria por su reactividad con quinonas (Laurie et al., 2012).

Por ultimo, el incremento y la conservacién de la intensidad aromatica es otro
aspecto muy interesante en los vinos que definen las diferencias entre la amplia
diversidad y estilos de vinos producidos en todo el mundo. En zonas de clima célido
como en Extremadura, suele disminuir el aroma varietal, frutal, y puede detectarse
presencia de acetaldehido libre, se ha demostrado que la acumulacién de terpenos en
climas frios es mas lenta que en climas calidos, pero que al final el contenido en
terpenos libres acaba siendo superior (Stahl-Biskup, 1987). Una acumulacion excesiva
de algunos componentes como las metoxipirazinas en Sauvignon-Blanc se favorece en
climas frios y situaciones sombreadas (Lacey MJ et al., 1991). Las bajas temperaturas
gue se mantienen en fermentaciones controladas consiguen disminuir la fuga de
compuestos volatiles y, por tanto, retienen mayor cantidad de aromas (Suarez Lepe,

1997). No obstante, muchas de las rutas biosintéticas de aromas estan condicionadas por
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factores como la composicién y pH del mosto, la variedad y madurez de la uva, la
calidad del suelo, la disponibilidad de agua, el estrujado de la uva, tratamientos del
mosto, el tiempo de contacto con las pieles, etc., influyendo significativamente en el
aroma final (Bartowsky et al., 2002; Boulton et al., 1996; Henick-Kling, 1993; Houtman
et al., 1980a; Houtman AC et al., 1980b; Lambrechts and Pretorius, 2000; Ribéreau-
Gayon et al., 2000).

1.3. Aromas varietales de la uva y fermentativos de levaduras y bacterias.

El vino es una bebida compleja que incluye unos 800 compuestos relacionados
con sus caracteristicas organolépticas (Rapp and Mandery, 1986). Durante la
fermentacion alcoholica, las levaduras no solamente convierten el azlcar en etanol y
dioxido de carbono, también producen importantes metabolitos que proporcionan el
caracter vinoso (Etievant, 1991; Guth, 1998; Lambrechts and Pretorius, 2000; Rapp,
1998; Romano et al., 2003; Schreier, 1979). ElI aroma genérico del vino se atribuye
mayoritariamente a alcoholes y ésteres etilicos, que le otorgan su calidad e intensidad
aromatica (Cole and Noble, 1995; Lambrechts and Pretorius, 2000; Noble, 1994). De
manera similar, durante la fermentacion maloléctica, las bacterias lacticas realizan la
desadificacion natural del vino pudiendo mejorar el perfil del flavor. En términos
enoldgicos, el perfil aromatico de un vino se clasifica en tres categorias:

- El aroma varietal se compone de sustancias procedentes directamente de la uva,
tales como los ésteres del acido acético y monoterpenos, estos Ultimos caracteristicos de
la variedad de uva Moscatel (Rapp and Mandery, 1986). Dentro de este grupo también
se incluyen compuestos que se generan de la manipulacion, preparacion, extraccion y
acondicionamiento del mosto en la bodega, y entre ellos cabe destacar aldehidos,
cetonas y diferentes tipos de alcoholes (Ramshaw and Hardy, 1969; Schreier, 1979;
Stevens et al., 1967).

- El aroma fermentativo se atribuye a los compuestos generados durante la
fermentacion alcohdlica por el metabolismo de las levaduras, fundamentalmente de
Saccharomyces cerevisiae, aungque no se debe ignorar la contribucién de las levaduras
oxidativas y apiculadas, denominadas como no-Saccharomyces, presentes durante los
primeros dias de la fermentacion, y de las distintas especies de bacterias lacticas durante
el desarrollo de la fermentacion malolactica (Viana, 2011a).

- En cuanto al aroma terciario o bouquet de maduracion, aparece como

consecuencia de reacciones enzimaticas y/o fisico-quimicas que ocurren durante el
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envejecimiento y crianza del vino. Segun el tipo de envejecimiento se distinguen dos
tipos de aromas terciarios: el de oxidacion, originado por la crianza en madera, y el de
reduccion, generado durante el envejecimiento en botella (Rapp and Mandery, 1986).
1.3.1. Principales compuestos derivados de la uva (tioles volatiles, compuestos
terpénicos y norisoprenoides).

Los tioles volatiles son compuestos azufrados con una funcién tiol (mercaptanos).
En la uva se encuentra combinado en forma inodora pero durante la fermentacion
aparecen por accion de PB-liasas especificas. Son importantes en el aroma varietal del
vino Savignon-Blanc con umbrales de percepcién muy bajos: 3 ng/L para 4-metil-4-
mercapto-pentan-2-ona (4MMP, arbusto siempre verde), 60 ng/L para 3-mercapto
hexan-1-ol (3MH, pomelo), o0 4 ng/L para 3-mercapto hexil acetato (3MHA, maracuya)
(Dubourdieu D, 2006). También se han identificado en vinos elaborados con otras
variedades (Colombard, Riesling, Semillon, Merlot y Cabernet-Sauvignon) y a distintas
concentraciones, pudiendo afectar potencialmente al aroma del vino (Murat M et al.,
2001; Tominaga T, 2000). Se ha propuesto a S. cerevisiae como responsable de la
formacion de estos compuestos durante la fermentacién alcohdlica, aunque se ha
demostrado que 4AMMP y 3MH también estan presentes en la uva en su forma no volatil
(Darriet P, 1995). La concentracién maxima de estos compuestos se encuentra en los
vinos recién fermentados, perdiéndose con el tiempo y especialmente cuando se aporta
oxigeno con los trasiegos. También se ha demostrado que la temperatura de
fermentacion afecta significativamente a su liberacion, a mayor temperatura mayor
liberacion de tioles volatiles (Flanzy, 2003).

Los compuestos terpénicos estan muy extendidos en el reino vegetal (King and
Richard Dickinson, 2000) como es el caso de Vitis vinifera, del orden de 400
monoterpenoides (Cyp) Y mas de 1000 sesquiterpenoides (Cis). Dependiendo de la
variedad de uva pueden oscilar en el mosto de 500 a mas de 1700 mg/L, y los mas
odorantes son los alcoholes monoterpénicos o terpenoles (linanol, o-terpineol,
citronelol, nerol, geraniol, Ho-trienol, etc.). La sintesis de los compuestos terpénicos
parte de la glucosa via acetil-coenzima A hasta el geranil pirofosfato del que derivan
todos los demas. El geraniol y el nerol se localizan un 90% en el hollejo, mientras que la
mitad del linalol se encuentra en el mosto. Algunas levaduras, Kluyveromyces lactis,
Torulaspora delbruecki y Ambrosiozyma monospora también producen terpenoides
(Drawert and Barton, 1978; Fagan GL, 1981; Klingenberg A, 1985).
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Otros compuestos derivados de la uva son los norisoprenoides, siendo

especialmente aromaticos la B-damascenona (floral, fruta exética), p-ionona (violeta), 3-
oxo-a-ionol (tabaco), 3-hidroxi-B-damascenona (olor a té) y B-damascona (afrutado,
tabaco). EI TDN (1,1,6-trimetil-1,2-dihidronaftaleno) con olor a queroseno destaca en la
uva por su aroma caracteristico, y en algunos vinos Riesling envejecidos
desarrollandose con el tiempo en botella, asi como el vitispirano y los actinodoles de
aroma alcanforado o a eucalipto.
1.3.2. Principales compuestos derivados del metabolismo de los microorganismos
implicados en el aroma del vino (ésteres etilicos, ésteres acetato, alcoholes
superiores, compuestos carbonilicos, acidos volatiles, fenoles volatiles, lactonas y
compuestos azufrados).

Los ésteres etilicos y acetatos son probablemente el grupo aromatico mas
importante, responsables en gran medida del caracter afrutado y floral de los vinos
jévenes. El principal es el acetato de etilo, aunque no se aceptan niveles superiores a
170 mg/L en vinos blancos y 160 mg/L en tintos (Corison et al., 1979). Los mas
relevantes son, por un lado, los ésteres polares (2-hidroxipropionato de etilo, succinato
de dietilo, 4-hidroxibutanoato de etilo, malato de dietilo, 2-hidroxipropionato de
isopentilo y 3-hidroxibutanoato de etilo), responsables de dar al vino cuerpo y
consistencia; y los esteres apolares donde se incluyen los ésteres de acetato de alcoholes
superiores (acetato de etilo, afrutado, barniz; acetato de isoamilo (o0 acetato de
isopentilo), platano, pera; acetato de isobutilo, platano; acetato de hexilo, manzana
madura; y acetato 2-feniletilo, miel, afrutado, floral) (Thurston et al., 1981); y los
ésteres etilicos de &cidos grasos saturados (butanoato de etilo, manzana; hexanoato o
caproato de etilo, manzana, platano; octanoato o caprilato de etilo, pifia, pera; y
decanoato o caprato de etilo, floral) (Baumes et al., 1986; Boulton et al., 1996). La
presencia de algunos ésteres de acetato, como el acetato de isoamilo y acetato 2-
feniletilo, confieren notas afrutadas acentuando la calidad del vino (Viana, 2011a), y la
combinacion de ambos ésteres de acetato conduce a una mejor percepcion sensorial de
las notas florales (Cacho, 2006). En general, los ésteres apolares se asocian al aroma
frutal, floral y fresco de vinos jovenes. En vinos blancos, la mezcla de estos compuestos
contribuye a mejorar las notas afrutadas, mientras que en los vinos tintos contribuye a
modular su calidad aromatica (Ferreira et al., 1995). En cuanto a los ésteres etilicos de
acidos grasos de Cg-Cyo, la cantidad transferida desde la levadura al vino disminuye a

medida que aumenta su tamafio, pasando al medio el 100% del hexanoato de etilo, el
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54-68% del octanoato de etilo y el 8-17% del decanoato de etilo (Nykénen et al., 1977).
En general, todos estos compuestos derivan fundamentalmente del metabolismo de los
azUcares, los ésteres de acetato se sintetizan en reacciones entre alcohol y acetil-CoA,
catalizadas por una alcohol acetil-transferasa (Peddie, 1990), y los ésteres de acidos
grasos se generan previa activacion del correspondiente acido graso por coenzima A,
catalizada por alguna acil-CoA sintetasa (Nordstrom, 1964a, b). Los ésteres de &cidos
grasos de cadena larga (Cg-Ci4) son toxicos para la levadura, con una fuerte actividad
antimicrobiana, que ademas se intensifica si son insaturados (Bardi et al., 1998), por lo
que los ésteres de cadena corta (C,-Cg) podrian ser producidos a través del mismo
proceso de detoxificacion.

Los alcoholes superiores son los compuestos que mas influyen cuantitativamente
en el aroma del vino, engloba a todos aquellos alcoholes que poseen mas de dos atomos
de carbono y un peso molecular y punto de ebullicion superior al etanol, su principal
caracteristica es olor penetrante. En concentraciones inferiores a 300 mg/L contribuyen
a la complejidad del vino, y por encima de 400 mg/L tendrian un efecto negativo en la
calidad (Nykénen, 1986). Se dividen en dos grupos: alifaticos, que incluye el propanol,
isobutanol, hexanol y alcohol isoamilico, siendo éste ultimo el mas significativo
cuantitativa y cualitativamente; y los alcoholes aromaticos que incluyen el tirosol y el 2-
feniletanol. Independientemente de la influencia que puedan ejercer por si mismos sobre
las propiedades organolépticas del vino, la importancia enologica de los alcoholes
superiores también radica en ser los precursores de los ésteres de acetato (Soles et al.,
1982). Durante la produccion de vino estos compuestos se pueden generar mediante dos
vias, una de ellas es la conversion de aminoacidos de cadena lateral ramificada (valina,
leucina, isoleucina y treonina), por lo que los niveles de estos compuestos estan muy
influidos por las cantidades y tipos de fuentes nitrogenadas en el mosto (Giudici et al.,
1993). Esta via implica transaminaciéon para proporcionar el a-cetoacido
correspondiente al aminodacido, seguida por reduccién de éste a alcohol. En realidad la
mayoria de los alcoholes superiores se producen de novo a partir de azucares, mediante
la formacidn inicial de los correspondientes cetoacidos (Carrascosa et al., 2005).

Los compuestos carbonilicos también son un grupo aromatico importante. Los
principales son el acetaldehido, con un limite en el vino de 100 mg/L, y el diacetilo,
para el que no se admiten concentraciones superiores a 1-4 mg/L. Estos compuestos se
generan a partir de dos cetodcidos procedentes de la sintesis o degradacion de

aminoacidos o alcoholes superiores. En vinos blancos, la presencia de acetaldehido es
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indicativa de oxidacién, el proceso de conversién de etanol en acetaldehido, en
presencia de oxigeno se conoce como maderizacion, produciendo el tipico sabor a
almendra amarga de los vinos dulces fortificados de Madeira. El diacetilo produce un
agradable aroma dulce de azucar con mantequilla en bajas concentraciones, pero se
vuelve desagradable entre 1-4 mg/L (Sponholz, 1993). La mayoria del diacetilo
producido procede de la actividad metabdlica de bacterias lacticas, Pediococcus y
Lactobacillus producen altas concentraciones de diacetilo, y Oenococcus oeni produce
concentraciones menores (0,15-4 mg/L) (Bartowsky and Henschke, 1995). El diacetilo
es un compuesto muy inestable, facilmente metabolizado por S. cerevisiae a 2,3-
butanodiol y acetoina, la concentracion final de diacetilo dependera del balance entre su
formacion y su tasa de degradacion (Swiegers and Pretorius, 2005).

La acidez volatil de un vino incluye el acido acético, los acidos grasos de cadena
corta (Cg, C10 Y C12) Y los &cidos grasos de cadena larga (Ci6 Y Cig). El contenido de
acidez volatil en el vino constituye un 10-15% del contenido de acidez total, siendo el
acido acético el principal en un 90% (Henschke and Jiranek, 1993; Radler, 1993), que
no debe superar los 1-1,5 g/L (Eglinton and Henschke, 1999). El acético es producido
por S. cerevisiae como un intermediario en la ruta de la piruvato deshidrogenasa,
responsable de la conversion del piruvato en acetil-CoA a través de una serie de
reacciones catalizadas por la piruvato descarboxilasa, acetaldehido deshidrogenasa y
acetil-CoA sintasa. Esta ruta es la unica fuente de acetil-CoA citosélica necesaria para
procesos anabdlicos como la biosintesis de lipidos (Flikweert et al., 1996; Pronk et al.,
1996). Aunque Saccharomyces puede producir acido acético, las altas concentraciones
en el vino son el resultado del metabolismo del etanol por parte de las bacterias acéticas;
entre ellas Gluconobacter oxydans, Acetobacter aceti, Acetobacter pasterianus,
Gluconobacter liquefaciens y Gluconobacter hansenii estdn normalmente asociadas a
las uvas y al vino (Du Toit and Lambrechts, 2002; Du Toit and Pretorius, 2002). En la
reaccion de oxidacion de etanol a acido acético, la enzima alcohol deshidrogenasa oxida
el etanol a acetaldehido, el cual es facilmente oxidado a acetato por otra enzima, la
aldehido deshidrogenasa (Du Toit and Pretorius, 2002).

Los fenoles volatiles son importantes para el gusto, color y olor de los vinos
(Dubois, 1983). Los més importantes son los vinilfenoles (4-viniguaiacol y 4-vinilfenol)
en vinos blancos y los etilfenoles (4-etilguaiacol y 4-etilfenol) en los tintos (Chatonnet
et al., 1997; Etievant, 1981; Singleton and Esau, 1968). EI mosto presenta pequefias

trazas de fenoles volatiles, aumentando su concentracion en los vinos durante la
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fermentacion (Lambrechts and Pretorius, 2000). Algunas levaduras como
Brettanomyces bruxellensis y Dekkera bruxellensis se conocen por su produccién de
fenoles volatiles (Chatonnet et al., 1993; Du Toit and Pretorius, 2000; Du Toit et al.,
2005). Términos como medicinal, farmacéutico, orina de raton, perro mojado, ahumado,
especiado, rancio y metélico describen el aroma y el sabor de vinos afectados por este
tipo de levaduras. Las bacterias lacticas también podrian ser responsables de la
formacion de fenoles volatiles en los vinos, que junto con las acéticas intervienen en la
formacion de 4-vinilfenol. Sin embargo, no esta claro que las bacterias lacticas jueguen
algun papel en la formacion de etilfenoles (Chatonnet et al., 1992). Otros factores como
el envejecimiento en barrica podrian incrementar el namero de fenoles volatiles en el
vino, la concentracion de 4-etilguaiacol y 4-etilfenol muestra un acusado incremento
durante el envejecimiento en barrica (Pollnitz et al., 2000).

Las lactonas son una familia de compuestos aromaticos relacionados con los
hidroxiacidos, se obtienen de la esterificacion intramolecular de estos compuestos. Los
4-hidroxiacidos dan lugar a gamma-lactonas y los 5-hidroxiacidos a delta-lactonas. En
el vino se han detectado algunas delta-lactonas (delta-Cs, Cg-Cip y Ci2) en
concentraciones de pug/L muy inferiores a su umbral de deteccion (Baumes et al., 1986;
Etievant, 1991; Etievant and Bayonove, 1983). Las mas abundantes son las gamma-
lactonas, agrupandose en dos clases segln su origen (Etievant, 1991; Muller et al.,
1973), la primera clase agrupa a las gamma-butirolactonas sustituidas o no en posicion
4 por grupos etoxi e isopentiltoxi, por grupos acetilos, 1-hidroxietilo y carbetoxi; y la
segunda clase agrupa a las alkil-gamma-lactonas (gamma-Cs a C10 y C12), la 2-hidroxi-
3,3-dimetil-gamma-butirolactona (pantolactona) y la 2-hidroxi-3-metil-2-penteno-
gamma-lactona (sotolén). Excepto el sotolon, formado por levaduras de flor en el vino o
por Botritis cinérea en la uva (Sponholz, 1993), todas las lactonas se producen durante
la fermentacion. Las gamma-butirolactonas tienen como origen comun los &cidos 2-
oxoglutarico y 4-oxobutirico (Fagan et al., 1981). Cuantitativamente las tres lactonas
méas abundantes son la gamma-butirolactona, 4-carbetoxi-gamma-butirolactona y 4-
etoxi-gamma-butirolactona, cuyas concentraciones, sobre todo en los vinos de levaduras
de flor, pueden llegar a mg/L, las concentraciones de las deméas son del orden de
algunos pg/L.

Por ultimo, los compuestos del azufre contribuyen significativamente al aroma del
vino debido a su elevada reactividad, aunque en algunos casos son responsables de

aromas indeseables (col, huevos podridos, ajo, cebolla, goma quemada etc.). Se dividen
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en cinco categorias: tioles (mercaptanos), sulfuros, polisulfuros, tioésteres y compuestos
heterociclicos (Mestres et al., 2000; Rauhut, 1993). El principal es el sulfuro de
hidrogeno (también denominado &cido sulfhidrico y/o H,S), cuyo limite aceptable esta
en 10-100 ug/L. El origen de este compuesto se encuentra en el sulfato del medio y en
el azufre elemental generado a partir de fungicidas, y su formacion por las levaduras
esta relacionada con el metabolismo del nitrogeno y del azufre (Mestres et al., 2000;
Rauhut, 1993). El sulfuro de hidrdgeno es producido por levaduras como resultado del
metabolismo del azufre al actuar como intermediario en la biosintesis de aminoacidos
azufrados, y que ademd&s parece estar en parte genéticamente determinado ya que
diferentes estirpes de levaduras producen diferentes cantidades de sulfuro de hidrogeno
en las mismas condiciones (Henschke and Jiranek, 1993). En la ruta metabélica SRS
(secuencia de reduccién de sulfato) el sulfato es importado hacia el interior de la
levadura a través de sulfato permeasas, posteriormente reducido a sulfuroso en distintas
etapas utilizando varias enzimas (ATP-sulfurilasas y sulfuro reductasas), y después se
combina con dos aminoacidos (O-acetilserina o O-acetilhomoserina) para formar
cisteina y metionina. La ruta metabdlica SRS es inducida siempre que hay una demanda
metabolica de estos amino&cidos, que suelen ser limitantes en la uva, por lo que si la
fuente de nitrégeno es limitante, los precursores de estos aminoacidos también lo seran,
la ruta SRS sera activada pero se parara en la etapa de sulfuro, convirtiéndose despues
en H,S (Thomas and Surdin-Kerjan, 1997). También se ha descrito la liberacion de este
compuesto cuando las levaduras entran en autolisis generalmente al final de la
fermentacion (Suomalainen and Lehtonen, 1979). El sulfuro de hidrégeno es una
molécula altamente reactiva, que puede formar parte de muchas reacciones que generan
compuestos que afectan el flavor del vino, como el dimetilsulfuro producido por un
mecanismo de escision (del S-metil-L-metionina a homoserina y dimetilsulfuroso),
considerado beneficioso a bajas concentraciones durante el envejecimiento en botella,
con aromas a esparragos, maiz y melazas (Rauhut, 1993), y umbrales de 25 ug/L, en
vino blanco, y 60 pg/L en tintos. Otros compuestos que pueden influir en el aroma de
los vinos son los metil- y etil-mercaptanos, este ultimo descrito como cebolla 0 goma
quemada con un umbral de 1,2 pg/L en el vino (Goniak and Noble, 1987). Se ha
sugerido que éstos compuestos proceden del metabolismo de la metionina de la
levadura; sin embargo probablemente los productos liberados de la metionina y los
residuos de los pesticidas también sean fuentes importantes de mercaptanos en los vinos
(Rauhut, 1993).
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1.3.3. Determinacion de compuestos volatiles.

El interés por conocer la composicion de los aromas ha estado siempre presente
en Enologia, sin embargo su estudio no ha sido posible hasta hace relativamente poco
tiempo, debido a la inexistencia de métodos analiticos capaces de determinar la
constitucion en compuestos minoritarios, de manera que soélo la cata era el
procedimiento Util para discernir sobre este tipo de compuestos (Fernandez Cedron,
2004). Los procedimientos de aislamiento de los compuestos volatiles del vino estan
basados en distintas propiedades fisico-quimicas como la volatilidad, la solubilidad en
distintas fases organicas inmiscibles con la matriz y la capacidad de ser adsorbidos
selectivamente sobre ciertos materiales. Los compuestos mayoritarios no necesitan su
preconcentracion a partir de los vinos, sin embargo hay otro grupo, que se encuentran en
concentraciones tan pequefias que necesitan ser extraidos y concentrados para poder ser
determinados, éstos son los volatiles minoritarios, que son la mayoria exceptuando
metanol, etanol, los alcoholes superiores, acetato de etilo, acetaldehido, formiato de
etilo, otros ésteres, propanal, 2,3 butanodiol, glicerina, y los &cidos que contribuyen a la
acidez volatil. Los volatiles minoritarios tienen una especial importancia dentro de los
compuestos aromaticos, ya que se les atribuye un papel muy destacado como
principales responsables en la diferenciacion de los distintos vinos (Fernandez Cedrén,
2004). Aungue se encuentran en baja concentracion, presentan entre ellos grandes
diferencias de concentracion, de umbrales de deteccion, amplio rango de puntos de
ebullicion y una alta reactividad y labilidad quimica (Bemelmans, 1979) .

La cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masa introducida en 1952
(James and Martin, 1952) ha permitido la separacién de estos compuestos presentes en
una mezcla. El principio de separacion en un cromatografo de gases (GC) consiste en
una serie de particiones entre una fase movil gaseosa y una fase estacionaria que puede
ser un so6lido adsorbente, un liquido retenido en un soporte sélido (como es el caso de
las columnas empaquetadas) o un liquido impregnando la pared interna de una columna
capilar. La mezcla a separar, una vez volatilizada, se hace pasar a través de la columna
con la ayuda de un gas inerte, basandose la separacion en la distinta velocidad de los
compuestos a su paso por ésta, los cuales van llegando a continuacion al sistema de
deteccion. En cuanto a los detectores existen muchos tipos, pero el méas usado
actualmente para la identificacion de compuestos quimicos en una mezcla son los
detectores de espectrometria de masa (MS). Su principio de funcionamiento radica en la

medicion entre masa y carga de iones de gases (m/z), los cuales son separados en
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ambientes de alto vacio por campos magnéticos o eléctricos. La deteccion de estos iones
genera el espectro de masa del compuesto, que es Unico para cada compuesto quimico y
consiste en una representacion grafica de las abundancias detectadas de cada ion
respecto a su m/z (Kitson et al., 1996; Siuzdak, 1996). Ademas del detector MS, otro
detector utilizado es el de ionizacion de llama (Flame lonization Detector FID). En este
detector se incorpora una llama de aire/hidrogeno en el paso del gas que sale de la
columna, donde los compuestos combustionados al pasar cerca de la llama, provocan
una corriente que fluye entre dos electrodos en el detector, sefial que es amplificada
posteriormente. La identificacién de los compuestos por medio de este tipo de detector
se basa en el uso de los tiempos de retencion (Retention Times, RT), que son definidos
como los tiempos en que un compuesto quimico es detectado al final de la columna
cromatografica. La sefial eléctrica del detector representada en el tiempo es el
cromatograma obtenido de la muestra, donde se supone que cada pico se relaciona con
un compuesto quimico en particular. La posicion de los picos (tiempo de retencion) se
utiliza con fines cualitativos, mientras que el area o la altura de los mismos se
relacionan con la concentracion de los compuestos.

La CG es muy util cuando pretendemos identificar los compuestos que
determinan una caracteristica aromatica conocida, pero ademas es necesario conocer los
umbrales a partir de los cuales el producto mejora o empeora la calidad del vino. Es
importante determinar el umbral olfativo para determinar la importancia de un
compuesto presente en el vino por medio del uso de unidades de aromas o unidades
activas de un aroma (Odor Activity Value, OAV). Este concepto fue introducido en los
afios 60 (Guadagni et al., 1966) y se define como aquella concentracién de un
compuesto que resulta suficiente para reconocerlo por su olor. Se mide como valor de la
actividad aromdtica de un compuesto “x” y se calcula de acuerdo a la siguiente
ecuacion: OAV=Cx/Ax, donde Cx es la concentracion del compuesto “x” en el vino; Ax
es la concentracion umbral olfatoria del compuesto x en el vino. Se puede distinguir
entre aromas activos e inactivos, segun el valor de actividad aromatica de un compuesto
en una matriz determinada. Los compuestos aromaticos cuyo OAV es superior a 1 se
consideran compuestos activos, etanol, lactatos de los alcoholes superiores, acetato de
etilo, ésteres etilicos de acidos grasos Cg, Cg y Cy9 Yy alcoholes isoamilicos se encuentran
normalmente entre 1 y 20; 3-hidroxipropionato de etilo, isobutanol, feniletanol,
hexanol, nanolactona, 1,1-dietoxietano, 4-etilfenol, 4-etilguaiacol, y 2,3-butanodiona

entre 0,1 y 2; vy, acidos isobutirico, hexandico, octandico y decanoico, 3-
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hidroxibutanona, benzaldehido, sulfuro de dimetilo, metionol y eugenol entre 0,001 y 1
OAVs (Etievant, 1991).

I.4. La importancia de la fermentacion maloléctica en Extremadura.

Un vino rico en acido malico es considerado biolégicamente inestable, al ser éste
un sustrato facilmente metabolizable por determinados microorganismos,
principalmente bacterias lacticas y algunas levaduras fermentativas. Ademas, la elevada
acidez méalica de mostos y vinos origina desequilibrios organolépticos que se hacen
patentes en el sabor verde y duro de este &cido dicarboxilico. Debido a esto, la
disminucion de la acidez total en vinos ricos en este acido ha constituido uno de los
procesos tecnicos mas estudiados en enologia, considerdndose indispensable para
suavizar los vinos verdes de zonas frias y en zonas calidas con riego controlado. Sin
embargo, las dos vias biologicas posibles de desadificacion, la fermentacién malo-
alcohdlica y la fermentacion malolactica, condicionan la acidez y aromaticidad del vino.

El acido L-malico es el isomero que se encuentra en la uva localizado
esencialmente en la pulpa, y es el responsable del sabor verde y &cido, en regiones frias
pueden oscilar entre 2-5 g/L, mientras que en zonas célidas generalmente se encuentra
por debajo de 2 g/L (Bauer and Dicks, 2004). La concentracion de acido malico de la
uva disminuye constantemente durante la maduracion debido a fendmenos de migracion
y combustién, dependiendo activamente de las condiciones meteorolégicas del verano
en cada microclima, de la fecha de cosecha, y de la vinifera. ElI conocimiento de la
evolucion de la acidez de la uva en el curso de la maduracion tiene gran importancia
para la futura composicién quimica del mosto y del vino, y su repercusién en los
caracteres organolépticos (Suérez Lepe, 1997).

En general, el transporte de malico a través de la membrana plasmética y su
degradacion por microorganismos es de gran interés en muchos procesos
agroalimentarios, especialmente en los que participan las levaduras fermentativas.
Solamente algunas levaduras pueden utilizarlo como Unica fuente de carbono y energia,
Candida sphaerica (Corte-Real et al., 1989), Hansenula anomala (Corte-Real and Leéo,
1990) y Candida utilis (Céassio and Ledo, 1993). En estos casos, la forma disociada del
acido atraviesa la membrana plasmatica por simportes proténicos que son inducibles y
sometidos a represion por glucosa. Otras levaduras como Zygosaccharomyces bailii
(Rodriguez and Thornton, 1990) y Schizosaccharomyces pombe (Sousa et al., 1992)

solo pueden metabolizar el &cido L-malico en presencia de una fuente de carbono
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asimilable (Osothsilp and Subden, 1986). En este caso, la forma disociada atraviesa la
membrana de manera activa, mientras que la forma no disociada atraviesa la membrana
por difusion simple (Baranowski and Radler, 1984; Osothsilp and Subden, 1986; Sousa
etal., 1992).

Lamentablemente, las levaduras S. cerevisiae, fundamentales en la fermentacion
del mosto, casi no metabolizan el L-malico de la uva debido a que carecen de un
transportador activo (Grobler et al., 1995; Volschenk et al., 1997) y a la baja afinidad
por el sustrato de su enzima malico dependiente de NAD (Km ¥ 50 mM) (Fuck et al.,
1973), que ademas estd sometida a represion catabdlica (Redzepovic et al., 2003). El
resultado es que los cambios en la acidez total del vino durante la fermentacion
alcohdlica con S. cerevisiae son minimos (Gao and Fleet, 1995). Esto requiere la
reduccion posterior controlada del acido malico cuando esta en exceso para elaborar
vinos equilibrados.

Una opcién es la desadificacion quimica precipitando los principales acidos
organicos mediante adiccion de calcio, potasio u otros cationes produciendo una sal
insoluble; y otra afiadir zumo de uva o azUcar al vino para enmascarar el sabor del &cido
malico. El aspecto negativo de sendos tratamientos es que ambas alternativas alteran las
caracteristicas y calidad del vino, quedando cantidades residuales de &cido malico por
un lado que pueden soportar el crecimiento de bacterias contaminantes a menos que se
afiadan dosis elevadas de sulfitos. Ademas, la desadificacion quimica hace precipitar
otros componentes de calidad, como la fraccion aromética, por lo que los vinos
quedarian vacios con sensaciones acuosas en boca aumentando la sequedad del mismo.
De forma natural, la desadificacion del vino se suele realizar biolégicamente mediante
fermentacion malolactica, que consiste en la conversion del acido L-malico en acido L-
lactico y CO, normalmente por bacterias lacticas pertenecientes a los géneros
Leuconostoc, Lactobacillus, Pediococcus y Oenococcus. La fermentacion malolactica
aporta nuevos matices aromaticos, la produccion de diacetilo favorece a la complejidad
del vino con toques a dulce de mantequilla que resultan rancios e indeseables cuando
superan ciertos niveles (1-4 mg/L) (Sponholz, 1993), la formacion de ésteres etilicos
como el lactato de etilo y el succinato de dietilo, aportan al vino volumen y redondez
con toques lacteados, el aumento de acidez volatil suele ocurrir al final de la
fermentacion  malolactica  (Suarez  Lepe, 2003) y el incremento de
3(metilsulfanil)propidnico a partir de la metionina aumenta el aroma a tostado-chocolate

(Pripis-Nicolau et al., 2004). Aunque esta técnica es la mas extendida en todas las
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regiones vitivinicolas del mundo, presenta una serie de inconvenientes como la
degradacion de terpenos y alteracion de los aromas tales como yogur rancio, sudor,
fosforos quemados y fruta podrida, y una pérdida de equilibrio y complejidad, asi como
la formacidn de aminas bidgenas potencialmente perjudiciales para la salud.

Otra alternativa bioldgica aun en desarrollo es inocular el mosto con levaduras
fermentativas capaces de degradar el &cido L-malico. Se puede utilizar S. pombe, que
degrada completamente el L-malico y produce etanol mediante fermentacion malo-
alcohdlica, o Saccharomyces malidevorans, capaz de degradar parcialmente el L-malico
durante la elaboracién del vino (Thornton, patente de EE.UU. N° 4.830.968). S. pombe
se puede utilizar como células inmovilizadas para la desacidificacion biolégica de los
vinos (Silva et al., 2003) y ya estd disponible comercialmente (Promalic®; Proenol,
http://www.proenol.com/). El problema es que estas dos levaduras producen sabores
desagradables y originan vinos de mala calidad. También se ha propuesto utilizar
Issatchenkia orientalis con la misma finalidad para degradar acido méalico mediante
fermentacion maloalcohdlica en cultivos mixtos con S. cerevisiae (Kim et al., 2008).

Por otra parte, se ha intentado hibridar o combinar genomas de levaduras vinicas
S. cerevisiae con otras especies de levaduras que metabolizan el L-malico mediante
fusion de protoplastos (Carrau et al., 1982; Svoboda, 1980); patente de USA N°
5.330.774 de Carrau y col.) o transformacion (Lautensach and Subden, 1984; Williams
et al., 1984), aunque esta estrategia no ha tenido el éxito esperado en la elaboracion
industrial de vino. Profundizando en esta estrategia, se han obtenido levaduras
transgénicas S. cerevisiae capaz de realizar simultaneamente la fermentacion alcoholica
y la fermentacidén malolactica o la malo-alcohdlica. Se ha clonado y caracterizado el gen
malolactico (mleS) de Lactobacillus delbrueckii (Williams et al., 1984) y Lactococcus
lactis (Ansanay et al., 1993; Denayrolles et al., 1995) y se ha introducirlo y expresado
en S. cerevisiae. Lamentablemente, aunque las levaduras recombinantes expresan el gen
mleS, no degradan eficazmente el L-malato a L-lactato (Ansanay et al., 1993;
Denayrolles et al., 1995; Williams et al., 1984). Mas éxito se ha obtenido con una
estirpe industrial de S. cerevisiae a la que se ha integrado en el genoma un cassette
lineal de DNA en el locus URA3 con el gen de la enzima malato permeasa de S. pombe
(mael) y el gen de la enzima malolactica de Oenococcus oeni (mleA) bajo el control del
promotor constitutivo PGK1 y con secuencias terminadoras de S. cerevisiae. Esta
levadura transgénica “malolactica”, MLO1, es capaz de descarboxilar totalmente 5,5 g/L

de L-malico en mosto de uva Chardonnay durante la fermentacion alcohdlica,
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previniendo la formacion de aminas bioldgicas indeseables en una posterior
fermentacion malolactica bacteriana (Husnik et al., 2006). A pesar de este evidente
éxito, y de que la levadura MLO1 se comercializa ya en algunos paises, su uso no esta
generalizado por las restricciones legales de cada pais y el rechazo de consumidores y

activistas al uso de microorganismos transgénicos en la industria alimentaria.

I.5. Fermentacion alcohdlica espontanea e inoculada con levaduras: importancia
de la biodiversidad microbiana en la calidad del vino.

La fermentacion del mosto constituye un complejo proceso microbioldgico y
bioquimico en el que las levaduras, responsables de la fermentacion alcoholica,
transforman los azucares del mosto en etanol, didxido de carbono y un gran nimero de
productos secundarios (Fleet and Heard, 1993) ademas de desprender bastante calor.
Estos compuestos secundarios, aunque minoritarios, son importantes desde el punto de
vista sensorial. Como ya mencionamos en el Apartado 1.3.2, se trata de ésteres etilicos
y de acetato, alcoholes superiores, acidos volatiles, compuestos carbonilicos, fenoles
volatiles, compuestos que contienen azufre y tioles. Ademas, cuando es necesario, la
fermentacion maloléctica llevada a cabo por las bacterias lacticas, no solo contribuye a
la desacidificacion del vino sino que ademas produce compuestos que mejoran el perfil
sensorial del vino (Lambrechts and Pretorius, 2000; Swiegers and Pretorius, 2005).
Durante la fermentacién alcohdlica, también se producen una serie de fenémenos
bioguimicos colaterales, que tiene una gran importancia en el desarrollo de la misma y
en la composicion del vino; tales como la fermentacién gliceropirtvica, el catabolismo
y anabolismo de los aminoéacidos, y el metabolismo de los compuestos azufrados.

Tradicionalmente, la fermentacién del mosto ha sido un fenémeno espontaneo,
realizado por los microorganismos silvestres que se encuentran en la superficie de la
uva y en bodega, normalmente transportados por el viento e insectos (Angulo et al.,
1994; Peynaud, 1993; Ribereau-Gayon et al., 1989). En el comienzo de la vendimia, las
uvas son la principal fuente de levaduras indigenas en los mostos. ElI nimero de
levaduras sobre la superficie de un grano de uva oscila entre 10-10° UFC/mL en uvas
inmaduras, incrementandose esta cantidad a 10%-10° UFC/mL en uvas maduras (Fleet,
2003). Los principales factores que condicionan el crecimiento de Saccharomyces
durante la fermentacion alcoholica son la localizacion (Bisson and Kunkee, 1991;
Boulton et al., 1996; Jackson, 2008; Jolly et al., 2006), condiciones sanitarias
(Barcenilla J and V, 1989; Guerzoni et al., 1982; Loureiro and Malfeito-Ferreira, 2003;
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Zambonelli, 1988), condiciones climaticas (Briones et al., 1995; Longo et al., 1991;
Querol et al., 1990), grado de maduracion en el momento de vendimiar (Angulo et al.,
1994; Farris et al., 1990; Goto and Gokotsuka, 1977), variedad de uva (Angulo et al.,
1994), productos fitosanitario (Oliva et al., 2006; Quesada, 1994), dafios fisicos debidos
a insectos o pajaros (Guerzoni and Marchetti, 1987; Longo et al., 1991) y composicion
fisico-quimica del suelo (Briones et al., 1995; Farris et al., 1990; Longo et al., 1991).
Cuando los mostos no son inoculados, la fermentacion es iniciada por varias especies de
bajo poder alcoholigeno y cierto poder oxidativo, las levaduras apiculadas (Kloeckera
apiculata y/o su equivalente sexual Hanseniaspora uvarum) son las predominantes en
uva y mosto, seguidas de especies de Candida (fundamentalmente C. pulcherrima y/o
su equivalente sexual Metschnikowia pulcherrima y C. stellata), levaduras formadoras
de velo como Pichia sp (P. membranifaciens), Debaryomyces y, en menor medida,
Hansenula (H. anomala), Kluyveromyces, Brettanomyces, Cryptococcus y la levadura
rosa Rhodotorula minuta (Fleet and Heard, 1993; Jolly et al., 2006; Pretorius, 2000b;
Suarez and Ifiigo, 1992). Estas levaduras pueden crecer hasta poblaciones totales de 10°-
10" UFC/mL durante los 2 o 3 primeros dias de fermentacién. Seguidamente comienzan
a morir debido al aumento de la concentracion de etanol en el medio, dando paso a
levaduras mas resistentes y con mayor poder fermentativo como Zygosaccharomyces,
Torulaspora y Saccharomyces (Beltran et al., 2002; Constanti et al., 1997; Fleet and
Heard, 1993; Jolly et al., 2006). La fermentacidn es terminada por distintas estirpes de
S. cerevisiae, que aumentan gradualmente su poblacién desde el principio hasta
constituir practicamente el 100% de las levaduras en fermentacion tumultuosa. Por
tanto, la mayoria del etanol es producido basicamente por Saccharomyces, y en especial
S. cerevisiae. Esta sucesion de especies se repite sistematicamente, con ligeras
variaciones, en las fermentaciones analizadas en todo el mundo, tal y como se deduce de
los trabajos publicados al respecto (Beltran et al., 2002; Constanti et al., 1997; Fleet and
Heard, 1993; Garijo et al., 2008; Giudici and Kunkee, 1994; Jolly et al., 2006; Jolly et
al., 2003b; Maturano et al., 2015; Pateraki et al., 2014; Raspor et al., 2006; Regodén et
al., 1997; Rementeria et al., 2003; Salvadores and Cardell, 1993; Sangorrin et al., 2007;
Santamaria et al., 2005; Schuller and Casal, 2007; Sipiczki et al., 2001; Torija et al.,
2001).

En los Gltimos afios se observa una mayor tendencia a realizar las fermentaciones
con indculos de levaduras seleccionadas, generalmente del género Saccharomyces, con

el fin de obtener resultados satisfactorios y reproducibles en la calidad de los vinos

36



Capitulo I: Introduccién general

(Caridi A et al., 2002; Pretorius, 2000b; Valero et al., 2005). La produccion de las
primeras levaduras secas (LSA) para vinificacion se remonta a mediados de los afios 60.
Desde entonces se han extendido los programas para seleccion de levaduras vinicas
aumentado considerablemente las cepas comerciales de levaduras bien caracterizadas
disponibles en el mercado (Khachatourians, 1995; Schuller and Casal, 2005). En la
actualidad, las investigaciones al respecto se dirigen fundamentalmente en tres sentidos
(Degre, 1993):

1) Aislamiento de nuevas cepas locales, mejor aclimatadas a cada region
productora, que permitan satisfacer las necesidades de cada industrial bodeguero.

2) Obtencion de cepas con propiedades especificas interesantes como: cepas
floculantes, que se separen mejor de los vinos facilitando la clarificacidn; cepas con
actividad B-glucosidasa, capaces de liberar terpenos responsables de aromas primarios
varietales que mejoran las caracteristicas organolépticas de ciertos vinos, etc. (Masque
et al., 1995; Pérez-Gonzélez et al., 1993; Rodriguez et al., 2004).

3) Introduccion de marcadores genéticos especificos en las cepas seleccionadas
para determinar y controlar el crecimiento de las mismas en mostos no estériles. Esto
permite saber si la cepa inoculada es realmente el agente mayoritario de la fermentacion
alcoholica frente a las levaduras silvestres presentes en el mosto (Ambrona et al., 2006;
Ambrona et al., 2005b; Delteil and Aizac, 1988; Pérez et al., 2000; Petering et al., 1991,
Vezinhet, 1985; Vezinhet and Lacroix, 1984).

Cuando se afiade al mosto un cultivo de levadura seleccionada, cuya
concentracion se encuentra en exceso frente a las levaduras silvestres, esta se convierte
en el agente dominante durante la fermentacion (Alvarez, 2005; Fleet and Heard, 1993;
Querol et al., 1992a). Aunque no cabe descartar la contribucién de las levaduras
silvestres al sabor y aroma de los vinos (Heard and Fleet, 1985; Lema et al., 1996; Reed
and Nagodawithana, 1988), la levadura dominante es la que aporta la mayoria de los
aromas secundarios, es decir, los producidos durante la fermentacién. Segun la levadura
empleada en la fermentacion del mosto, se producirdn unos u otros compuestos que
contribuiran a la calidad final del vino; y por tanto, a los resultados de las evaluaciones
sensoriales (Heard and Fleet, 1986). Dichos compuestos, volatiles y no volatiles, se
producen como consecuencia del metabolismo de las levaduras durante la fermentacion.
La cantidad producida de estos compuestos depende de los factores que determinan el
crecimiento de la levadura (composicion del mosto, temperatura, aireacion, etc.), y de

factores geneticos estables caracteristicos de cada cepa especifica de levadura. Esta

37



fuerte correlacion existente entre los metabolitos producidos durante la fermentacion y
la levadura utilizada, ha conducido a la seleccion y utilizacion de estirpes que producen
un aroma y sabor més agradable (Houtman and du Plessis, 1985; Parish and Carroll,
1987). Las levaduras seleccionadas deben estar preparadas para fermentar en las
condiciones ambientales que se van a encontrar (tipo de mosto, practicas enologicas,
climatologia, etc.) (Castino, 1994). Es importante considerar este aspecto cuando se ha
seleccionado una levadura en lugares con mostos ricos en nutrientes (Francia, paises
nordicos, zonas atlanticas en general) y se pretende utilizar en zonas con mostos
habitualmente mas pobres, como es el caso de toda la zona mediterranea (Delteil and
Lozano, 1995). Por tanto, aunque existen levaduras secas activas (LSA) comerciales
tedricamente apropiadas para realizar vinificaciones, resulta mucho méas adecuado
utilizar cepas autéctonas (locales) seleccionadas (Castino, 1994; Degre, 1993; Melero,
1992; Pérez-Nevado et al., 2006; Querol et al., 1992b; Suarez and Ifiigo, 1992).

La mayoria de las levaduras secas activas comercializadas en Extremadura son de
origen francés, y estan aclimatadas a otras condiciones ambientales, por lo que son
desplazadas frecuentemente por levaduras autoctonas no seleccionadas presentes en el
mosto, que estdn mejor aclimatadas a las caracteristicas ambientales de la zona. La
utilizacion de levaduras locales seleccionadas, mejor aclimatadas a las condiciones
ambientales de la zona productora en cuestion, aseguraria su implantacion como agente
bioldgico méas importante responsable de la fermentacion alcohdlica, aln en presencia
de las levaduras silvestres presentes en los mostos no estériles. Por otra parte, la
utilizacion de levaduras locales seleccionadas puede asegurar el mantenimiento de las
caracteristicas propias tipicas de los vinos de la zona, aspecto muy importante a
considerar por el industrial bodeguero que comercializa la mayoria de su produccion en
origen. En la actualidad se estan comercializando en la region dos levaduras autoctonas
seleccionadas, EX88 y E7AR1 (Pérez-Nevado et al., 2006; Pérez et al., 2000; Regodon,
1997; Regoddn et al., 1997), como levadura fresca.

1.6. Utilidad de las levaduras Saccharomyces y no-Saccharomyces en la mejora de
la calidad del vino.

A pesar de las ventajas que ofrecen las fermentaciones inoculadas con levaduras
vinicas seleccionadas del genero Saccharomyces (Fleet and Heard, 1993; Ribereau-
Gayon, 1985; Suérez, 1990), se ha constatado que el control del proceso de

fermentacidn va siempre acompafiado de una pérdida de tipicidad de los vinos, lo que
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no sucede con las fermentaciones espontaneas. Los compuestos producidos por las
levaduras durante la fermentacion pueden variar y ser caracteristicos de cada estirpe,
determinando asi la calidad final del vino y, con ello, los resultados de las evaluaciones
sensoriales (Heard and Fleet, 1986). Por tanto, existe una controversia dentro del &mbito
enoldgico relativo al empleo de fermentaciones espontaneas o inoculadas,
particularmente respecto a la complejidad organoléptica de los vinos.

Estudios recientes sugieren que algunas levaduras no-Saccharomyces pueden ser
utilizadas para corregir ciertos defectos del vino o para intensificar o mejorar sus
propiedades organolépticas, y conseguir asi productos mas originales y diferenciados.
El principal origen de esta mejora de la complejidad aromética de los vinos parece ser la
sucesion de poblaciones de levaduras distintas durante la fermentacion alcohdlica con
alternancia de levaduras no-Saccharomyces y Saccharomyces. A diferencia de las
levaduras Saccharomyces, las no-Saccharomyces secretan al medio mas enzimas (como
esterasas, glicosidasas, lipasas, proteasas, celulasas, etc.), que degradan ciertos
componentes del mosto mejorando algunos procesos tecnolégicos (como la maceracion,
filtracion, clarificacion, rendimiento alcohdlico, extraccidn de color, etc.) y, en potencia,
la calidad aromaética del vino. Algunas de estas levaduras no-Saccharomyces parecen
tener efectos interesantes sobre el aroma y sabor (Ciani and Maccarelli, 1998; Ciani and
Picciotti, 1995; Herraiz et al., 1990a; Moreno et al., 1991), ademéas de producir baja
cantidad de compuestos indeseables en el vino como acetaldehido, acetoina, acido
acético, y acetato de etilo (Cabrera et al., 1988; Ciani and Ferraro, 1998; Herraiz et al.,
1990a; Martinez et al., 1990). Por esta razon se ha evaluado su utilidad para reducir la
acidez volatil del vino co-inoculadas con levaduras Saccharomyces en cultivos mixtos o
de forma secuencial (Ciani et al., 2006; Ciani and Picciotti, 1995; Herraiz et al., 1990a),
y de manera singular en vinos elaborados con mostos muy ricos en azucar (de 350 a
450 g/L) procedentes de uvas botritizadas (Laffon-Lafourcade et al., 1981).

La evaluacion de la utilidad de las levaduras no-Saccharomyces en la elaboracién
de vino se realiza normalmente mediante co-inoculacion (secuencial o simultanea) con
levaduras Saccharomyces en fermentaciones controladas. EI mayor problema de este
uso combinado de diferentes especies de levaduras es que la participacion de cada
levadura y los resultados de la fermentacion son imprevisibles, circunstancia que puede
afectar de forma indeseada a la composicion quimica y aromatica del vino. En
consecuencia, se requiere conocer mejor los efectos de las condiciones ambientales de

la fermentacion sobre las distintas levaduras y las interacciones entre las distintas

39



especies y estirpes de levaduras Saccharomyces y no-Saccharomyces; y utilizar las
mejores condiciones y las posibles interacciones sinérgicas como una herramienta
biotecnologica para controlar mejor el crecimiento de las distintas poblaciones de
levaduras durante la fermentacion del mosto (Ciani et al., 2010). Por ejemplo, se sabe
que la limitacién de oxigeno durante la fermentacion influye més en la supervivencia de
algunas levaduras no-Saccharomyces, como Torulaspora delbrueckii y Klyveromyces
thermotolerans, que en S. cerevisiae (Hansen et al., 2001), que las interacciones entre
células inhiben el crecimiento de estas dos levaduras, o que altas concentraciones de
células de S. cerevisiae inhiben el crecimiento de T. delbrueckii y de K. thermotolerans
(Hansen et al., 2001; Nissen and Arneborg, 2003; Nissen et al., 2003). A pesar de estas
limitaciones, tanto T. delbrueckii (para mejorar la calidad organoléptica del vino) como
K. thermotolerans (para acidificar biolégicamente el vino, (Kapsopoulou et al., 2007),
se pueden adquirir en el mercado (marcas Hansen, Lallemand o Laffort) para elaborar
vino; aunqgue su utilidad préctica en bodegas comerciales esta por confirmar y ain no
son levaduras vinicas de uso generalizado. La casa Hansen vende una mezcla de
levaduras, MELODY .nsac, compuesta por una estirpe de S. cerevisiae, para conseguir
una fermentacién alcohdlica segura y fiable, y dos estirpes no-Saccharomyces (T.
delbrueckii y K. thermotolerans) para mejorar el impacto organoléptico del aroma y la
sensacion en boca del vino (http://www.chr-hansen.com/). Por su parte, la casa
Lallemand asume que la inoculacion de levaduras no-Saccharomyces en monocultivo
no permite concluir la fermentacion (azlcares residuales < 2 g/L) en un tiempo
razonable compatible con las exigencias de las actuales técnicas de vinificacion, y al
mismo tiempo no garantiza la ausencia de defectos sensoriales. Esto es como
consecuencia de que, en las condiciones usuales de vinificacion, estas levaduras no-
Saccharomyces tienen una capacidad fermentativa limitada en comparacion con las
levaduras Saccharomyces, debido fundamentalmente a su menor capacidad de
multiplicacién y a sus necesidades especificas de micronutrientes y oxigeno. En
consecuencia, Lallemand comercializa por separado una estirpe de T. delbrueckii y otra
de S. cerevisiae en el kit Level?TD®, y propone una inoculacién del mosto secuencial,
primero T. delbrueckii y 48 horas después S. cerevisiae con la adiccion de activador de
fermentacion para asegurar la disponibilidad de nutrientes y el correcto final de
fermentacion (http://www.lallemand.com/). Ambas casas comerciales aseguran
resultados positivos y fermentaciones correctas. En estas condiciones de fermentacion,

las levaduras T. delbrueckii actuarian antes de la fermentacién alcohdlica en clara
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competencia por los nutrientes con las levaduras Saccharomyces del mosto en la
inoculacion secuencial (segin la propuesta de Lallemand), o con las levaduras
Saccharomyces del mosto mas las inoculadas (segun la propuesta de Hansen), y serian
remplazadas progresivamente por la estirpe inoculada de S. cerevisiae que dominaria la
fermentacion. En ningun caso T. delbrueckii llegaria a ser la levadura dominante de la
fermentacion. Su supuesta aportacion positiva a la calidad del vino se limita al principio
de fermentacion, y esta aportacion puede ser facilmente modificada por las levaduras
dominantes a partir de fermentacion tumultuosa hasta el final. La cantidad de estas
levaduras no-Saccharomyces al final de fermentacion es muy pequefia, y la mayoria no
son viables debido a su sensibilidad a concentraciones de alcohol superiores 10°
(Hansen et al., 2001), aunque esta sensibilidad puede mejorar ligeramente si se afiade al
mosto ergosterol y tween 80 (Pina et al., 2004).

Los fundamentos en los que se basan las propuestas de estas casas comerciales
estan bien referenciados en la bibliografia. Asi, se ha descrito que la sucesion de
poblaciones de levaduras, con alternancia de la dominancia de levaduras no-
Saccharomyces durante la primera fase de la fermentacion alcohdlica seguida de la
dominancia de Saccharomyces, puede mejorar la complejidad aromatica de los vinos
(Ferraro et al., 2000; Zironi et al., 1993). También se ha demostrado que la
reproduccion experimental de estas dindmicas de poblaciones de levaduras mediante
inoculacion secuencial en vinificaciones experimentales, como las realizadas con T.
delbrueckii, puede ser la clave de la complejidad aromatica del vino. No obstante, la
inoculacién secuencial de levaduras en bodegas comerciales es menos operativa que la
inoculacion inicial de una mezcla de levaduras; aunque lamentablemente, para
reproducir lo que ocurre en la fermentacion espontanea haya que efectuar dos
inoculaciones sucesivas para garantizar el crecimiento inicial de las levaduras no-
Saccharomyces (Languet et al., 2005). Incluso asi, la cinética de las fermentaciones
inoculadas con multiples levaduras depende mucho del nivel de persistencia de cada
levadura durante el proceso. Si las levaduras no-Saccharomyces persisten demasiado
tiempo en niveles altos pueden llegar vivas a las condiciones estresantes de final de
fermentacion (altas concentraciones de etanol y/o temperaturas bajas), pudiendo
ocasionar paradas de fermentacion o fermentaciones muy lentas (Ciani et al., 2006). En
un trabajo muy reciente realizado con la intencion de subsanar estos indeseables
inconvenientes, se demuestra que las levaduras no-Saccharomyces combinadas con S.

cerevisiae pueden incrementar los niveles de polisacaridos, glicerol y compuestos
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volatiles y reducir la acidez volatil y total de los vinos. No obstante, y a pesar de estos
interesantes resultados, el efecto global de estas levaduras no-Saccharomyces en la
fermentacion y la calidad del vino dependen estrictamente de la proporcion de levaduras
Saccharomyces/no-Saccharomyces del inoculo (Comitini et al., 2011), lo que nos obliga
a optimizar el proceso para las condiciones concretas de cada vinificacion en bodega.
Ademés de esto, hay que considerar que, en general, las levaduras vinicas no-
Saccharomyces crecen mas lentamente y tienen menor vigor fermentativo que las
Saccharomyces. Esto conlleva un coste adicional en su produccion industrial y dificulta
su utilizacion en bodega al requerir mas tecnologia, cuidados y tiempo para su correcto
y exitoso uso en bodegas, lo que sin duda repercute en un incremento de los costes de
elaboracion del vino.

Otras levaduras no-Saccharomyces que se han ensayado a escala de laboratorio
para la elaboracion de vino son: Candida stellata y C. zemplinina, por su capacidad para
aumentar el contenido de glicerol y mejorar la composicion analitica del vino (Andorra
et al., 2012; Ciani and Ferraro, 1996; Ferraro et al., 2000; Soden et al., 2000). La
inoculacion secuencial de Candida cantarelli y S. cerevisiae se ha utilizado para
mejorar las caracteristicas del vino Syrah (Toro and Vazquez, 2002). También se
obtuvieron mejoras en el perfil aroméatico de vinos Chenin Blanc con combinaciones de
C. pulcherrima y S. cerevisiae (Jolly et al., 2003a), en vinos Chardonnay con cultivos
mixtos de Candida membranifaciens y S. cerevisiae (Garcia et al., 2010), y en la
fermentacion de mosto Debina mediante inoculacion secuencial de Metschnikowia y
Saccharomyces (Parapouli et al., 2010). La combinacion de Debaryomyces vanriji y S.
cerevisiae aumentd la concentracion de geraniol (Garcia et al., 2002); la co-
fermentacion con Pichia kluyveri y S. cerevisiae incrementd los tioles varietales
(Anfang et al., 2009); y el uso de inoculos secuenciales de Pichia fermentans y S.
cerevisiae aumento la concentracién de ciertos componentes aromaticos (Clemente-
Jimenez et al., 2005). Otras levaduras como S. pombe e Issatchenkia orientalis han sido
investigadas por su capacidad de degradar el acido malico (desacidificacion bioldgica).
La primera se usa como células inmovilizadas (Silva et al., 2003) y ya esta disponible
comercialmente (Promalic®; Proenol); la segunda, se ha utilizado en cultivos mixtos
con S. cerevisiae (Kim et al., 2008).

Asi mismo, diversos grupos contintian investigando sobre el potencial de distintas
levaduras no-Saccharomyces para su aplicacion en enologia (Comitini et al., 2011,
Cordero-Bueso et al., 2013; De Benedictis et al., 2011; Domizio et al., 2011; Viana,
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2011b), en el caso concreto de T. delbrueckii, la especie de levadura mas representativa
en la industria del vino después de S. cerevisiae, se recomienda su uso en
fermentaciones de mosto con alto contenido en azucar por su baja produccion de acido
acetico en la elaboracion de vinos dulces, como es el caso del vino Santo procedente de
uva pasificada, y por su contribucion de ciertos grupos quimicos, como las lactonas
asociadas a aromas de pasteleria, fruta procesada o golosinas, mejorando el aroma de
los vinos blancos (Azzolini et al., 2014); también se recomienda su uso en vino tinto en
combinacion con S. cerevisiae, aumentando el contenido de manoproteinas, la
estructura y volumen en boca del vino (Belda et al., 2014). Por ultimo, otro estudio
realizado recientemente ha sugerido que el wuso de cultivos mixtos
Torulaspora/Saccharomyces esta ligado al aumento de ésteres etilico especificos debido
a la produccién de S. cerevisiae en respuesta a la presencia de T. delbrueckii (Renault et
al., 2015).

1.7. Las levaduras asesinas y su utilidad en Enologia.

Uno de los criterios de seleccién y mejora genética de levaduras vinicas es el
fenotipo killer o asesino. Las levaduras S. cerevisiae Killer secretan una toxina proteica
que mata a levaduras sensibles de la misma especie o especies relacionadas, pudiendo
afectar a la fermentacion de los mostos y a la calidad del vino (Pérez et al., 2001). Este
criterio de seleccion ha sido aceptado solo recientemente por los endlogos, ya que
pensaban que inocular los mostos con levaduras Killer podria originar problemas al
eliminar parte de las levaduras residentes de bodegas y vifiedos, pudiendo dificultar las
fermentaciones espontaneas. Sin embargo, este enfoque ha cambiado en los Gltimos
afios debido a que las levaduras Killer silvestres son muy abundantes en nuestros vifiedos
y bodegas. Actualmente se suele considerar este fenotipo asesino como una
caracteristica deseable en las estrategias de seleccion (Regodon et al., 1997) o mejora
genética de levaduras vinicas (Ambrona et al., 2006; Ambrona et al., 2005b; Pérez et al.,
2000; Ramirez et al., 1998). Hasta la fecha solo se habia descrito la presencia de
levaduras killer tipo K2 en practicamente todas las zonas vitivinicolas del mundo. En
consecuencia, se recomienda de forma generalizada inocular los mostos con levaduras
killer K2, fundamentalmente para evitar que las levaduras killer K2 silvestres maten a
las levaduras inoculadas y, ademas, para que se impongan mejor durante la fermentacion
al eliminar posibles levaduras no deseadas sensibles a la toxina killer K2. El fenotipo

Killer también se ha encontrado en otras especies de levaduras involucradas en procesos
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de vinificacion (Magliani et al., 1997; Marquina et al., 2002; Schmitt and Breinig, 2002;
Shimizu, 1993), como Candida, Cryptococus, Debaryomyces, Hanseniaspora,
Kluyveromyces, Pichia, Schwanniomyces, Tilletiopsis, Ustilago, Williopsis vy
Zygosacharomyces (Magliani et al., 1997; Marquina et al., 2002).

El fenotipo killer esta codificado fundamentalmente en virus de dsSRNA ubicados
en el citoplasma de las levaduras. Mas del 60% de las levaduras S. cerevisiae silvestres
aisladas en Extremadura portan alguno de los virus relacionados con el fenotipo killer
(Maqueda et al., 2012). Hasta recientemente se habian estudiado en profundidad los
virus responsables de los fenotipos K1, K2 y K28 de S. cerevisiae (ScV-M1, ScV-M2 y
ScV-M28), que codifican para cada una de estas toxinas killer y la correspondiente
autoinmunidad (Schmitt and Breinig, 2006). En levaduras vinicas s6lo se habia descrito
la existencia del fenotipo asesino K2. Las levaduras Saccharomyces killer tienen un
espectro de accion reducido a su propio género, a Torulopsis glabrata para K1y K2 y a
Candida glabrata para K2 (Magliani et al., 1997; Young and Yagiu, 1978). La actividad
Killer de otras levaduras, menos importantes en la industria, como Pichia (Comitini et
al., 2004), Hansenula (Yamamoto et al., 1998), Williopsis (Buzzini et al., 2004), o
Kluyveromyces (Ciani and Fatichenti, 2001) es mas amplia y afecta a mas géneros
distintos de levaduras.

En un estudio reciente realizado por nuestro grupo en la D.O. Ribera del Guadiana
se aislaron al menos dos nuevos tipos de levaduras vinicas Killer: las levaduras
S.cerevisiae Klus, y las Kbarr, no descritas previamente y aun pendientes de investigar
en profundidad. Sabemos que la toxina Klus estd codificada en un virus satélite de
dsRNA, ScV-Mlus, dependiente de ScV-LA. Aunque no hay casi homologia en la
secuencia de los ssRNAs (+) de ScV-Mlus y el resto de virus M conocidos, su
organizacion es similar (Rodriguez-Cousifio et al., 2011). Queda pendiente realizar el
mismo estudio en las levaduras Kbarr. Lo interesante de estas dos nuevas toxinas es
que, al contrario del resto de toxinas conocidas de S. cerevisiae, tienen un espectro
antifingico mucho mas amplio, matando incluso a otras especies de levaduras
contaminantes perjudiciales y frecuentes en las fermentaciones industriales, o varias
especies de levaduras patdgenas oportunistas correspondientes al género Candida
aisladas de enfermos hospitalizados. Ademas, las levaduras Kbarr tienen un fenotipo
killer mas intenso que todas las levaduras vinicas killer (K2 y Klus) analizadas.
Obviamente, estas caracteristicas hacen pensar que estas nuevas levaduras Killer puedan

tener innovadoras aplicaciones en el control de las fermentaciones industriales (de vinos
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tranquilos o espumosos), en la prevencion de contaminaciones indeseables de alimentos
fermentados, o quizés en la prevencion de infecciones fungicas (Conti et al., 1998b;
Magliani et al., 1997; Séguy et al., 1998).

1.7.1. Fenotipo killer en S. cerevisiae.

El sistema killer mejor conocido es el de S. cerevisiae y ha sido descrito en detalle
en numerosos trabajos (Magliani et al., 1997; Marquina et al., 2002; Schmitt and
Breinig, 2006; Schmitt and Breinig, 2002; Shimizu, 1993; Tipper and Schmitt, 1991;
Wickner et al., 1991; Wickner et al., 2013; Wickner et al., 2007). Se han descrito cuatro
tipos de levaduras asesinas (K1, K2, K28 y Klus) en base a su capacidad para matar a
levaduras sensibles, su sensibilidad a otras levaduras Killer, las caracteristicas
moleculares de las toxinas secretadas, o el genoma de los virus donde se codifica este
fenotipo (ScV-M1, ScV-M2, ScV-M28 y ScV-Mlus) (Magliani et al., 1997; Rodriguez-
Cousifio et al., 2013; Schmitt and Breinig, 2006; Schmitt and Breinig, 2002; Wickner,
1991). Aunque la capacidad killer de la mayoria de las levaduras se debe a la presencia
de algin virus de dsRNA de tamafio mediano, ScV-M, existen levaduras
Saccharomyces killer carentes de particulas virales cuyas toxinas, KHR y KHS, estan
codificadas en genes nucleares (Goto et al., 1991; Goto et al., 1990). Hasta el momento
no se han aislado cepas silvestres con mas de un fenotipo killer. De igual manera,
tampoco se han aislado cepas con inmunidad mdultiple de modo que, una cepa K1 es
potencialmente sensible a una K2 y viceversa. Parece que en general estos virus se
heredan naturalmente por transmisiéon de citoplasma de levaduras madres a hijas, u
horizontalmente mediante conjugacion entre células de distinto sexo o mediante
formacion de heterocariontes (Wickner et al., 1991), pero se desconoce la existencia de
transmision extracelular natural. En cualquier caso, parece que la infeccion virica no
provoca la lisis de la levadura infectada ni disminuye la capacidad de crecimiento de las
poblaciones de levaduras.

Hasta el momento, en S. cerevisiae se han descrito cinco tipos de virus de RNA de
doble cadena (dsSRNA): LA, LBC, M, W y T (Rodriguez-Cousifio et al., 1998) y se han
estudiado en profundidad los virus responsables de los fenotipos K1, K2 y K28. Son
virus de RNA de doble cadena (dsRNA) denominados ScV-M1, ScV-M2, y ScV-M28,
que codifican para las toxinas killer K1, K2, y K28 respectivamente, y para la
correspondiente autoinmunidad (Magliani et al., 1997; Schmitt and Breinig, 2006;
Schmitt and Breinig, 2002). En cada caso, el fenotipo Killer requiere la presencia
adicional del virus “helper” ScV-LA (Schmitt and Breinig, 2006; Schmitt and Breinig,
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2002; Sommer and Wickner, 1982). In vivo, ambos genomas de dsRNA se encuentran
encapsidados separadamente dentro de una cubierta con forma de icosaedro, formando
particulas virales (VLPs) que se mantienen estables en el citoplasma de las células
infectadas. La particula ScV-LA no confiere ningun fenotipo al hospedador, ni tampoco
provoca la lisis celular o disminucion del crecimiento. Asi mismo, no requiere la
presencia de M para mantenerse en la célula, por lo que podemos encontrar levaduras
no-killer o killer-sensibles con ScV-LA (Schmitt and Breinig, 2002). Por el contrario,
las particulas M codifican para las toxinas killer y para la inmunidad a la toxina que
producen, pero dependen para su mantenimiento de las particulas LA que les
proporcionan la cépsida y la RNA polimerasa. Los virus Killer se auto-seleccionan
matando a las levaduras segregantes sensibles. Las levaduras sensibles pueden
sobrevivir al cruzarse con levaduras Killer, transmitiendo los virus a la vez que se
reparte el citoplasma de la célula madre entre las hijas (Schmitt and Breinig, 2002). En
el caso de cruzarse dos levaduras Killer distintas, se produce un fendmeno de exclusion
que evita la presencia de dos tipos de virus diferentes en las células hijas (Sommer and
Wickner, 1984), pudiendo ser esta la causa de que no se encuentren viriones
recombinantes o hibridos (Schmitt and Breinig, 2002).

LA es un virus de dsRNA perteneciente a la familia Totiviridae. Cada particula
virica posee 1 copia de dsRNA lineal de 4,6 kb, 120 copias de la proteina de la capsida
de 76 kDa (Gag) y, se estima, 1-2 copias de una de 171 kDa con actividad RNA
polimerasa-RNA dependiente (Gag-Pol) (Schmitt and Breinig, 2002). LA codifica las
proteinas Gag y la Gag-Pol. El ciclo de replicacion de LA es similar al de los reovirus,
realizandose de forma secuencial mediante un mecanismo conservativo (Fujimura et al.,
1986; Nemeroff and Bruenn, 1986). La sintesis de los sSRNA (+) y (-) ocurre dentro de
la particula viral. Después de la transcripcion del dsRNA, el ssRNA (+) sintetizado es
extruido fuera de la particula viral al citoplasma de la célula huésped donde servira tanto
de mRNA en la transcripcion de las proteinas, como de acido nucleico de la nueva
particula viral, y como molde para la replicacion del virus. Recientemente, se ha
demostrado que LA posee un mecanismo ingenioso denominado “5’-cap-snatching”
para incorporar la caperuza (o 5°-cap) a sus mMRNAs. Consiste en el robo y transferencia
de un grupo m’Gp desde el mMRNA de la célula hospedadora al mRNA viral (Fujimura
and Esteban, 2011). También se ha demostrado que la His-154 de Gag esta involucrada
en la unién del m’Gp durante el 5°-cap-snatching (Blanc et al., 1994; Fujimura and
Esteban, 2011, 2012) y Tyr-150, Asp-152, Tyr-452 y Tyr-538 en el reconocimiento del
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5’-cap (Fujimura and Esteban, 2011; Masison et al., 1995; Tang et al., 2005; Wickner et
al., 2013). La traduccion de los ribosomas origina dos tipos de productos, la proteina de
la capsida Gag, y en un 1-2% de los casos, tiene lugar un mecanismo de -1
frameshifting (o de cambio de fase) originando la proteina de fusion Gag-Pol {Blanc,
1994 #992). La sefial del cambio de fase (-1) consiste en un “sitio de deslizamiento”
cuya secuencia es: G GGU UUA GG, y una estructura 3"-pseudoknot en forma de stem-
loop que provoca la parada del ribosoma (Wickner et al., 2013). Una vez terminado el
ensamblaje de la capsida, Gag-Pol actia como replicasa sintetizando la nueva cadena (-
), generando el dsRNA gendmico de la nueva particula virica madura (Fig.1.1).

Los virus M son satélites de LA, parasitando las proteinas Gag-Pol y Gag para su
replicacion. A diferencia de LA, no todas las sSRNA (+) sintetizadas son extruidas de la
particula viral al citoplasma, pues al ser mas pequefias que las de LA pueden
encontrarse mas de una copia en los viriones. La cadena ssSRNA (+) sirven de molde
(MRNA) en el citoplasma para la replicacion de la particula y la sintesis de la
preprotoxina (Bostian et al., 1984; Georgopoulos et al., 1986; Lolle et al., 1984;
Schmitt, 1995). Su ciclo replicativo depende de LA y su mecanismo conservativo es
similar, aunque con algunas diferencias (Williams and Leibowitz, 1987). El sSRNA (+)
solo sale de la particula cuando ésta esta llena, completando el ciclo de forma similar a
LA (Fig. 1.2). Los virus M contienen estructuras que imitan sefiales de LA requeridas
para la replicacion y encapsidacion del genoma (Schmitt and Breinig, 2006).

L-BC también es un virus de dsRNA de la familia Totiviridae encapsidado
formando la particula viral ScV-LBC que puede convivir con ScV-LA dentro de la
misma levadura hospedadora. Su genoma tiene un peso molecular similar al de LA, la
misma organizacion y mecanismo de expresion, aungue la unica homologia entre ambas
secuencias es la misma que se encuentra en todos los totivirus (Park et al., 1996). No se
ha descrito que exprese ningun tipo de fenotipo ni funcion, ni que mantenga a ningun
virus M satélite. Los narnavirus W y T, también son moléculas de dsRNA que pueden
encontrarse en las levaduras, pero no estan encapsidados. Ambos llevan sus respectivos
SSRNA(+), denominados 20S RNA para W y 23S RNA para T. Tampoco se ha descrito
que expresen fenotipo, sélo se sabe que en situaciones de estrés por temperatura o falta

de nutrientes aumenta el nimero de copias (Rodriguez-Cousifio et al., 1998).
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Figura 1.1. Ciclo de replicacion de ScV-LA y del virus satélite ScV-M que codifica
para la toxina killer. Encapsidacién del ssRNA (a), ensamblaje del virién (b), sintesis
del ssRNA(-) (replicacion) (c), sintesis del ssSRNA(+) (transcripcion) y extrusion de la
particula (d), traduccion del ssSRNA y union del ssRNA (f). Figura tomada de (Schmitt
and Breinig, 2006).

Se conocen las secuencias completas de los dsRNA de ScV-LA (Icho and
Wickner, 1989) y ScV-LB (Park et al., 1996), ScV-M1 (Russell et al., 1997), ScV-M28
(Schmitt and Tipper, 1995) y ScV-Mlus (Rodriguez-Cousifio et al., 2011) que fueron
obtenidas a partir de los correspondientes cDNA clonados. Aunque no hay mucha
homologia en la secuencia de los sSRNAs (+) de ScV-LA, ScV-M1, ScV-M28 y ScV-
Mlus, tienen algunos elementos comunes en secuencia 0 estructura. Poseen una
secuencia conservada (5"-GAAAAA) en el extremo 57, seguida de las ORF que
codifican para la polimerasa y las proteinas de la cépsida en ScV-LA, y para la
preprotoxina en ScV-M1, ScV-M28 y ScV-Mlus (Rodriguez-Cousifio et al., 2011;
Schmitt and Breinig, 2002) (Fig. 1.2). Ademas, los extremos 3~ de los sSRNAs (+)
poseen sefiales especificas llamadas VBS (Viral Binding Sites) necesarias para la
encapsidacion y replicacion de las ssSRNAs. Se han encontrado dos elementos esenciales
para la replicacion, un potenciador de replicacién interno (IRE), casi indistinguible de
VBS vy secuencias de reconocimiento 3'TRE (Terminal Recognition Element)
necesarias para el inicio de transcripcion. Estas sefiales se encuentran en secuencias que
forman estructuras en bucle (o stem-loop), cuya longitud varia segun la particula, y que
estan separadas entre ellas por secuencias lineales (Fig. 1.2). A diferencia de LA, M1y
M28 contienen dos elementos potenciales VBS (Schmitt and Breinig, 2002). En el caso
de Mlus solo se ha encontrado el 3'TRE, también presente en M1y M28, con los cuatro

ultimos nucledtidos idénticos, del nucledtido 1 al 18 (enumerado desde el extremo 3°),
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con una energia libre de AG=-4,2 Kcal/mol (Rodriguez-Cousifio et al., 2011). ScV-M1,
ScV-M28 y ScV-Mlus poseen ademas una o dos secuencias intermedia poliadenilada
(poliA) que varia en tamafio segun el tipo de ScV-M (Rodriguez-Cousifio et al., 2011;
Russell et al., 1997)(Fig.1.2). Curiosamente, de ScV-M2, el Unico virus encontrado en
levaduras vinicas hasta el descubrimiento de Mlus en 2011(Rodriguez-Cousifio et al.,
2011), y el més abundante en las fermentaciones de mosto (Maqueda et al., 2012), sélo
se conoce la secuencia del mensajero que codifica para la preprotoxina K2 y su
inmunidad especifica. Queda pendiente la secuenciacion de la mitad 3" de la molécula 'y

determinar la presencia de sefiales especificas VBS y 3'TRE.

Mlus (S. cerevisiae)
5-GAAAAAAUAUAUAA QTRE
ACUUGUAUG(SS T ¥ 2033 nt
- 840 > ﬁ £< ................................ 801 seeeresrscanannnnnen >
Mzb (Z. bailii) VBS oo
%GAAAAUUUUAGAAAAC—' Prepro-zygocina ORF |— (A) 3 2063 nt
- 714 > 2622« 1047 >
M1 (S. cerevisiae) VBS oF
RE
5-cArAAAUAMGA - ¥ 1801 nt
- 964 > B R (1] o R 37 rrerenransensannas >
M28 (S. cerevisiae) VBS RERE
5—-GAAAAAAUUUGA- Prepro-K28 ORF — (A) J 3 1748 nt
< 1050 T (1] LY. 1. PO >

Figura.l.2. Organizacidén gendémica y capacidad codificadora de las sSRNA(+) de ScV-
Mlus, ZbV-M, ScV-M1, y ScV-M28. Las ORFs de las preprotoxinas se encuentran en
los extremos 5° (rectangulos). La secuencia 5-GAAAA conservada se muestra en verde.
El poliA central (A, en amarillo), y las secuencias potenciales 3"cis-acting requeridas
para el empaquetamiento del RNA in vivo y replicacion (VBS, sitio de union viral; IRE,
potenciador de replicacion interna; TRE, elemento de reconocimiento 3'-terminal). Los
nameros indican el tamafio (en nucleétidos) de las transcripciones de los virus y sus
regiones codificantes y no codificantes.

1.7.2. Sintesis, procesamiento y secrecién de las toxinas K1, K2, y K28.
Los ssSRNA (+) son traducidos por la maquinaria de sintesis de proteina de la
célula huésped, dando lugar a las proteinas y polimerasa en el caso de los transcritos de

LA, o a las preprotoxinas que daran lugar a las futuras toxinas killer. Como ocurria con
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los ssRNA (+), las toxinas K1, K2, K28 difieren significativamente en la secuencia
primaria y en su modo de accion. Sin embargo, guardan homologias tanto en su sintesis,
como en el patron de procesamiento intracelular de la preprotoxina y en su secrecion
(Bostian et al., 1984; Dignard et al., 1991; Schmitt and Tipper, 1995). Cada toxina esta
codificada a partir de una sola ORF y es sintetizada como un Unico polipéptido
(preprotoxina) que posee en el extremo N-terminal una secuencia sefial altamente
hidrofobica (peptido sefial, SP) que se encuentra normalmente en las proteinas de
secrecion, y sitios potenciales de N-glicosilacion y de corte para las proteasas
Kex2p/Kex1p. Las preprotoxinas, una vez sintetizadas, sufren modificaciones post-
transcripcionales via reticulo endoplasmaético-aparato de Golgi-vesiculas de secrecion,

siendo secretadas al medio como un heterodimero (o/B), correspondiente a la toxina
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Figura 1.3. Procesamiento de la preprotoxina y secrecién de la toxina de M28 en la ruta
secretora de la levadura. Figura tomada de (Schmitt and Breinig, 2006).

La toxina K1 (19 kDa) es secretada como una molécula formada por dos
subunidades distintas sin glicosilar unidas por puentes disulfuro, denominadas a (9,5
kDa) y B (9,0 kDa), derivada de una molécula precursora glicosilada de 42 kDa
(protoxina). El producto primario de la traduccion del ssRNA (+) de M1 es un
polipéptido de 316 aminoacidos y 35 kDa (preprotoxina). Posee una secuencia lider N-

terminal de 44 aminoacidos denominada 9, que incluye el péptido senal de 26 residuos
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de aminoacidos, seguidos por un dominio a de 103 residuos (posiciones 45 a 147) y el
dominio  de 83 residuos (posiciones 234 a 316) de las subunidades de la toxina, las
cuales estan separadas por un péptido central y (posiciones 148 a 233) que lleva los tres
sitios potenciales de N-glicosilacion (Magliani et al., 1997; Schmitt and Breinig, 2002).
Una vez sintetizada, la preprotoxina entra en el reticulo endoplasmico, dirigido por la
secuencia lider o al menos una parte de ella, y el péptido sefial es cortado por una
peptidasa sefial que probablemente corte entre los residuos Val-Ala?®® dando lugar a la
protoxina (Lolle and Bussey, 1986). El segmento de 27 residuos de aminoacidos que
quedan de los 44 amino&cidos de la secuencia lider es presumiblemente cortado en el
aparato de Golgi mediante la proteasa kex2p. En el reticulo endoplasmico, el dominio 6
es N-glicosilado y presumiblemente plegado de forma que pueda ser incorporado por
translocacion al Golgi para su posterior procesado mediante un mecanismo en el que
estan implicados al menos tres sitios de corte proteolitico (Bostian et al., 1984; Bussey
et al., 1983). Una endopeptidasa codificada por el gen KEX2 (kex2p) de la levadura es
la responsable de los cortes en los residuos Arg-Arg**®, Lys-Arg™®, y Lys-Arg** dando
lugar a ambas subunidades (Julius et al., 1984). Estos cortes presumiblemente se dan en
distintas proporciones o con distinta eficiencia en la misma vesicula de los ultimos
compartimentos del Golgi, probablemente para minimizar la produccion de fragmentos
letales o para maximizar la produccion de fragmentos implicados en la expresion de la
inmunidad (Zhu et al., 1992). La subunidad o es procesada por una serin-
carboxipeptidasa, codificada por el gen KEX1 (kex1p) de la levadura, cortando residuos
dibasicos del extremo C-terminal (Dmochowska et al., 1987). Finalmente, la toxina
madura es secretada fuera de la célula como un dimero cuyas subunidades estan unidas
covalentemente por puentes disulfuro. El estudio de la maduracion de la toxina K1 ha
sido muy productivo y ha conducido a la comprension de muchos mecanismos
implicados en el procesamiento y secrecion de proteinas como hormonas peptidicas de
eucariotas superiores, o al conocimiento del papel de las proteasas kex y sus homdlogas
en eucariotas (Magliani et al., 1997).

Las toxinas K2 y K28 han sido caracterizadas de forma menos extensa que K1,
pero muestran una organizacion en conjunto similar, principalmente a nivel del
precursor. K2 es sintetizado como un precursor de 362 aminoacidos de 38,7 kDa que
contiene tres sitios potenciales de glicosilacion en los residuos Asn 177, 214,y 261, una
sefial potencial de secrecion N-terminal y sitios potenciales de corte de kex1p y kex2p

(Dignard et al., 1991; Meskauskas and Citavigius, 1992). Durante el proceso de
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maduracion, el péptido sefial es digerido por la peptidasa sefial al cortar después de
Ala®, y la molécula que queda es aparentemente cortada por kex2p después de Arg???,
produciendo dos subunidades (a y B) que constituyen la toxina madura secretada. A
diferencia con la toxina K1, no parece estar presente en la preprotoxina el dominio Y.
Las subunidades a y B finales son més grandes que las de K1 (172 y 140 aminoécidos,
respectivamente), y una esta N-glicosilada en dos residuos (177 y 214). Finalmente,
también requiere kex1p para el procesado completo de a.

La toxina K28, que en un principio se creia una glicoproteina monomeérica de 16
kDa rica en serina y que lleva unido carbohidrato mediante enlace O-glicosidico, es
sintetizada como una preprotoxina (37,6 kDa) de 345 aminoéacidos que comienza con un
potencialmente redundante par de péptidos sefial de secrecion, que son probablemente
eliminados por una peptidasa que corta después de Leu®! al entrar en el reticulo
endoplasmico (Pfeiffer and Radler, 1982; Schmitt and Tipper, 1990). La toxina es
secretada como un heterodimero formado por las subunidades a (10,5 kDa) y B (11
kDa) unidas entre si por puentes disulfuros , y que en la preprotoxina se encuentran
separados por un dominio y (residuos 149 a 245) con tres sitios de N-glicosilacion.
Mientras que el sitio de corte de kex2p esta antes del extremo amino terminal de 3
(residuo 245), haciendo a esta endoproteasa esencial en el procesamiento de la toxina
(Fig.1.3). Los sitios de corte del extremo carboxilo y el enzima implicado no han sido
determinados, aunque Arg™* sea el sitio de corte mas probable. Kexlp también es
importante para la actividad de la toxina, presumiblemente interviniendo en el
procesamiento final de cualquier C-terminal de o o B (Fig.l1.3).

La organizacion de la ORF de ScV-Mlus es similar a la del resto de las
preprotoxinas killer. Todas contienen un tramo de aminoacidos hidrofobicos en el
extremo amino terminal, potenciales sitios de procesamiento Kex2p/Kexlp y
potenciales sitios para la N-glicosilacion de las proteinas. Tedricamente, la escision
proteolitica de la preprotoxina de Klus por la péptidasa sefial y la proteasa kex2 podrian
producir tres posibles péptidos. De acuerdo con la prediccion de la formacion de
puentes disulfuro (Ceroni et al., 2006), hay dos potenciales puentes disulfuro en el
dominio C-terminal de 144 aminoacidos (supuesta subunidad ) (Rodriguez-Cousifio et
al., 2011).Queda pendiente purificar la toxina Klus para determinar si se trata de un

heterodimero como K1, K2 o K28, o de un monémero como la zigocina.
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1.7.3. Modo de accion de las toxinas K1, K2, y K28 y mecanismo de
autoinmunidad.

Todas las toxinas maduras secretadas tienen actividad Kkiller sobre células
susceptibles mediante diferentes mecanismos que requieren una union inicial especifica
a un receptor situado en la pared celular, que posee una estructura precisa, y que
permanece aun desconocido. Estudios cinéticos con la toxina K1 indican que las células
susceptibles tienen dos tipos de sitios de union que interaccionan con la toxina Killer
generalmente con diferentes afinidades (Kurzweilova and Sigler, 1994). El primer paso
de la unién depende fuertemente del pH (0ptimo de 4,6) y tiene baja afinidad y alta
velocidad de adsorcion (1 min) de la toxina a los receptores de la pared celular, los
cuales estan presentes en una concentracion de 1,1x10" moléculas por célula (Bussey et
al., 1979). El segundo paso consiste en una interaccion de alta afinidad de la toxina con
un probable receptor de la membrana plasmatica de baja velocidad y dependiente de
energia, que conduce al efecto letal (Zhu and Bussey, 1989). Los constituyentes de la
fraccion del glucano de la pared celular, principalmente B (1,6) D-glucano, han sido
identificados como receptores primarios de la toxina, y su ensamblaje parece requerir un
namero determinado de genes KRE (de resistencia a killer) (Boone et al., 1990a; Brown
et al., 1993; Hill et al., 1992; Hutchins and Bussey, 1983). Muchos receptores no
parecen necesarios para la actividad de la toxina, pues solamente unos pocos receptores
glucano muy proximos a la membrana plasmatica parecen ser funcionales, es decir, en
el sitio de anclaje final de la yema incipiente a la célula madre. Esto puede explicar por
qué las células jovenes en gemacion son mas susceptibles a la toxina (Bussey, 1991).
Parece gque son necesarias ambas subunidades de la toxina madura para la unién al
receptor, siendo la subunidad hidrofilica B la primeramente responsable de la union,
mientras que la subunidad o actia en una via multifuncional, con distintas regiones del
polipéptido solapadas al estar implicadas en la actividad Killer, inmunidad, y unién (Zhu
and Bussey, 1991).

Después de la union a la pared celular de la levadura, la toxina K1 es transferida a
la membrana citoplasmatica donde actia formando canales transmembranales, que
causan la fuga de iones, con la consecuente muerte de la célula (Magliani et al., 1997).
Dos regiones fuertemente hidrofobicas cercanas al extremo C-terminal de la subunidad
a (residuos 72 al 91 y 112 al 130) tienen una estructura en a-hélice separada por un
segmento corto altamente hidrofilico que puede actuar como un dominio

transmembranal responsable de la formacion del canal (Magliani et al., 1997).
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La toxina K2 tiene virtualmente idéntica actividad toxica que K1, a pesar de tener
diferente estructura, mientras que K28 actua sobre el ciclo celular por una via distinta.
La toxina K28 presenta un modelo de actuacién diferente, se une a residuos de manosas
unidos mediante enlaces a (1,3) de las manoproteinas de la pared celular, viaja al ntacleo
por un sistema de transporte retrogrado y la subunidad a bloquea de forma irreversible
la sintesis del DNA, causando la parada del ciclo celular, aparentemente en fase G2,
impidiendo la separacion de las células hijas de las madres, quedando el DNA nuclear
confinado en la célula madre (Schmitt and Breinig, 2006). No esta claro si esta
temprana y reversible inhibicion de la sintesis de DNA es un efecto primario o
secundario de la toxina (Schmitt and Breinig, 2006; Schmitt and Radler, 1988; Schmitt
and Tipper, 1990).

Las estirpes de levaduras sensibles pueden convertirse en resistentes a la toxina
Killer por mutacion de cualquiera de los 11 genes KRE (mutantes kre), identificados
desde hace tiempo y que parecen implicados en la sintesis del receptor de la pared
celular. Sin embargo, los esferoplastos de estos mutantes permanecen sensibles a la
toxina, por lo que debe existir un receptor secundario en la membrana plasmatica
(Boone et al., 1990b). Por otra parte, las estirpes killer de levaduras no son sensibles
(son inmunes) a la toxina que ellas producen, uniendo cantidades normales de toxina a
la pared de sus células, y sus esferoplastos son resistentes probablemente debido a que
el receptor especifico de la membrana esta tapado, modificado o destruido. El fenotipo
Killer-inmune esta codificado en el dsSRNA de M, o artificialmente en copias de su
cDNA (Dignard et al., 1991; Lolle et al., 1984; Meskauskas and Citavi¢ius, 1992;
Schmitt and Tipper, 1995; Tipper and Schmitt, 1991). Mediante mutagénesis directa del
gen de la preprotoxina y estudios de las mutaciones en la célula hospedadora, se ha
demostrado que el precursor de la toxina es la responsable de la inmunidad celular del
hospedador en las estirpes K1 (Bussey, 1991; Zhu and Bussey, 1991; Zhu et al., 1993).
El mecanismo exacto de la resistencia no estd adn claro, aunque al parecer se requieren
los componentes a y y del precursor, incluso sin procesar, para la expresion de la
inmunidad. El fragmento que determina la inmunidad aparece esencialmente como una
extension del dominio de la toxicidad de a, y corresponde a la region central a y el
extremo N-terminal de y (Zhu et al., 1993). El dominio de y parece que juega un papel
critico como promotor de madurez funcional de la protoxina, probablemente actuando
como un chaperon interno para el plegamiento de la protoxina, confiriéndole una forma

adecuada para la translocacion desde el reticulo endoplasmico al aparato de Golgi y
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para el procesado final mediante kex2p y kexlp. La protoxina, o sus fragmentos,
probablemente interaccionan con un receptor de membrana, tapandolo o modificandolo
antes de la produccién de la toxina madura. El residuo 31 N-terminal de vy
probablemente interacciona especificamente con a, bloqueando su actividad toxica pero
no su unién con el receptor hasta que la toxina no se termina de procesar y se secreta.
Las estirpes K2 y K28 muestran un fendmeno de inmunidad similar (Dignard et al.,
1991). Recientemente, el mecanismo de inmunidad de K28 ha sido elucidado a nivel
molecular (Breinig et al., 2006). De acuerdo con un modelo propuesto, parte de las
subunidades  serian selectivamente ubiquitinadas y rapidamente degradada por el
proteasoma, otra parte del precursor de la toxina escaparia de ser ubiquitinado y
degradado, y podria servir como molde para la importacion al reticulo endoplasmico y
secrecion de la toxina o como un componente de la inmunidad para formar un complejo
con la re-internalizada toxina o/p (Schmitt and Breinig, 2006).

1.7.4. Interaccion célula hospedadora-virus y relacion killer-sensibilidad.

Los virus LA y sus satélites M pueden transmitirse in vivo sélo durante la division
celular, esporulacion, o conjugacion; la rigidez de la pared celular de los hongos
constituye una barrera para la captacion de los virus. Se ha conseguido una transfeccion
eficiente in vitro inoculando esferoplastos con particulas virales de estirpes killer K1,
K2, 0 K28 (El-Sherbeini and Bostian, 1987; Schmitt and Tipper, 1990). El hospedador
juega un papel fundamental en el mantenimiento y expresion del fenotipo killer. Los
sistemas killer proveen un excelente modelo para el estudio de los genes cromosomales
implicados en el fendmeno y su papel para el hospedador. Ademas de la funcién de los
genes KEX1 y KEX2 que codifican las proteasas necesarias para el procesamiento de las
protoxinas y de otras preproteinas de la levadura (Wickner, 1993), se han caracterizado
otros genes de la levadura (genes SEC) implicados en la secrecion de la toxina madura
(Lolle and Bussey, 1986; Magliani et al., 1997; Zhu et al., 1992).

Dos grupos de genes del hospedador pueden afectar a la propagacion de LAy M1:
los genes relacionados con el fenotipo superkiller (SKI) y los genes del mantenimiento
del fenotipo killer (MAK). Los productos de los genes SKI2 a SKI8, reducen el nimero
de copias de M1 y la traduccion de sus mRNA. Ski2, proteina de la familia de las
helicasas, también reprime a LA, LBC, y los replicones del ssRNA 20S (Magliani et al.,
1997). Los genes SKI constituyen un sistema antiviral que tiene la célula hospedadora
para reprimir la propagacion de los virus (Magliani et al., 1997; Widner and Wickner,

1993). SKI2, SKI3, y SKI8 actuan reprimiendo especificamente la traduccion de los
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MRNAs sin extremos 5°-cap ni 3"poliA, incluidos los de LA y M1 (Magliani et al.,
1997).

Més de 30 genes cromosomales MAK, importantes y esenciales para el
crecimiento de la célula, son necesarios para la propagacion y mantenimiento del
fenotipo killer. Solamente tres de ellos (MAK3, MAK10, y MAK31) se requieren para la
propagacion del dsRNA de LA y M. El gen MAKS3 codifica una N-acetiltransferasa,
probablemente implicada en la N-acetilacion de proteinas mitocondriales, es la
responsable de la acetilacion del extremo N-terminal de la proteina Gag de la particula
viral LA y M1 (Tercero et al., 1993; Tercero and Wickner, 1992). El producto de
MAK10, proteina necesaria para el crecimiento optimo de los hongos en medio con
fuente de carbono no fermentables, es similar a las subunidades de los receptores de las
células Linfocitos T, y necesaria para la propagacion tanto de LA como de M, y
probablemente estabiliza la particula viral completa (Lee and Wickner, 1992). El
producto del gen MAK31, necesario para la replicacion del virus, esta probablemente
asociado a la particula y contribuye a la estabilidad de los viriones, como el producto de
MAK10 (Polevoda and Sherman, 2001).

Ademas de los tres genes necesarios para LA, se necesitan muchos mas genes
MAK para la propagacion del dsRNA satélite M que codifica la toxina Killer. Los
productos de estos genes incluyen distintas proteinas de la subunidad ribosomal 60S,
como L3 (MAKS), L4A (MAK7), L4B (KRB1), y L41B (MAK18); una DNA
topoisomerasa | (MAK1); una proteina esencial asociada a membrana (MAK11), y una
proteina nuclear necesaria para el transito de G1 (MAK16) (Carroll and Wickner, 1995;
Icho and Wickner, 1988; Ohtake and Wickner, 1995; Wickner, 1991; Wickner, 1996).
La mayoria de las mutaciones mak originan un descenso del nimero de subunidades
60S libres 0 una pobre asociacién de las subunidades 60S y 40S (Ohtake and Wickner,
1995). Esto sugiere que LA puede proveer a M1 de Gag y Gag-Pol solamente después
de haber cubierto sus propios requerimientos proteicos (Magliani et al., 1997; Ohtake
and Wickner, 1995; Valle and Wickner, 1993). Cualquier mutacién mak que disminuya
la concentracion de la subunidad 60S puede resultar en la pérdida selectiva de M1 por
reduccion de la eficiencia en la traduccion del ssSRNA (+) de LAy, de este modo, de la
sintesis de proteinas codificadas por el virus LA.

La sensibilidad a las toxinas Killer estad relacionada con un numero de genes
(KRE) funcionales del hospedador implicados en la expresion y ensamblaje de

receptores especificos, principalmente en la sintesis de glucanos y mananos (Bussey,
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1991; Magliani et al., 1997). El estudio de la sensibilidad de diferentes mutantes en la
estructura de la pared celular ha sido utilizado para determinar los receptores con los
que interaccionan las toxinas K1, K2 y K28. Los mutantes con alteraciones en el
glucano de la pared celular, son resistentes a la toxina K1 (Boone et al., 1990b; Brown
et al., 1993; Schmitt and Compain, 1995) lo que sugiere que el glucano, o algin
intermediario de su biosintesis, estd involucrado en el mecanismo de accion de esta
toxina. El receptor es una proteina de la pared celular (krelp), inicialmente unido a la
membrana plasmatica por un puente de glicosil fostatidil inositol (Breinig et al., 2004) y
que esta implicada en el ensamblaje del beta glucano (Boone et al., 1990b). La toxina
K2 se une directamente al beta (1,6) glucano de la pared celular (Hutchins and Bussey,
1983), mientras que el receptor de la toxina K28 es una manoproteina de alto peso
molecular (Schmitt and Radler, 1987).

Mediante el estudio de mutantes resistentes a la toxina K1, se han identificado al
menos siete genes que estan implicados en la sintesis de la pared celular. Los genes
KRE1 y KRE5 codifican proteinas requeridas para la sintesis (KRE1) o el ensamblaje
(KRE5) de B (1,6) D-glucano (Boone et al., 1990b; Meaden et al., 1990). Kre6p es
esencial para la sintesis de beta glucano aunque su funcién bioguimica precisa no se
conoce. Se localiza en el reticulo endoplasmico, a lo largo de la ruta secretora y en los
sitios de crecimiento polarizado (Kurita et al.,, 2011). KRE2 codifica una
manosiltransferasa que transfiere la segunda manosa de los O-oligosacaridos (Hausler et
al., 1992; Hill et al., 1992). Se han identificado otros genes implicados en la via de
biosintesis de glucano, como KRE9, KRE10, KRE11, y CHW41 (Brown et al., 1993;
Magliani et al., 1997). El estudio de estos y otros genes y de sus productos ha tenido un
valor incalculable para explorar y comprender los complejos mecanismos implicados en
la sintesis y ensamblaje de la pared celular de las levaduras (Lesage G and Bussey H,
1992). Estudios moleculares y genéticos sugieren que el B (1,6) D-glucano se forma por
la sintesis de un ndcleo principal de glucano desde UDP-glucosa, en la que estan
implicadas las proteinas kre5p, kre6p y krellp, seguido de la adicion de una cadena
lateral dependiente de la proteina krelp (Magliani et al., 1997). Los esferoplastos de
estos mutantes kre son sensibles a la toxina, sugiriendo la existencia de un mecanismo

inicial comUn de adsorcion a la membrana plasmatica (Zhu and Bussey, 1989).
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1.8. La elaboracion de cava en Extremadura. Retos tecnoldgicos: mejora de
aromas, espuma y volumen en boca.

En nuestro entorno socioeconémico, la elaboracion de vino es de los procesos
fermentativos industriales mas importantes, siendo una actividad econdémica muy
relevante en Espafia desde hace muchos siglos y generadora de muchos puestos de
trabajos por toda la geografia peninsular y el sur de Europa. Desde hace poco més de un
siglo se intenta seleccionar y mejorar las levaduras para controlar mejor los procesos
industriales, reducir costes y mejorar la calidad de los productos. En consecuencia,
existen muchas levaduras seleccionadas comerciales cuyo uso estd muy generalizado en
bodegas de todo el mundo, dado que su inoculacidn en los mostos ayuda a controlar la
fermentacion evitando variaciones en la calidad (Delfini and Bardi, 1990; Melero,
1992).

En el caso concreto de vinos espumosos como el cava, la inoculaciéon con
levaduras seleccionadas es absolutamente inevitable para realizar la segunda
fermentacion. La venta de cava se ha incrementado progresivamente en los Gltimos
afios. Segun el consejo regulador, el cava ha crecido en el mercado interior después de
afios de retroceso, situando las ventas en 87,6 millones de botellas (+7,54%). Las
exportaciones a paises terceros (115 paises) mantienen la tendencia positiva y se sitlan
en 43,1 millones de botellas. Esta cifra supone el 27,8% del total exportado siendo un
2,36% mas que en 2013, alcanzando, ademas, un crecimiento interanual del 8,8% desde
el inicio de siglo. Las expediciones a Europa siguen liderando la exportacion de cava
con un total de 111,6 millones de botellas. Esta cifra representa el 72% del total de cava
exportado. Logicamente, esto hace prever un incremento en el consumo de levaduras
vinicas seleccionadas para la elaboracion de cava.

La historia del cava en Extremadura comienza en el municipio de Almendralejo a
principio de la década de los 80, cuando un grupo de empresarios se unieron para
desarrollar nuevas vias de elaboracién y comercializacion de productos extremefios
poco conocidos en el ambito nacional. Naci6 asi el cava ‘Via de la Plata’ inscrito en la
D.O. Cava desde 1983, siendo Almendralejo la Unica ciudad de Extremadura donde se
puede elaborar cava. En la actualidad hay cuatro bodegas inscritas en la D.O. Cava:
Bodegas Lopez Morena, Bodegas Marcelino Diaz, Bodegas Romale y Bodegas Via de
la Plata.

Los vinos espumosos comprenden un amplio tipo de vinos (espumoso de calidad,

fermentado en botella y granvas), segun la legislacion vigente (Orden del 27 de julio de
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1972) son vinos procedente de uvas de variedades adecuadas, que contiene como
consecuencia de su especial elaboracion gas carbonico de origen enddgeno resultado de
una segunda fermentacion de azlcares agregados o naturales del vino base, realizada en
envase cerrado. El producto terminado debera tener una presion minima de 4 atm
medida a 20°C.

En los vinos espumosos elaborados por el método de “grandes envases” o
“Granvas”, la segunda fermentacion tiene lugar en condiciones isobaricas dentro de un
depdsito de gran capacidad con cierre hermético. Este sistema también conocido como
“método Charmat”, se atribuye a Egéne Charmat que, en 1916 ide6 un sistema para
elaborar vinos espumosos en grandes cantidades, donde el vino se elabora de un modo
similar al método tradicional, salvo que la segunda fermentacion y crianza sobre las
levaduras se hace en un deposito resistente a la presion, siendo el vino filtrado y
estabilizado por frio antes de su embotellado isobarico. Estos depdsitos estan provistos
de agitadores para homogeneizar la mezcla de levadura/vino base y el tiempo minimo
de permanencia del vino con las levaduras antes de salir al mercado es de 21 dias (Pozo-
Bayon et al.,, 2003a). ElI vino espumoso se embotella con posterioridad a su
clarificacién, pero no puede llevar en la etiqueta la denominacion cava y/o champagne.
La calidad de estos vinos espumosos es inferior a la de los obtenidos por el sistema
tradicional, debido a la insuficiente cesion de autolisados de las levaduras, pues la
superficie de contacto lias/vino es muy inferior al realizado en una botella, y ademas el
tiempo de contacto se reduce en gran medida. En ciertos casos, la autolisis de las
levaduras puede ser forzada por tratamientos térmicos, sometiendo a los vinos con sus
lias de 2 a 5 dias entre 33 y 70°C, provocando la autolisis de las levaduras y la
consiguiente mejora de la calidad sensorial. Es un método por tanto mas barato y simple
que el sistema tradicional en botella, siendo adecuado para variedades de uva
aromaticas como los “Asti spumante” de Italia elaborados a partir de la variedad
Moscatel.

En los vinos espumosos de “fermentacion en botella”, la fermentacion y crianza
transcurre en la misma botella (cominmente tipo magnum de 1,5 o 2 litros) utilizada
para el tiraje un tiempo minimo de dos meses, siendo posteriormente transvasado de
forma isobarica a un depdsito, para su posterior eliminacion de lias por filtracion,
estabilizado y embotellado. Este sistema se conoce con el nombre de “método
Transfer”, siendo un hibrido entre el método Charmat y el tradicional, pues la fase de

tiraje y de rima se hace por el método tradicional, y el resto del proceso de filtracion,
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estabilizacion y embotellado se realiza por el método Charmat. Se evita la operacion de
deguelle y se aprovecha algo de la autolisis natural de las levaduras, lo que hace que los
costes de produccion sean menores, la etiqueta de estos vinos ha de incluir: fermentado
naturalmente en botella.

En los vinos espumosos elaborados por el “método tradicional”, el proceso de
elaboracion y crianza, desde la segunda fermentacion hasta la eliminacion de las lias,
transcurre en la misma botella donde se ha efectuado el tiraje. En el caso de los vinos
espumosos de “Cava” ha sustituido a la denominaciéon “método champenoise” reservada
exclusivamente a los vinos de Champagne franceses elaborados por el mismo sistema
(Orden del 14 de noviembre de 1991). Los vinos espumosos de Cava estan protegidos
por la Denominaciéon de Origen “Cava” (www.crcava.es), cuya mayor produccion esta
localizada en la zona del Penedés, en Catalufia, y el resto en algunos municipios de las
provincias de Alava, Badajoz, La Rioja, Navarra, Valencia, Valladolid y Zaragoza,
donde se establecen tanto los vifiedos para la producciéon de vino base, como las
bodegas o cavas para la elaboracion de este tipo de vinos.

Las variedades de uva autorizadas para elaborar vino cava son las variedades
blancas Macabeo, Xare.lo, Parellada, Subirat (Malvasia Riojana) y Chardonnay. Para la
elaboracion de vinos espumosos rosados estan admitidas las variedades Garnacha Tinta,
Monastrell, Pinot-Noir y Trepat. La elaboracion de los vinos cava tiene lugar a través de
dos fases principales, una primera fermentacion donde el mosto es convertido en vino
base y una segunda fermentacion que da origen al producto final.

Para elaborar el vino base se siguen las mismas normas generales establecidas
para la elaboracion de vinos blancos o rosados. Las caracteristicas principales que
tendran los vinos base son: en primer lugar una graduacion alcoholica moderada que
permita una adecuada toma de espuma, una acidez relativamente elevada que
comunique una importante sensacion de frescura en la boca; y la menor maceracion
posible del mosto con los hollejos para lograr vinos base poco coloreados, nada tanicos
Yy, en consecuencia, poco oxidables. Para evitar las maceraciones, la vendimia debera ser
sana y sin defectos o alteraciones que afecten al hollejo, respetando su integridad en el
transporte y mejor vendimiadas en recipientes de pequefio volumen, obteniéndose el
mosto por prensado directo de la vendimia. Para la obtencion del mosto, se lleva a cabo
un prensado fraccionado, destinandose las primeras fracciones a la elaboracion de los
vinos de mayor calidad, con un rendimiento maximo de 1 hectolitro de mosto/vino por

cada 150 kilogramos de uva (Orden del 27 de julio de 1972). La suavidad del proceso
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de prensado asegura la extraccion de mosto de la pulpa de las uvas, evitando la rotura de
las pepitas y la extraccién de productos del hollejo y del raspon que aumentarian los
fangos, las materias colorantes y los aromas y flavores pesados y herbaceos (Flanzy,
2003).

La primera fermentacion o fermentacion del mosto se lleva a cabo con
temperatura controlada entre 18-20°C para conservar y potenciar el mayor nimero
posible de aromas primarios. Los mostos suelen ser inoculados con levaduras
seleccionadas, generalmente S. cerevisiae (del orden de 10° UFC/mL), para conseguir
una fermentacién regular (Castro, 1986; Hidalgo, 1985). No es habitual que los vinos
base realicen la fermentacion malolactica, salvo que su contenido en acido mélico sea
excesivo y convenga reducirlo por motivos sensoriales, o bien de estabilidad microbiana
durante fases posteriores, pudiendo las bacterias impedir una adecuada clarificacion del
vino espumoso elaborado dentro de la botella. Los vinos base deberdn estar
perfectamente limpios y estabilizados, especialmente frente a precipitaciones tartaricas
y proteicas. Esta operacion se realiza para evitar la precipitacion de bitartratos en la
botella como consecuencia de las bajas temperaturas y el aumento de etanol durante la
segunda fermentacién. Posteriormente, tiene lugar la mezcla del vino base de diferentes
variedades de uva e incluso de diferentes afios, también denominada “coupage”, en
proporciones que variaran segun la calidad de las cosechas. De acuerdo con la
legislacion vigente, los vinos base para el “Cava” cumpliran las siguientes
caracteristicas analiticas: graduacion alcohodlica, entre 9,5-11,5% vol.; acidez total,
minimo de 5,5 g/L en &cido tartarico; acidez volatil, inferior a 0,60 g/L en &cido acético;
anhidrido sulfuroso total, inferior a 140 mg/L; y pH, entre 2,8-3,3.

La elaboracion de los vinos espumosos por el “método tradicional” se realiza en
las botellas como Unico envase, desarrollandose sucesivamente en las siguientes fases:
tiraje, rima, pupitre o punta, deglelle y adiccion del licor de expedicion. Desde el
momento del embotellado, la legislacion obliga a que el tiempo minimo hasta su fecha
de expedicion sea de 9 meses. Este tipo de elaboracion responde a un sistema artesanal
desarrollado en Francia a finales del siglo XVII en la region de la Champagne, donde el
monje Dom Perignon (1638-1715) en la Abadia Benedictina de Hautvillers, cerca de D
Epernay en el valle del Marne, logro elaborar por primera vez este tipo de vino. Las
etapas principales son:

- Fase de tiraje: Comprende tanto la preparacion del licor de tiraje, compuesto por una

mezcla de vino base, 20-25 g/L de azdcar, levaduras a una concentracién de 10°-10’
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UFC/mL y ciertos aditivos como puede ser bentonita (3 g/hL) con el objetivo de
facilitar la floculacion y posterior eliminacion de las levaduras, asi como su embotellado
y taponado. Una vez introducido en la botella el vino base no se le podréa hacer ningln
tratamiento. También se pueden afiadir otras sustancias, como el acido citrico (2 g/L),
para favorecer la inversion de la sacarosa en glucosa y fructosa y/o activadores de la
fermentacion, como tiamina o sales amoniacales autorizadas en las dosis habituales. Las
botellas son de tipo clasico, resistentes a una presion de 6 atm, y utilizdndose como
formato de elaboracion las de 0,75 litros de capacidad aunque también se pueden
emplear otros volumenes. El sistema de cierre se realiza por un obturador de polietileno
introducido dentro del gollete de la botella, asegurado por fuera con un tapon corona.

- Fase de rima: Una vez realizado el tiraje, las botellas son colocadas en rima, se
almacenan en posicion horizontal en locales de crianza especialmente habilitados. En
esta posicion tiene lugar la segunda fermentacion, la llamada toma de espuma y el
envejecimiento, durante el cual tiene lugar la autolisis de las levaduras. La “toma de
espuma” se desarrolla durante unos dos meses a una temperatura de 10-15°C, donde la
presion de gas carbonico se eleva progresivamente. El control de la presion se puede
realizar con ayuda de un “afrémetro” o manometro medidor de espuma fijado al cuello
de la botella. Finalizada la segunda fermentacion del vino, las levaduras se depositan en
un lateral de la botella dispuesta en forma horizontal, y comienza una etapa de “crianza
sobre lias” de una duracion variable y nunca inferior a los nueve meses desde la fecha
de tiraje. En crianzas largas es recomendable agitar las botellas periddicamente, para
evitar la adherencia de las levaduras al vidrio de la botella. Durante esta etapa se
produce la autolisis de las levaduras, con la cesion de determinadas sustancias al vino
elaborado, que mejoraran el desprendimiento del gas carbdénico y comunicaran al vino
unos caracteres sensoriales singulares.

- Fase de pupitre y/o punta: Al final del envejecimiento, las botellas pasan a la fase
conocida de removido y en punta. En primer lugar, las lias resultantes de la segunda
fermentacion se deben acumular en el cuello de la botella colocada en posicién
invertida, que mas adelante seran eliminados en la fase de deguello. Este proceso se
hacia tradicionalmente girando las botellas manualmente un octavo de vuelta durante
quince dias a la vez que se iban inclinando hasta quedar practicamente perpendiculares
al suelo; en la actualidad ha sido sustituido por pupitres mecanizados (giropalets) que

permiten manipular un nimero mas elevado de botellas de una vez.
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- Fase de deguello: La eliminacién de las lias se realiza provocando su deposito en el
cuello de la botella al colocarlas boca abajo, este deposito se congela al sumergir el
cuello de la botella en una solucion de agua y un anticongelante a menos 20-25°C,
formandose un tapén de hielo que engloba las lias. A continuacion se invierte y se le
quita el tapon y el depdsito congelado es expulsado por la propia presion interna. La
expulsion de las lias produce una merma que se puede rellenar con la adiccion del licor
de expedicion. Este puede ser el propio vino espumoso o puede contener sacarosa,
mosto de uva, mosto de uva parcialmente fermentado, mosto de uva concentrado, vino
base 0 una mezcla de todos estos productos. Con la adiccion del licor de expedicion se
obtendran finalmente los distintos tipos de vinos espumosos: brut nature (hasta 3 g/L),
extra brut (hasta 6 g/L), brut (hasta 15 g/L), extra seco (entre 12 y 20 g/L), seco (entre
17 y 35 g/L), semi seco (entre 33 y 50 g/L) y dulce (méas de 50 g/L). Ademas de la
pérdida de vino durante el deguelle se produce una pérdida de presion de
aproximadamente 0,5 a 0,6 atmdsferas.

Finalmente el cierre de la botella se realiza con un tapon de corcho construido de
aglomerado, introduciéndose parcialmente en el cuello de la botella para facilitar su
posterior apertura, sujetdndolo por medio de un bozal o morrién de alambre. Durante el
tiempo que las levaduras permanecen en la botella, éstas experimentan una serie de
procesos que son fundamentales para la calidad de los vinos espumosos elaborados
mediante este método. Estos procesos son, una vez acabada la segunda fermentacion, la
autofagia y la autolisis de las levaduras.

1.8.1. Microbiologia de la segunda fermentacion.

Una vez realizado el tiraje se inicia la segunda fermentacion, que tiene lugar desde
que el vino base es inoculado hasta que se consumen los azlcares fermentables
presentes. Las levaduras utilizadas en la elaboracion de cava deben presentar una
elevada resistencia a etanol, actividad fermentativa a bajas temperaturas, resistencia a la
presion debida al CO,, capacidad de floculacion para facilitar la eliminacion de
levaduras durante el degielle y no deben producir aromas desagradables durante el
envejecimiento en botella. Se ha sugerido ademas la capacidad autolitica como criterio
de seleccidn de estirpes de levaduras para segunda fermentacion (Martinez-Rodriguez et
al., 2001). Despueés de la inoculacion hay una pequefia fase de latencia o adaptacion a
las nuevas condiciones del sustrato. El crecimiento de Saccharomyces en segunda
fermentacidn se asemeja al de la primera, aunque en términos globales es menor, debido

a que la fuente de carbono disponible es mucho menos abundante, y ademas la elevada
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concentracion de etanol y la acumulacion de CO, pueden contribuir a limitar el
crecimiento. Se ha demostrado que partiendo de un inéculo del orden de 10° UFC/mL,
se alcanzan poblaciones del orden de 10’ UFC/mL al terminar la segunda fermentacion
(Martinez-Rodriguez et al., 2002). La segunda fermentacion suele transcurrir entre los
primeros 15-20 dias después del tiraje, a partir de ahi, la viabilidad desciende
lentamente y, pasados 60-90 dias, no se detectan levaduras viables en los vinos (Feuillat
and Charpentier, 1982). Los aspectos morfoldgicos relacionados con la viabilidad y la
autolisis en levaduras vinicas, como la existencia 0 no de yemas de division, el tamafo
de la vacuola, el tamafio celular, la separacién del citoplasma de la pared celular, etc.,
explicarian los cambios morfologicos de las levaduras vinicas observados en
experimentos de segunda fermentacion en botella (Gonzalez et al., 2003; Martinez-
Rodriguez et al., 2004; Martinez-Rodriguez et al., 2001). La morfologia de estos
cultivos permite admitir que células vivas y muertas coinciden en el tiempo, y que por
tanto, segunda fermentacién y autolisis son fendmenos que se solapan. Precisamente el
proceso biolégico mas importante que tiene lugar durante el envejecimiento es la
autolisis de las levaduras, mediante el cual las células liberan el metaboloma celular
(compuestos intracelulares) y polisacéaridos de la pared celular al vino.

La autolisis es un proceso que sucede tras la muerte de las levaduras y que
consiste en la ruptura y degradacion de las estructuras celulares por su propia dotacion
enzimatica (Arnold, 1980; Babayan and Bezrukov, 1985b; Charpentier and Feuillat,
1986; Feuillat and Charpentier, 1982; Lurton et al., 1989; Martinez-Rodriguez and
Polo, 2000; Pueyo et al., 2000a). Algunos autores plantean cuatro etapas diferenciadas a
lo largo del proceso (Charpentier and Freyssinet, 1989): Inicialmente las actividades de
las enzimas endo- y exo-3-(1,3)-glucanasas liberan una mezcla de polisacaridos y de
cadenas cortas de oligosacaridos. Una parte corresponde a las manoproteinas unidas
covalentemente al glucano de la pared intacta. Posteriormente, la hidrolisis parcial del
glucano provoca una desestabilizacion de la estructura de la pared, que supone una
liberacion de manoproteinas de elevado peso molecular con bajos contenidos de glucosa
y que proceden mayoritariamente de la zona periplasmica. En una etapa mas tardia
continta la degradacion de los glucanos de la pared por las 3-(1,3)-glucanasas en los
restos de pared y en el medio extracelular. Finalmente, las exo-3-(1,3)-glucanasas,
solubilizadas en el medio, degradan el glucano unido a las manoproteinas y estas
ultimas a su vez pueden ser hidrolizadas por a-manosidasas y por otras proteasas que

liberan peptidomananos de menor tamaio.
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Aunque la autolisis natural de las levaduras es claramente deseada en la
elaboracion del cava, es un proceso muy lento que puede durar varios afios.
Normalmente la autolisis ocurre en células al final de la fase estacionaria de crecimiento
y esta asociada a la muerte celular (Babayan and Bezrukov, 1985b). Debido a la lentitud
del proceso de fermentacion en la botella y la necesidad de largos tiempos de
envejecimiento, desde hace afos se investiga la forma de acelerarlo. Para aumentar los
productos de autolisado de levaduras existen dos métodos de aplicacion en la
elaboracion de vinos espumosos: afadir autolisados de levaduras al vino, o bien
incrementar la temperatura durante la fase de envejecimiento en botella (Charpentier
and Feuillat, 1993). Sin embargo, ambas técnicas producen defectos organolépticos en
el vino espumoso y un desagradable olor a tostado. Se ha sugerido que el uso de
levaduras con una buena capacidad autolitica puede mejorar la calidad de los vinos
espumosos, se recomienda utilizar esta capacidad como criterio fundamental en la
seleccion de levaduras para la segunda fermentacion (Martinez-Rodriguez and Polo,
2000). Utilizando levaduras mutantes con una capacidad de autolisis acelerada se ha
conseguido mejorar las propiedades de la espuma del cava, ademas de reducir el tiempo
de envejecimiento disminuyendo los costes de elaboracion del producto (NUfez et al.,
2005). También se ha utilizado mutantes autoliticos termosensibles con la pared celular
alterada que liberan los polisacaridos de la pared durante la fermentacion (Giovani and
Rosi, 2007), o mutantes alterados en el proceso de autofagia para autolisar las levaduras
y acelerar por tanto el envejecimiento del cava (Tabera et al., 2006). No obstante, hasta
la fecha estos procedimientos no se utilizan a escala comercial, probablemente debido a
que estos mutantes no cumplan con las exigencias requeridas para su produccion y uso
en bodega, especialmente si estan afectados en algin proceso metabdlico basico para la
célula. Se han propuesto otras alternativas como utilizar mezclas de levaduras killer y
sensibles como in6culos de la segunda fermentacion, de modo que la toxina asesina
mataria a las células sensibles, acelerando asi su autolisis (Todd et al., 2000a). Sin
embargo, aunque esta propuesta ha dado prometedores resultados a nivel de laboratorio,
no se ha aplicado aun en la industria ni se ha analizado su efecto sobre las propiedades
organolépticas de vinos espumosos.

La mayoria de los trabajos realizados sobre la autolisis en enologia han seguido
dos enfoques principales: por un lado, el estudio de la degradacion de la pared celular de
las levaduras durante la autolisis precedida por un proceso autofagico (Charpentier and

Feuillat, 1993; Martinez-Rodriguez et al., 2001) y por otro, de los diferentes productos
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liberados al vino, siendo estos aspectos tradicionalmente considerados como principales
manifestaciones de este proceso (revisado por (Pozo-Baydn et al., 2009)).
1.8.1.1. Cambios morfoldgicos de las levaduras durante la segunda fermentacion.
Durante la segunda fermentacion se producen importantes cambios morfoldgicos
en las levaduras que pueden ser estudiados mediante microscopia Optica, sobre todo a
nivel de pared celular. Finalizada la segunda fermentacion, las células son alargadas y
ovoides, la pared celular se presenta gruesa y lisa, y el citoplasma presenta una gran
vacuola central rodeada de cuerpos esféricos (autofagosomas). Después de 3-6 meses, la
célula y la vacuola son mas pequefias, los autofagosomas se distribuyen alrededor de la
vacuola y la pared celular se presenta desorganizada. Pasados 9-12 meses, las células se
mantienen principalmente desorganizadas, también pueden aparecer vacias e incluso
destrozadas (Alexandre and Guilloux-Benatier, 2006).Varios autores han observado la
aparicion de pliegues en la pared de la levadura, como consecuencia de pérdida de
volumen intracelular durante la autolisis (Charpentier and Feuillat, 1993; Martinez-
Rodriguez et al., 2001). Otros trabajos resaltan la desorganizacion celular con
liberacion posterior de enzimas hidroliticas como el paso mas importante durante la
elaboracion de vinos espumosos (Connew, 1998; Fornairon-Bonnefond et al., 2002).

La desorganizacion celular que precede a la liberacion de las enzimas vacuolares
se encuentra regulada y organizada por un complejo proceso catabélico conservado en
células eucariotas denominado “autofagia” que tiene lugar como respuesta a la carencia
de algun nutriente esencial a través del trafico de productos intracelulares y de
membranas hacia la vacuola. En contraposicion existe otra ruta denominada Cvt que no
es inducida ni inespecifica como la autofagia sino que es constitutiva. Se ha demostrado
que la autofagia juega un papel fundamental en la degradacion de organulos
intracelulares dafiados asi como en programas de muerte celular por mediacion de la
auto-digestion (Mizushima, 2005). Cuando las células de S. cerevisiae estan sujetas a
condiciones de escasez se genera un pool interno de nutrientes por autofagia que
permite la supervivencia durante las prolongadas condiciones de deficiencia nutricional
(Takeshige et al., 1992). En células eucariotas, el transporte de citoplasma hacia la
vacuola por autofagia estd mediado por vesiculas de doble membrana denominadas
autofagosomas. El autofagosoma maduro, rodeando una porcién de citosol
inespecificamente, fusiona su membrana externa con la vacuola liberando los Ilamados
cuerpos autofagosémicos en el lumen. Finalmente este cuerpo autofagosémico es

degradado por hidrolasas residentes vacuolares (Baba et al., 1994; Takeshige et al.,
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1992). La ruta Cvt es un mecanismo biosintético de transporte de membrana para el
transporte especifico de la aminopeptidasa I (Apelp) y la a-manosidasa (Amslp) hacia
la vacuola (Baba et al., 1997; Huang and Klionsky, 2002). Bajo condiciones normales
de crecimiento, las hidrolasas sintetizadas en el citosol son secuestradas selectivamente
dentro de una vesicula Cvt, como una estructura de doble membrana méas pequefia pero
similar a los autofagosomas y cuyo proceso de formacion implica el mismo conjunto de
proteinas que la autofagia. De esta manera, Apelp y Amslp son selectivamente
incorporadas dentro de los autofagosomas. Hasta la fecha, han sido identificados 29
genes ATG (genes relacionados con la autofagia) (Klionsky et al., 2003); la mayoria de
ellos comunes en ambas rutas, aunque hay algunos genes especificos de la ruta Cvt y
uno, ATG17, especifico de la autofagia. La mayoria de las proteinas Atg se localizan en
un compartimento de membrana cercano a la vacuola llamado estructura pre-
autofagosomal (PAS) considerado como el posible centro de formacion de estas
vesiculas (Kim et al., 2002; Suzuki et al., 2001). Atg9p y Atg27p son las Unicas
proteinas transmembrana identificadas que parecen estar implicadas en la formaciéon del
autofagosoma (Lang et al., 2000; Yen and Klionsky, 2007; Yen et al., 2007). El estudio
de las relaciones funcionales entre las proteinas Atg residentes en la PAS esta
permitiendo esclarecer el mecanismo celular implicado en la sintesis de los
autofagosomas (Reggiori et al., 2004; Suzuki et al., 2004). Atgl podria actuar como
transductor de la sefial procedente de otras rutas de transduccion desencadenadas por
condiciones de ayuno, como por ejemplo la ruta TOR (Quinasa serina-treonina)
(Kamada et al., 2000; Scott et al., 2000), que esta activa cuando las células crecen en un
medio rico en nutrientes y es inhibida con la concomitante induccién de la autofagia
cuando se agotan los nutrientes (Noda and Ohsumi, 1998). La inactivacion de la ruta
TOR implica cambios en la maquinaria molecular de las proteinas Atg, por ejemplo,
Atg13p es parcialmente desfosforilada, aumentando su interaccion con Atgl7p y Atglp,
que aparece para modular su actividad quinasa (Kabeya et al., 2005; Kamada et al.,
2000). El papel de la actividad quinasa de Atglp es controvertido, algunos estudios
sugieren que podria ser mas importante para la ruta Cvt, mientras que tendria
basicamente un papel estructural en la autofagia (Abeliovich H et al., 2003; Matsuura et
al., 1997). Ademas de la unién de Atgl3p y la proteina especifica autofagica Atgl7p,
Atglp parece ser el nacleo del complejo de la posible proteina junto a otras, como
Atgllp, Atg20p y Atg24p, requeridas para el transporte selectivo pero no para autofagia

(Klionsky, 2005). Debido a la coexistencia en el mismo complejo de proteinas
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especificas para la autofagia y de la ruta Cvt, se ha especulado que este complejo regula
la transicidn desde la ruta Cvt hasta la autofagia bajo condiciones de inanicién (Scott et
al., 2000). Puesto que la ruta Cvt es de funcionamiento constitutivo, la induccion de la
autofagia en condiciones de ayuno podria considerarse como una reorientacion de este
sistema de transporte que ya estaba funcionando. La diferencia fundamental entre
ambos procesos seria el tamafio de las vesiculas y la selectividad respecto de la carga de
las mismas.

De esta manera la autofagia puede tener lugar en condiciones enoldgicas como
demuestran algunos trabajos realizados mediante el uso de mutantes que afectan a las
rutas Cvt y autofagica, monitorizando el transporte de la aminopeptidasa I, pudieron
demostrar que la autofagia tiene lugar en condiciones que imitan las de segunda
fermentacion en botella (Cebollero et al., 2005). Las caracteristicas morfologicas del
proceso autofagico también han sido utilizadas por el mismo grupo para demostrar la
induccién de la autofagia bajo condiciones de vinificacion, después de 8-10 dias de
incubacion del vino base, la vacuola de una cepa de levadura comercial estaba llena de
cuerpos autofagicos (revelado con la ayuda de PMSF), similares resultados fueron
observados previamente (Takeshige et al., 1992) en cepas de laboratorio por ayuno
prolongado de nitrogeno. Todo ello nos lleva a la conclusion de que, en las condiciones
de vinos espumosos, la autolisis debe ir precedida de un proceso autofégico, y que la
digestion del material intracelular en la vacuola tendra una influencia decisiva en la
naturaleza y la abundancia de los diferentes compuestos que las levaduras habran cedido
al vino durante la autolisis.
1.8.1.2. Cambios bioquimicos en el vino durante la segunda fermentacion.

El proceso de autolisis implica la liberacion de moléculas intracelulares de las
levaduras (principalmente compuestos nitrogenados, polisacaridos y acidos grasos), que
modifican la composicion quimica, las propiedades sensoriales y las caracteristicas
espumantes de los vinos (Martinez-Rodriguez et al., 2002; Martinez-Rodriguez and
Polo, 2000; Pueyo et al., 2000a). Entre todos los compuestos liberados durante la
autolisis, péptidos y aminoacidos se consideran los mas importantes (Guilloux-Benatier
and Chassagne, 2003; Moreno-Arribas et al., 2009). Aunque la cuantificacion de ambos
ha sido utilizada para evaluar la magnitud del proceso de autolisis, los péptidos se
utilizan menos, fundamentalmente por la complejidad de las técnicas analiticas
disponibles (Moreno-Arribas et al., 2002). Se ha demostrado que en los primeros

estadios de autolisis se liberan los péptidos y posteriormente éstos son hidrolizados a
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aminoéacidos (Moreno-Arribas and Polo, 1996). Los péptidos de bajo peso molecular
son funcionalmente importantes, tienen propiedades tensioactivas y bioactivas
(antioxidantes, antimicrobianos, antihipertensivos) y participan en las propiedades
sensoriales del vino (Desportes et al., 2001). Se ha comprobado ademas que la adiccion
de bentonita, afecta también a la fraccién de péptidos, a pesar de utilizarse en bajas
concentraciones (Martinez-Rodriguez and Polo, 2003) y no influir significativamente en
la viabilidad celular. Los péptidos de los vinos espumosos son la mejor representacion
de la dindmica del proceso de autolisis, ya que se liberan directamente a partir de las
proteinas, y simultaneamente son convertidos a aminodcidos libres por accion
enzimética. De las proteasas que participan en esta transicion, la proteasa A ha sido la
mas estudiada y es considerada como la mas activa, ya que su pH 6ptimo coincide con
el del vino (3-3,5). Los aminoacidos presentes en los vinos espumosos tienen diferentes
origenes: una parte de ellos proceden de la uva y no han sido metabolizados, y otra
porcion es liberada por las levaduras durante la autolisis. Aunque existen algunas
discrepancias entre el comportamiento especifico de algunos aminoéacidos, casi todos
los autores coinciden en que la concentracion de la mayor parte de ellos disminuye
durante la segunda fermentacion y aumenta nuevamente durante el envejecimiento,
jugando un papel significativo como precursores de los compuestos aromaéticos
(Charpentier and Feuillat, 1993).

La concentracién de proteinas durante la autolisis ha sido menos estudiada en
vinos espumosos, probablemente debido a que los aminoacidos son considerados como
buenos marcadores de seguimiento durante este proceso (Alexandre and Guilloux-
Benatier, 2006). Algunos autores consideran que la cantidad de proteinas aumenta al
inicio de fermentacién y desciende posteriormente por insolubilizacion debido al grado
alcohdlico creciente y a la accion de proteasas activas (Dizy and Polo, 1996); en este
caso los vinos espumosos presentarian una concentracion de proteinas menor que los
vinos base de partida. Otros autores consideran lo contrario, la concentracién de
proteinas se mantendria estable después de 90 dias y aumentaria ligeramente un 8-13%
mas tarde (Todd et al., 2000b). Ademas, la evolucién del contenido proteico también
parece depender de la estirpe de levadura, ya que en otro estudio donde se comparan dos
estirpes diferentes, en una se mantenia estable mientras que en otra disminuia
drasticamente desde el final de la segunda fermentacion (Leroy et al., 1990). Otro
estudio ha demostrado que los niveles de proteinas aumentan durante los primeros 3

meses y después disminuye probablemente debido a la actividad proteasa, aumentando
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nuevamente a los 6 meses (Nunez et al., 2005). A pesar de estas diferencias, la mayoria
de los trabajos publicados en relacion a la calidad de los vinos espumosos coinciden
casi unanimemente en que las proteinas del vino, en mayor o menor cantidad, son los
compuestos quimicos que mas influyen en la calidad de la espuma (Andrés-Lacueva et
al., 1996; Brissonnet and Maujean, 1991; Lopez-Barajas et al., 1997; Malvy et al., 1994;
Molan et al., 1982; Moreno-Arribas et al., 2000; Pueyo et al., 1995; Vanrell et al.,
2002).

Los polisacaridos son uno de los principales grupos de macromoléculas en los
vinos, pueden proceder de la uva, de las levaduras, bacterias y de contaminaciones
fangicas como Botrytis cinerea. Desde el punto de vista enoldgico y cuantitativo, los
mas importantes son los procedentes de la uva y las levaduras. Los polisacaridos ricos
en arabinosa y galactosa (PRAGs) de tipo Il, arabinogalactano-proteinas (AGPS),
arabinanos, ramnogalacturonanos tipo | (RG-1) y tipo Il (RG-Il), y los
homogalacturonanos (HLs) derivan de la uva, mientras que los glucanos (GLs),
mananos y manoproteinas (MPs) son liberados por las levaduras durante la
fermentacidn o por accidn enzimatica durante el envejecimiento por autolisis (Martinez-
Lapuente et al., 2013). Los polisacaridos presentes en el vino base contienen
fundamentalmente arabinosa (66%), después de la segunda fermentacion esta
composicion cambia radicalmente y los azucares principales son manosa (43%) vy
glucosa (31%). Durante el envejecimiento y autolisis, la actividad enzimatica (proteasas
y glucanasas) causan la rotura de los glucanos y la liberacion de las manoproteinas de la
pared celular (Feuillat, 2003). Esto indica que los polisacaridos que se encuentran en los
vinos espumosos después del envejecimiento proceden fundamentalmente de la
degradacion de la pared celular de las levaduras que tiene lugar durante la autolisis.
Estos polisacaridos son fundamentalmente glicoproteinas, el azuUcar representa
aproximadamente un 85-90% y la parte proteica un 10-15%. Entre las glicoproteinas del
vino, las manoproteinas han sido las mas estudiadas en los Gltimos afios por su posible
mejora de la estabilidad tartarica (Moine-Ledoux and Dubourdieu, 2000), en la quiebra
proteica (Dupin et al., 2000), y en las propiedades espumantes de los vinos espumosos
(Abdallah et al., 2010; Coelho et al., 2011b; Martinez-Lapuente et al., 2013; Nufiez et
al., 2006), aunque también se ha demostrado que no todas las manoproteinas tienen el
mismo comportamiento (Coelho et al., 2011b; Moreno-Arribas et al., 2000; Nufiez et
al., 2006). El efecto positivo de las manoproteinas se atribuye al equilibrio formado

entre los dominios proteicos (hidrofilicos e hidrofobicos) que favorecen la creacion de
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puntos de adsorcién en la interfase liquido-gas de la burbuja, incrementando la
estabilidad de la espuma (Nufiez et al., 2006). De forma similar a lo que ocurre con los
compuestos nitrogenados, los polisacaridos de glucanos y mananos aumentan durante la
fermentacion y el envejecimiento, disminuyendo paulatinamente los glucanos durante el
envejecimiento prolongado debido fundamentalmente a la accion de las f-(1,3)
glucanasas que son liberadas por las levaduras y que mantienen su actividad en el vino
(Carrascosa et al., 2005).

Otros compuestos liberados durante la autolisis y que estan presentes en menor
cantidad son los lipidos y los &cidos nucleicos, aproximadamente el 90% del RNA y el
40% del DNA celular se degrada durante la autolisis de las levaduras solubilizandose en
el vino (Hernawan and Fleet, 1995). Los lipidos son importantes como componentes del
flavor y parece ser que ademas influyen en la estabilidad de la espuma (Forss, 1969;
Moreno-Arribas and Polo, 2009). Experimentos llevados a cabo en vino modelo
demostraron que los niveles de triacilgliceroles, 1,3-diacilglicerol, 2-monoacilglicerol,
acidos grasos libres, ésteres esteroles y esteroles aumentaban después de dos dias de
autolisis para disminuir posteriormente probablemente debido a la accion de enzimas
hidroliticas de levaduras (Pueyo et al., 2000b). Otros autores consideran que el
contenido de lipidos aumenta durante la segunda fermentacion y envejecimiento en
botella en contacto con las lias (Piton et al., 1988; Troton et al., 1989). Existe cierta
controversia respecto la posible influencia positiva-negativa de los lipidos en la calidad
de la espuma. Algunos autores encuentran que la adiccion de &cidos organicos de Cg-Cyo
reduce la estabilidad de la espuma (Maujean et al., 1990a); mientras que otros autores
encuentran que la adiccion de mezclas de lipidos no afecta a la espuma (Dussaud et al.,
1994). Otros estudios han demostrado que el acido linolénico y palmitolénico son
buenos indicadores de estabilidad de la espuma (Pueyo et al., 1995), o que los acidos
Cs, C10 Y Cy, correlacionan negativamente con la calidad de la espuma, mientras que los
ésteres etilicos de Cs, Cs y Cip lo hacen positivamente (Gallart et al., 2002).
Recientemente se ha descrito un papel importante de los monoacilgliceroles de acidos
palmitico y estearico asi como de cuatro derivados de gliceriletilenglicol unidos a acidos
grasos como compuestos superficialmente activos en la promocion y estabilizacion de la
espuma de vinos espumosos (Coelho et al., 2011b)

Entre los compuestos volatiles responsables del aroma de los vinos espumosos se
encuentran diferentes grupos quimicos, ésteres etilicos, ésteres de acetato, alcoholes,

furanos, fenoles volatiles, lactonas, &cidos, compuestos carbonilicos y otros. Se ha
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confirmado la relacion entre el tiempo de envejecimiento y la composicién final en
compuestos volatiles presentes en los vinos espumosos, de modo que durante el
envejecimiento se producen procesos simultdneos de degradacion y sintesis de
compuestos volatiles (Pozo-Bayon et al., 2003). También se han caracterizado los
compuestos volatiles liberados durante la autolisis que podrian servir como marcadores
de envejecimiento en los vinos espumosos (Francioli et al., 2003). Los ésteres son la
principal familia de compuestos liberados durante la autolisis, los de cadena corta (Cs-
C4) y mediana (Ce-Cy2) con caracteristica frutales aparecen al principio de la autolisis y
después disminuyen, esto explicaria la pérdida de frescura en los vinos mas envejecidos.
Los alcoholes terpénicos y alcoholes superiores también son liberados durante la
autolisis (geraniol, a-terpineol, citronelol, farnesol, isoamil alcohol, 2-feniletanol, etc.)
(Alexandre and Guilloux-Benatier, 2006). Los ésteres de acetato disminuyen durante el
envejecimiento, mientras que el succinato de dietilo, vitispirano y TDN (1,1,6-trimetil-
1,2-dihidronaftaleno) aumentan con el tiempo (Torrens et al., 2010); estos ultimos
podrian ser utilizados como marcadores de envejecimiento. En otro estudio realizado
sobre la autolisis en vino modelo con cepas de S. cerevisiae a temperaturas entre 15-
20°C o 35-40°C (Chung, 1986) se detectaron entre 80-100 compuestos volatiles
clasificados en los siguientes grupos (Lubbers et al., 1994): ésteres (39 compuestos), la
mayoria ésteres etilicos de acidos grasos que aportan notas frutales; alcoholes (15
compuestos), clasificados en dos grupos, alcoholes terpénicos, con aromas tipicos de las
variedades moscatel, y alcoholes superiores, con aromas herbaceos, medicinales o
florales como el 2-fenil-etanol; aldehidos (10 compuestos), de los cuales el 3-
metilbutanal es el mayoritario (40% del total) y otros interesantes como el
benzaldehido; compuestos azufrados, aumentan a lo largo del envejecimiento, se ha
identificado como interesante vitispirano, derivado norisoprenoide con aromas que
recuerdan al eucalipto. Por Gltimo, lactonas (8 compuestos), con aromas similares a los
que presenta la nuez de coco (alfa-decalactona) y el sotolén que aparece en vinos que
han sufrido largos periodos de envejecimiento como los vinos espumaosos.

1.8.2. Propiedades de la espuma en el cava.

La espuma es la caracteristica principal que define el cava, le distingue de otros
tipos de vinos y es lo primero que observa el consumidor en estos vinos; por esta razén
ha merecido una especial atencién y ha sido objeto de diferentes estudios cientificos
encaminados a descubrir los componentes principales responsables de su aparicion, y

que afectan a la composicion y a las propiedades espumantes. Aunque se han disefiado

72



Capitulo I: Introduccién general

andlisis sensoriales capaces de evaluar la calidad de la espuma de forma objetiva
(Obiols et al., 1998), es necesaria una técnica instrumental capaz de obtener un valor
cuantificable de la calidad de la espuma para poder comparar los vinos espumosos Yy
correlacionar las propiedades espumantes con las caracteristicas fisico-quimicas.

Los métodos utilizados para cuantificar la capacidad espumante se clasifican en
tres grupos principales (Moreno-Arribas and Polo, 2009): liberacion de CO, o CO,
discharging, burbujeo de gas o gas sparging, y andlisis de imagenes. El primer método
(CO, discharging) consiste en la cuantificacion de CO, liberado espontdneamente, una
vez eliminado todo el gas libre, la botella se agita para cuantificar el CO, formado
(Maujean et al., 1988). Los métodos de burbujeo de gas (gas sparging) son los méas
utilizados, basados en un procedimiento desarrollado por Bikerman en 1938(Bikerman,
1938), consiste en crear un flujo de gas a velocidad controlada a través de un volumen
de vino; algunos trabajos se han basado en este método para medir la altura de la
espuma alcanzada y el tiempo que tarda en desaparecer después de parar el flujo de gas
(Edwards et al., 1982; Pueyo et al., 1995). Respecto el método anterior, éste tiene la
ventaja de poder evaluar la capacidad espumante de un vino tranquilo. Por ultimo, el
analisis de imagenes se utiliza para evaluar la altura y el collar producido en el cristal
con un sistema de vision artificial (Machet et al., 1993; Robillard, 1995). Este método
tiene la ventaja de poder evaluar la calidad de la espuma de un modo automatico
utilizando una cadmara de video en condiciones reales en una copa de cristal, es
importante tener en cuenta la calidad del cristal cuando evaluamos la calidad de la
espuma asi como los parametros ambientales durante el anélisis.

El equipo Mosalux es un método de burbujeo de gas basado en el principio de
Bikerman con algunas modificaciones (Maujean et al., 1990a). Utiliza una celda
fotoeléctrica que recoge la altura alcanzada por la espuma incorporando un software
para la adquisicion de datos, y consiste en inyectar gas carbonico o nitrégeno para
provocar, en el vino o en el cava previamente desgasificado, la formacién de espuma.
Los parametros medidos son: HM o altura méaxima de la espuma en milimetros (mm),
HS o altura estable de la espuma en el tiempo (mm), y TS o tiempo de estabilidad
después de parar el flujo de gas en segundos (seg). Este equipo ha sido utilizado en
numerosos trabajos desde 1990 hasta la fecha (Andrés-Lacueva et al., 1997; Andrés-
Lacueva et al., 1996; Brissonnet and Maujean, 1991, 1993; Dussaud et al., 1994; Gallart
et al., 2004; Girbau-Sola et al., 2002a; Gonzélez-Royo et al., 2014; Lao et al., 1999;
Lopez-Barajas et al., 1999; Lopez-Barajas et al., 1997; Malvy et al., 1994; Marchal et
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al., 2006; Maujean et al., 1990a; Robillard et al., 1993; Senée et al., 1999; Vanrell et al.,
2007), y se ha establecido buena relacién entre las propiedades de la espuma obtenidas
con el Mosalux y la evaluacion de la calidad de la espuma con analisis sensorial (Gallart
etal., 2002).

Otros estudios se han centrado en los diferentes aspectos fisico-quimicos de la
espuma para intentar explicar la formacion de las burbujas (nucleacién) y la
supervivencia de ésta en el interior del liquido y también en su superficie. Algunos de
estos trabajos proponen modelos construidos con fibras que simulan la formacién de
burbujas y su comportamiento (Casey, 1987; Casey, 1995; Casey, 2000; Jordan and
Napper, 1994; Liger-Belair et al., 2006; Péron et al., 2004; Senée et al., 1999; Uzel et
al., 2006). Otros trabajos han demostrado que las particulas enddgenas, como la
bentonita y las levaduras, pueden tener un efecto positivo y/o negativo importante en la
calidad de la espuma (Senée et al., 1999). La mayoria de los estudios publicados tienen
como objetivo en definitiva establecer el efecto de la composicion quimica de estos

vinos y las diferentes tecnologias utilizadas en la produccion y la calidad de la espuma.
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11.1. Estirpes de levaduras.
11.1.1. Saccharomyces.

Tabla I1.1. Levaduras Saccharomyces cerevisiae y Saccharomyces bayanus utilizadas
en las vinificaciones.

Cepa Genotipo Origen

Sc EX88 MATa/o. HO/HO cyh®/cyh® L-A M2 [K2*] M. Ramirez® (de vino)

Sc EX85 MAT a/a HO/HO cyh®lcyh® L-A M2 [K2*] M. Ramirez® (de vino)

Sc EX85R MAT a/a HO/HO CYHR/cyh® [cyhR K2°] M. Ramirez®

Sc E7TAR1 MAT a/a HO/HO CYH /cyh® L-A M2 [cyh® K21 M. Ramirez®

Sc Rod23-1B MAT a/a HO/HO PDRS/pdr5 L-A M2 [rod®™ M. Ramirez®
K2

Sc EX229 MA]Ta/a HO/HO cyh®lcyh® L-A M-lus [Klus®] M. Ramirez® (de vino)

Sc EX229-R1 MAT a/a HO/HO CYHR/cyh® [eyh? Klus?] M. Ramirez®

Sc Mnné MAT a/o. HO/HO cyh’/cyh® mnn6A [L-A° K1° 1. Olivero 'y LM
K2° K28° Klus’] Hernandez®

Sc Mnn9 MAT a/o. HO/HO cyh’/cyh® mnnoa [L-A° K1° 1. Olivero 'y LM
K2° K28° Klus] Hernéndez’

Sc Rod25-6D MAT a/e HO/HO PDR5/pdr5 L-A M2 [rod”™ M. Ramirez®
K2

Sc SMR10-11D MA]T a/o. HO/HO SMRR/smr® L-A M2 [smr® K2*] M. Ramirez®

Sc SMR16-5AR MAT a/a HO/HO SMRR/smr® L-A M2 [smrf K2*] M. Ramirez®

Sc E3AR1 MAT a/a. HO/HO CYH /cyh® L-A M2 [cyh® K21 M. Ramirez®

Sc 7AR MAT a/o HO/HO CYH¥cyh® L-A M2 [cyh® K21 M. Ramirez®

Sc EX1 MATa/a HO/HO cyh®/cyh® L-A M2 [K2'] M. Ramirez® (de vino)

Sc EX34 MATa/a HO/HO cyh®/cyh® L-A M2 [K2"] M. Ramirez® (de vino)

Sc EX47 MATa/a HO/HO cyh®/cyh® L-A M2 [K2"] M. Ramirez® (de vino)

Sc EX73 MATa/o. HO/HO cyh®/cyh® L-A M2 [K2'] M. Ramirez® (de vino)

Sc 10C 18-2007 MATa/a. HO/HO L-A M2 [K2'] glﬁglﬁgagrignologlque de

Sb Cremanti® MATa/a. HO/HO La Littorale Enologia SL°

M. Ramirez. Departamento de Ciencias Biomédicas, Universidad de Extremadura, Badajoz, Espafia.

b 1. Olivero y L.M. Herndndez, Departamento de Ciencias Biomédicas, Universidad de Extremadura, Badajoz,
Espafia.

¢ Institut Oenologique de Champagne ZI de Mardeuil - Allée de Cumiéres BP 25 - 51201 EPERNAY Cedex
France.

d_a Littorale Enologfa SL, Grupo ERBSLOH, Ribera del Sena, 21-3°, Edificio APOT, 28042 Madrid, Espafia.

Sc, S. cerevisiae. Sb, S. bayanus.

Tabla 11.2. Levaduras S. cerevisiae usadas como controles en el andlisis del fenotipo
Killer.

Cepa  Genotipo Origen

EX33  MATa/o HO/HO [K1° K2° K28° Klus"] M. Ramirez® (de vino)

EX73 MATa/o. HO/HO L-A M2 [K2"] M. Ramirez® (de vino)

F166 MATa leul karl L-A-HNB M1 [K1'] J.C. Ribas® (de R.B. Wickner)
F182 /'\:I(Az;f_l]hlsz adel leu2-2 ura3-52 ski2-2 L-A M28 J. C. Ribas® (de M. Schmit)

EX198 MATa/o HO/HO L-A Mlus [Klus'] M. Ramirez® (de vino)

M. Ramirez. Departamento de Ciencias Biomédicas, Universidad de Extremadura, Badajoz, Espafia.
¢J. C. Ribas, Departamento de Microbiologia y Genética, Universidad de Salamanca, Salamanca, Espafia.

101



Tabla 11.3. Mutantes de S. cerevisiae afectados en la sintesis de los componentes de la
pared celular y usados en el estudio de sensibilidad a fenotipo killer.

. Funcion afectada en pared .
Cepa Genotipo P Origen
celular

wt  MATa  his341 . . b
wt leu2d0 metl5A0 Silvestre (w) Edfl'z"(]eé%éé'A'\ggema”dez
(BY4741) ura340 '
Mnn2 wi MATa mnn2A Sintesis de la cadena externa de I. Oliveroy L.M Hernandez®
(BY4741) manoproteinas (de EUROSCARF).
Mnn5 wi MATa mnnSA Sintesis de la cadena externa de I. Oliveroy L.M Hernandez®
(BY4741) manoproteinas (de EUROSCARF).
Mnn9 wi MATa mnn94 Sintesis de la cadena externa de I. Olivero y L.M Hernandez"
(BY4741) manoproteinas (de EUROSCAREF). )
Krel L I. Olivero y L.M Hernandez
(BY4741) wt MATa krelA Sintesis de glucanos (de EUROSCARF).
Mnnl wt MATa mnniA Sintesis de la cadena externa de |I. Olivero y L.M Hernandez"
(BY4741) manoproteinas (de EUROSCAREF). .
Kre6 I I. Olivero y L.M Hernandez
(BY4741) wt MATa kre64 Sintesis de glucanos (de EUROSCARF).
Krell o I. Olivero y L.M Hernandez"
(BY4741) wt MATa krel 1A Sintesis de glucanos (de EUROSCARF).
Kre27 o I. Olivero y L.M Hernandez"
(BY4741) wt MATa kre274 Sintesis de glucanos (de EUROSCARF). b
Ktrl Sintesis de la cadena externa de |I. Oliveroy L.M Hernandez
(BY4741) wi MATa kirl4 manoproteinas (de EUROSCAREF). )
Ktr2 Sintesis de la cadena externa de |I. Oliveroy L.M Hernandez
(BY4741) wi MATa kir24 manoproteinas (de EUROSCAREF). )
Ktr3 Sintesis de la cadena externa de |I. Oliveroy L.M Hernandez
(BY4741) wi MATa kir34 manoproteinas (de EUROSCAREF). .
Ktr4 Sintesis de la cadena externa de I. Olivero y L.M Hernandez
(Byazar) W MATakirdd manoproteinas (de EUROSCARF),
Ktr5 Sintesis de la cadena externa de I. Oliveroy L.M Hernandez®
(Byazar) W MATakirsa manoproteinas (de EUROSCARF),
Mnn6-Ktr6 wi MATa mnn6A Sintesis de la cadena externa de I. Olivero y L.M Hernandez®
(BY4741) manoproteinas (de EUROSCAREF).
Ktr7 Sintesis de la cadena externa de I. Oliveroy L.M Hernandez®
BYa7a1) W MATakir74 manoproteinas (de EUROSCARF).

® . Olivero y L.M. Herndndez, Departamento de Ciencias Biomédicas, Area de Microbiologia, Universidad de
Extremadura, Badajoz, Espafia.

11.1.2. No-Saccharomyces.

Tabla 11.4. Levaduras Torulaspora delbrueckii vinicas utilizadas en las
vinificaciones.

Cepa Genotipo Origen

T.delbrueckii TD291 wt L-A Lallemand Inc.|

EX1180 wt L-A M-barr-1 [Kbarr-17] Este estudio (de vino)
EX1180-11C4 cyh® L-Abarr M-barr-1 [cyh® Kbarr-1*] Este estudio (de EX1180)
EX1180-2K cyh® L-Abarr M-barr-0 [cyh® Kbarr®] Este estudio (de EX1180)
EX1257 wt L-Abarr M-barr-2 [Kbarr-2°] Este estudio (de vino)

EX1257-CYH5 cyh® L-Abarr M-barr [cyh® Kbarr-2'] Este estudio (de EX1257)

"Lallemand Inc. 19 rue des Briquetiers - BP 59 - 31702 Blagnac Cedex — France.
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Tabla I11.5. Levaduras no-Saccharomyces usadas en el anélisis del fenotipo Killer.

Cepa Genotipo/Fenotipo relevante Origen
. Patogena, killer y sensible a otras especies de Candida; a 37°C Lo g
C.albicans 10231 tiene un 87% de hidrofobicidad en las membranas y un 4% a 22°C. C. Lopez
A 9
C kefir Patogena, killer intergenérica; sensible intergenérica C. Lopez
A 9
C.glabrata Patdgena, killer intergenérica; sensible intergenérica C. Lopez
A g
C.dubliniensis Patogena, killer intergenérica; sensible intergenérica C. Lopez
A 9
C.krusei Patogena, killer intergenérica; sensibilidad intergenérica C. Lopez
A g
C.parasilosis Pat6gena, killer intergenérica; sensible intergenérica C. Lopez
A 9
C.tropicalis Patdgena, killer intergenérica; sensible intergenérica C. Lopez
C.albicans wt 5314C  Patdgena, killer y sensible a otras especies de Candida J. Correa"
C.albicans CAF2 (wt Patdgena, killer y sensibilidad a otras especies de Candida J. Correa"
URA3+/-)
I. Olivero vy
Y.lypolytica wt a Patogena, killer intergenérica LM
Hernandez®
I. Olivero vy
Y.lypolyticamnn9 a  Pat6gena, killer intergenérica LM
Hernandez®

Y.lypolytica SA1-5 wt
K. lactis

H.mrakii22 wt
S.Pombe 33 wt 972h"

Apiculadal5

Patdgena, killer intergenérica

Killer intergenérica, killer codificado en plasmido dsDNA pGKL1

Killer intergenérica, toxina HM1

Killer intergenérica, sensibilidad intergenérica

Killer contra S. cerevisiae

A. Dominguez'
A. Dominguez'
J.C. Ribas"
J.C. Ribas®

M. Ramirez?
(de vino).

¥M. Ramirez. Departamento de Ciencias Biomédicas, Universidad de Extremadura, Badajoz, Espafia.

43, C. Ribas, Departamento de Microbiologia y Genética, Universidad de Salamanca, Salamanca, Espafia.
°l. Olivero L.M. Hernandez y J. Correa, Departamento de Ciencias Biomédicas, Area de Microbiologia, Universidad de
Extremadura, Badajoz, Espaia.

9C. Lopez. Departamento de Ciencias Biomédicas, Universidad de Extremadura, Badajoz, Spain.

hJ. Correa, Departamento de Ciencias Biomédicas, Area de Microbiologia, Universidad de Extremadura, Badajoz,

Espafia.

'A. Dominguez, Departamento de Microbiologia y Genética, Universidad de Salamanca, Salamanca, Espafia.

11.2. Mosto y uvas.

Se utilizaron mostos o uva estrujada de las siguientes variedades de uva:

Ciguente: Cepa de uva blanca (Vitis vinifera) de Espafia. Es una vid de brotacion

media o tardia, sensible a las enfermedades criptogamicas. Tiene racimos de tamafio

grande y compactos, las bayas son de tamafio grande, forma redonda y color verde-
amarillento. Segun la orden APA/1819/2007, de 13 de junio (BOE del dia 21), la

variedad Ciguente esta recomendada en la Comunidad Auténoma de Extremadura. Esta

adaptada a los suelos arenosos y pobres de la zona de Castuera, dentro de la D.O. Ribera

del Guadiana. Su distribucion en Extremadura esta centrada en la provincia de Badajoz

con un 0,33% de la superficie total de vifiedo, estando fundamentalmente concentrado
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su cultivo en Castuera, segin los datos del Registro Vinicola (1995) (Sanchez and
Luisa, 2000).

Macabeo: Es una variedad vigorosa, de racimo grande y compacto, grano
redondo, mediano y de piel fina. Epoca de brotacion media. Se adapta a todas las
condiciones climéticas y de altitud, pero mejor si se cultiva en suelos fértiles. Acepta
bien la mayoria de los portainjertos, aunque mejor los de menos vigor. Un exceso de
produccién indice notablemente en su calidad. Funciona bien con podas cortas aunque
admite podas largas. Propensa a ataques de botritis y sensible al oidio. Esta variedad
origina unos vinos buenos, amarillo muy pélido y tonalidades verdosas marcadas.
Aromas de intensidad media-alta de frutas maduras y complejos. En fase gustativa son
redondos, frescos y untuosos. Tiene un ciclo de maduracion muy corto, por lo que
puede dar problemas de sobremaduracion que se refleja en sus vinos (Maqueda, 2008).

Tempranillo: Es una variedad implantada recientemente en esta regién. Tiene
una brotacion media y tardia, y madurez media-temprana. Es una variedad vigorosa, se
adapta a todo tipo de suelos con preferencia de terrenos orientados al medio dia bien
soleados. Poco sensible a heladas primaverales pero si a vientos calidos de primavera.
Dependiendo de la zona de cultivo se le practica poda larga o corta, respetando el
equilibrio produccion-calidad. Sensible al oidio, mildiu y erinosis. Origina vinos muy
buenos, tanto jovenes como de crianza. Los vinos presentan un color rojo violaceo y
capa alta, con intensos aromas frutales (frambuesa y mora) y notas de regaliz,
equilibrados y redondos en boca. Tiene un ciclo de maduracion corto y una acidez total
baja (Maqueda, 2008).

Cabernet-Sauvignon: Variedad de votacion y floracion tardia. Epoca de envero
precoz/media y madurez fisioldgica de la baya medio/tardia. Se adapta a climas
templados y mejor a zonas secas y bien ventiladas. No acepta suelos excesivamente
fértiles y himedos que inducen a gran vigor. Se adapta bien a diversas formas de poda
teniendo en cuenta las condiciones de clima y suelo. En Extremadura se suele adoptar el
sistema de poda en espaldera. Resistencia a enfermedad normal. Al ser una planta
vigorosa hay que tener cuidado con enfermedades criptogamicas. Con esta variedad se
elaboran vinos jovenes muy buenos y con unas cualidades excelentes para la crianza
nuestra region. Son de color intenso, con tonalidades purpuras y violaceas, de capa alta,
aromas vegetales complejos e intensos (tipicos de la variedad), equilibrados en boca,

amplios y persistentes (Maqueda, 2008).
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Pinot-Noir: Variedad tinta francesa originaria de Borgofia, se la conoce también
con los nombres de Pynoz, pinot fin, franc pinot y Noirien. Se trata de una vinifera
dificil de cultivar y también complicada de elaborar, con racimos pequefios en forma de
pifia de donde deriva su nombre; prefiriendo climas relativamente frios donde su color
no es muy elevado, pero produce mezcla de sutiles aromas a frambuesa, violeta, tinta y
caza. Se encuentra cultivada en la Champagne, asi como en Alemania, Suiza, Italia,
Estados Unidos, Chile, Sudafrica, Australia y Nueva Zelanda (Tugores, 2003).

Garnacha comun: Variedad de origen espariol, probablemente de la region de
Aragon. Bastante extendida por todo el mundo. El conocimiento de esta variedad se
remonta a la época de la ocupacion arabe. Se la conoce también con los nombres de
Gironet, Grenache, Lladoner, Roussillon, Tinto Aragonés. Planta muy vigorosa y porte
erguido. Produccién entre media y alta, con racimos entre medianos y grandes. Planta
muy resistente a la sequia, muy versatil, se adapta a todo tipo de suelos. Sensible a
mildiu, botrytis y al corrimiento de racimo. Vinos alcohdlicos, color granate, aromas
ligeros con tonos de fruta roja madura, acidez media-alta, vino poco estructurado. Se
emplea para crianzas en ensamblaje con Tempranillo, Cabernet, Macabeo, Syrah y
Graciano. Como vino joven no es interesante por su rapida oxidacion. Su mayor
vocacion es la elaboracién de rosados a partir de monovarietales de Garnacha
(Alburquerque et al., 2006; Chome, 2006).

)
Cabernet-Sauvignon

Pinot Noir Garnacha tinta

Figura I1.1. Variedades de uva utilizadas en este trabajo para la elaboracion de vinos
tranquilos y espumosos (imagenes tomadas de http://www.magrama.gob.es/).
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11.3. Medios de cultivos.

La composicion de los medios se detalla a continuacion, todos ellos se
esterilizaron en el autoclave a 120°C durante 15 minutos. Cuando el medio era solido, se
dejo enfriar a 55°C, posteriormente se repartio en placas y se dejaba solidificar y secar 1
dia a 30°C.

Medio YEPD: 2% glucosa, 2% peptona, 1% extracto de levadura y 2% agar (solo para
medio solido).

Medio YEPD-CYH (con cicloheximida 2pg/mL): Igual que el medio YEPD pero con
200 pL de cicloheximida concentrada al 1% en etanol por cada litro de medio para
conseguir una concentracion final de 2pug/mL.

Medio YEPD-rod (con rodamina 6G 5pg/mL): Igual que el medio YEPD pero con
500 pL de rodamina 6G concentrada al 1% en etanol por cada litro de medio para
conseguir una concentracion final de Spug/mL.

Melazas 1x: 50 mL/L melaza, 0,2% extracto de levadura, 0,075% (NH4)3PO4, 0,1%
MgSO,x7H,0, 0,1 mg/L tiamina, 0,125 mg/L biotina, 10 mg/L pantotenato célcico.
Ajustar pH 3,5-4 con HCI.

Melazas 2x: 100 mL/L melaza, 0,4% extracto de levadura, 0,15% (NH4)3PO4, 0,2%
MgSO,x7H,0, 0,2 mg/L tiamina, 0,25 mg/L biotina, 20 mg/L pantotenato célcico.
Ajustar pH 3,5-4 con HCI.

Medio de preesporulacion: 0,6% YNB (Yeast nitrogen base), 0,5% extracto de
levadura, 1% acetato potésico. Ajustar el pH 5,5 con NaOH.

Medio de esporulacion: 1% acetato potasico, 0,05% glucosa, 0,1% extracto de
levadura y 2% agar (s6lo para medio sélido).

Medio 3,2MB: igual que el medio YEPD con 5 mL de azul de metileno concentrado al
0,6% en agua destilada y 100 mL de tampdn citrato-fosfato 1M pH 3,2 por cada litro de
medio.

Medio 4MB: igual que el medio YEPD con 5 mL de azul de metileno concentrado al
0,6% en agua destilada y 100 mL de tampoén citrato-fosfato 1M pH 4 por cada litro de
medio.

Medio 4,7MB: igual que el medio YEPD con 5 mL de azul de metileno concentrado al
0,6% en agua destilada y 100 mL de tampon citrato-fosfato 1M pH 4,7 por cada litro de
medio.

Medio MLO: 1% glucosa, 0,5% fructosa, 1% peptona, 0,5% extracto de levadura, 0,1%
tween 80, 0,35% citrato diamonico, 0,02% MgSO4x7H,0, 0,005% MnSO4xH,0, 100
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mL/L zumo de tomate, 1% natamicina (después de autoclavar), 2% agar (s6lo para
medio solido). Ajustar pH 4,8 con HCI.

Medio MRS-Tomate: 6,2% MRS comercial, 100 mL/L zumo de tomate, 1%
natamicina (después de autoclavar) y 2% agar (so6lo para medio sélido).

Medio GYC: 1% extracto de levadura, 5% glucosa, 2% CaCO3 y 2% agar (s6lo para
medio sélido).

Medio CARR: 2% extracto de levadura, 0,002% verde de bromocresol y 2% agar (sélo

para medio solido). Ajustar a pH 5,5 con acético glacial.

11.4. Soluciones y tampones para extraccion de &cidos nucleicos.

Tris-HCI 1M pH 7,5-8: Disolver 121 g de Tris base (PANREAC) al 97% en 800 mL
de agua destilada, ajustar a pH 7,5-8 con aproximadamente 70 mL de HCI concentrado.
Enrasar a 1 L y autoclavar.

EDTA 0,5M pH 8: Se disuelven 186,1 g de EDTA (SERVA) en 800 mL de agua
destilada con agitacion enérgica; ajustar a pH 8 con NaOH. Enrasar a 1 L y autoclavar.
Acetato sodico 3M: Pesar 123 g de acetato sédico y disolver en agua destilada. Enrasar
a 500 mL y autoclavar.

NaCl 1M: Disolver 58,4 g de NaCl (SERVA) en 800 mL de agua destilada y enrasar a
1L.

SDS 10%: Disolver, calentando a 68°C, 100 g de dodecil sulfato sdédico (SDS,
electrophoresis grade, SERVA) en 900 mL agua destilada estéril y ajustar a pH 7,5 con
unas gotas de HCI concentrado. Enrasar con agua destilada estéril hasta 1L.

EDTA 50mM pH 7: Disolver 18,61 g de EDTA (SERVA) en 800 mL de agua
destilada con agitacion enérgica; ajustar a pH 7 con NaOH. Enrasar a 1 L y esterilizar
en autoclave.

50mM Tris-SO4 pH 9,3, 1% mercaptoetanol: Mezclar 25 mL de Tris 1M acidificado
con H,SO,4 hasta pH 9,3 con 5 mL de mercaptoetanol (SERVA). Enrasar con agua
destilada estéril hasta 500 mL.

0,1M NaCl, 10mM Tris-CIH pH 7, 10mM EDTA, 0,2 % SDS: Mezclar 100 mL de
NaCl 1M, 10 mL de Tris 1M acidificado con HCI hasta pH 7,5-8, 20 mL de EDTA
0,5M pH 7,5-8, y 20 de mL SDS 10%. Enrasar a 1 L y esterilizar en autoclave.

Fenol equilibrado con Tris-CIH pH 8: Golpear con una espatula el fenol sélido
(PANREAC) y apartar la cantidad minima necesaria. Afadir el mismo volumen de Tris-

CIH 1M pH 7,5-8 y agitar para homogeneizar. Dejar reposar y cuando se formen las dos
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fases, retirar la fase acuosa (parte superior) con trompa de vacio. Repetir el proceso 2-3
veces, y finalmente afiadir 20 mL del Tris-CIH 1M pH 7,5-8, y conservar en frigorifico
y en frasco opaco para preservar oxidaciones debidas a la luz.

Isopropanol; 2-propanol para andlisis instrumental (PANREAC).

TE pH 7,5-8: Tris-HCI 10mM y EDTA 1mM para inhibir nucleasas y preservar &cidos
nucleicos. Mezclar 10 mL de Tris-HCI 1M pH 7,5 con 2 mL de EDTA 0,5M pH 8.
Enrasar con agua destilada estéril hasta 1L.

TSE 10x: Disolver 5,84 g de NaCl en agua-DEPC. Afadir 50 mL de Tris-HCI 1M pH
75y 2 mL de EDTA 0,5M pH 8. Enrasar con agua-DEPC estéril hasta 100 mL.
Solucion de trabajo 1x, mezclar 10 mL de TSE 10x en 90 mL de agua-DEPC.

TSE 1x + 15% etanol: mezclar 15 mL de etanol absoluto en 85 mL de TSE 1x.
Tampoén de carga 10x: Mezclar azul de bromofenol al 0,025% y glicerol al 30%.
Enrasar con agua destilada estéril hasta 100 mL. Solucion de trabajo 1x, mezclar 2 pL
de tampdn de carga 10x, 6L de miniprep y 12uL de agua MilliQ.

Tampodn de electroforesis Tris-Acetato 50x (TAE 50x): Disolver 242 g Tris base
(PANREAC) en agua destilada. Afadir 57,1 mL de acido acético glacial y 100 mL de
EDTA 0,5M pH 8. Enrasar con agua destilada estéril hasta 1L. Solucién de trabajo 1x,
mezclar 20 mL de TAE 50x en 980 mL de agua destilada.

Agua-DEPC 0,1%: Afadir 1 mL de DEPC (dietilpirocarbonato 97%, SERVA) en agua

MilliQ. Enrasar hasta 1 L. Incubar durante 2-12 horas a 37°C. Esterilizar en autoclave.

I1.5. Oligonucledétidos.

Tabla 11.5.1. Oligos empleados como cebadores en reacciones de secuenciacion.

Nombre Secuencia 5'— 37 Referencia

EukA AACCTGGTTGATCCTGCCAGT (Diez et al., 2001)
EukB TGATCCTTCTGCAGGTTCACCTAC ”

ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG (Esteve-Zarzoso et
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC al., 1999a)

11.6. Cultivo y conservacién de levaduras.
11.6.1. Condiciones de crecimiento.

Para su mantenimiento, las levaduras se crecieron a 30°C en medio YEPD liquido
0 sélido (2% de agar). En medio liquido, la incubacién se realiz6 en tubos o matraces de
diferentes voliumenes (manteniendo una relacion de 1/5 entre el volumen del recipiente

y el medio de cultivo) en agitadores orbitales a 200 rpm.
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11.6.2. Preparacion de inoculos de levaduras.

Los indculos de levaduras se realizaron partiendo de las levaduras conservadas a -
80°C en glicerol al 15%. Tras revitalizar las cepas en YEPD-agar a 30°C durante 48h, se
realizaron cultivos seriados en 5 mL, 100 mL y 700 mL de YEPD liquido durante (24-
48 h en agitacion (200 rpm) a 30°C (Fig. 11.2).

La cantidad necesaria de cultivo iniciador para cada experimento se obtuvo
realizando cultivos escalonados en medio liquido (Fig. 11.2). Cada paso intermedio
sirvio de cultivo iniciador para el siguiente volumen a producir, aumentando asi
progresivamente el volumen de cultivo. En cada paso se empled un in6culo que

representaba el 10% del volumen a producir.

4
U ........ » / ........ B/ \ eececees >
Saccharomyces/  YEPD YEPD

Torulaspora  30°C/200 rpm/  30°C/200 rpm/

15% glicerol/ 2 dias 2 dias YEPD
-80°C 30°C/200 rpm/
2 dias

Figura 11.2. Esquema de la preparacion de los indculos mediante cultivos puros
seriados.

11.6.3. Produccién de levaduras vinicas con distintos medios de cultivo.

Se parti6 de un cultivo puro conservado a -80°C, se inocul6 en placa de YEPD y
se incub6 a 30°C durante 48h. Posteriormente, se inocularon 5 mL de YEPD liquido y
se incubaron durante 24h a 30°C con agitacion (200 rpm). A partir de estos cultivos se
inocularon (10%) los medios de produccion de levaduras (YEPD, Melazas 1x y
Melazas 2x) y se incubaron a 30°C durante 4 dias con agitacién constante (200 rpm)
(Fig. 11.3).

Se realizd un seguimiento del crecimiento determinando diariamente la densidad
Optica a 600 nm, el nimero de células totales contando en camara de Neubauer después
de diluir la muestra hasta 1:100 con agua destilada estéril, el porcentaje de células
muertas y de yemas con azul de metileno (recuento de células azules muertas y yemas
en foto realizada en microscopio 6ptico a 400 aumentos de una preparacion con 5uL de
muestra y 5uL de azul de metileno 0,05%). Al inicio y al final del crecimiento se realizd

el test de viabilidad (dilucion de los cultivos hasta 1:100.000 en agua estéril y siembra
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de 100 pL en placa de YEPD) a 30°C, 48h. Al final del crecimiento se analiz6 el

rendimiento en peso humedo, rendimiento en peso seco y viabilidad después del secado.

YEPD
X Parametros analizados
. ODBOOnm
Levaduras totales
U ........ > i ...... » ...... » MELAZA Levaduras Viables
sacch / I % Muerte
accharomyces/  YEPD YEPD ", 0
Torulaspora  30°C/200 rpm/  30°C/200 rpm/ ™. ~ % Yemas
15% gliceroll 2 dias 2 dias Peso humedo (centrifugado)
80e e Peso seco
Viabilidad levaduras secas
MELAZA
2%

30°C/200 rpm/
4 dias

Figura 11.3. Esquema de la produccién de levaduras para vinificacién mediante cultivos
seriados en distintos medios.

11.6.3.1. Concentracion celular: La medida de la densidad éptica del cultivo a 600nm
(ODggo) se realizo en un espectrofotometro (Pharmacia Biotec, Ultrospec 1000). Las
muestras se diluyeron en agua hasta que la OD alcanz6 un valor entre 0,05 y 0,6. El
blanco se realiz6 con el medio de cultivo estéril pertinentemente diluido.

11.6.3.2. Rendimiento en peso humedo: Se centrifugaron 30 mL de cada cultivo a
3000 rpm durante 3 min, se retird el sobrenadante y se pesé el precipitado.

11.6.3.3. Rendimiento en peso seco: Los tubos con los precipitados de levaduras se
incubaron abiertos en una estufa a 37°C, se pesaron cada semana hasta que la medida
del peso se estabilizd.

11.6.3.4. Viabilidad después del secado: Por duplicado, 200 pL de cultivo se
centrifugaron 3 min a 3000 rpm, se quitd el sobrenadante, se resuspendieron en 20 pL
de YEPD liquido, se afiadieron a un filtro de papel doblado, se depositaron en placas de
Petri estériles, una placa se secd en una estufa a 37°C durante una noche y otra placa
igual se conservo himeda a 4°C, y seguidamente se resuspendieron las levaduras de los
dos filtros correspondientes a cada cultivo, seco y himedo, en 5 mL de YEPD vy se

analizo la viabilidad en placa.
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11.6.4. Test fisiologico para identificacion de levaduras.

La determinacion de las caracteristicas fisioldgicas para la identificacion de las
distintas especies se realizd6 mediante test de crecimiento en diferentes medios siguiendo
las técnicas de identificacion clasicas (Kurtzman, 2011): crecimiento con galactosa,
maltosa, melezitosa, etanol y 2-ceto-D-gluconato; crecimiento en cicloheximida 0,01%;
y crecimiento en NaCl 10%+glucosa 5%. Con este test pudimos identificar las levaduras

Torulaspora a nivel de especie.

11.6.5. Acondicionamiento de levaduras para segunda fermentacion en botella.

Con carécter previo al tiraje para la elaboracion de vinos espumosos (Apartado
11.7.3), las levaduras se crecieron en un volumen determinado de YEPD (ej. 500 mL) a
30°C durante 48h y se retird el sobrenadante. Antes de inocular, las levaduras se
adaptaron al crecimiento en vino base, se resuspendieron en un volumen determinado
(ej. 50 mL, concentrado de levaduras 10x) de agua con 2,4% de sacarosa y 0,01-0,2%
(segun ensayo) de diamonio fosfato (NH,;),HPO, (DAP, PANREAC), y se incubaron a
temperatura ambiente 18-22°C durante aproximadamente 2 horas (Fig. 11.4).
Posteriormente procedimos a realizar tres doblajes:

- 1° Doblaje (1xV): Se afiadié 1xV (ej. 50 mL) de una mezcla de agua y vino base
(1:1) con 2,4% de sacarosa, incubandose aproximadamente 5 horas a temperatura
ambiente 18-22°C. Esto supondria el primer doblaje de las levaduras (ej. volumen final
de 100 mL).

- 2° Doblaje (1xV): Se volvié a afiadir 1xV de vino base con 2,4% de sacarosa, se
incubaron toda la noche, aproximadamente 13 horas en las mismas condiciones
mencionadas anteriormente. Esto supondria el segundo doblaje de las levaduras (gj.
volumen final de 200 mL).

- 3° Doblaje (1,5%V): Se volvio a afadir 1,5xV de vino base con 2,4% de sacarosa
y se incub6é 5 horas obteniendo asi una poblacién de aproximadamente 2-6x10°
CFU/mL durante el tercer doblaje de las levaduras. El volumen final de cultivo iniciador
de nuestro ejemplo seria 500 mL, se increment6 10 veces en los tres doblajes volviendo

al volumen del cultivo original (Fig. 11.4).
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2°doblaje 1¢r doblaje Levaduras

- — -
1%V 1 agua:1 vino Afadir:
Y008 /N e base ..... 2:4% sacarosa
2,4% sacarosa 2,4% sacarosa 0,01-0,2% DAP
— — 50 mL (10x)
13 horas 9 horas 2 horas
1,5%Vvino i
base i 3 /S\
2,4% sacarosa : H
o v VINO BASE
3¢ doblaje 2° fermentacion
=
2,4 % sacarosa
0,001-0,02 % DAP
—— <

=2-6x108 CFU/mL
5 horas

Figura 11.4. Esquema de la preparacion y acondicionamiento del cultivo iniciador de
las levaduras seleccionadas para la segunda fermentacion (Tiraje).

11.6.6. Conjugacion y seleccion de diploides.

Para cruzar estirpes de S. cerevisiae se depositaban cantidades equivalentes de
celulas de diferente tipo sexual con un palillo sobre una placa de YEPD, se mezclaban y
se incubaban a 30°C durante varias horas. Seguidamente se transferian a un medio
selectivo para el crecimiento de los diploides. Cuando no se podia utilizar el medio
selectivo, se seguia la aparicion de los zigotos por observacion directa al microscopio
(esperar entre 3 y 5 horas tras la mezcla) y se recogian con un micromanipulador (Micro
Video Instruments, USA).

11.6.7. Esporulacion.
La esporulacion de levaduras se realizO basicamente como se describe a

continuacion (Kassir and Simchen, 1991):
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Soluciones

e Medio de preesporulacion
e Medio de esporulacién

Procedimiento

- Sembrar poca cantidad de células en un tubo de didmetro ancho con 3 mL de medio de
preesporulacion.

- Incubar a 30°C con agitacién durante 24 horas.

- Pasar las muestras a tubos de centrifuga y centrifugar a 3500 rpm durante 3 minutos.

- Descartar el sobrenadante.

- Lavar 2 veces consecutivas con 1 mL de medio de esporulacion.

- Resuspender en 3 mL de medio de esporulacion.

- Incubar a 30°C el tiempo necesario (8-10 dias) hasta que se visualicen tétradas al microscopio.

11.6.8. Diseccion de tétradas.

Se utilizo el protocolo que se describe a continuacion:

Soluciones

e Agua estéril
e  Glusulasa (Sigma-Aldrich)

Procedimiento

- Centrifugar 0,5-1 mL de un cultivo esporulado de S. cerevisiae y lavarlo con agua estéril.

- Resuspender en 200 pL de agua estéril y afiadir 10 uL de glusulasa.

- Incubar a 37°C durante 15-20 minutos.

- Parar lareaccion con 800 pul de agua y guardar a 4°C hasta su posterior diseccion.

- Extender con un palillo las células en lineas rectas sobre una placa de medio YEPD.

- Con el micromanipulador (Micro Video Instruments), apartar las ascas y separar las diferentes
ascosporas.

11.6.9. Conservacion de las levaduras.
Las levaduras de uso rutinario (levaduras) se conservaron en cultivos YEPD-agar
a 4°C. Para conservacion a mas largo plazo, se mantenian congeladas a -80°C en 15%

glicerol.

11.6.10. Determinacion del fenotipo Killer.

Se utilizé una adaptacion de un método descrito previamente (Somers and Bevan,
1969), sembrando una gota de cultivo o un pequefio pegote (spot de células) de cada
levadura problema con un palillo estéril en placas de MB (methylen blue) sembradas
previamente con un césped de una cepa killer-sensible. La presencia del fenotipo killer
se manifiesta por la formacioén de un halo de inhibicion de crecimiento alrededor del
pegote tras 1-4 dias, el criterio utilizado fue: 0, no hay halo, +/-, fenotipo dudoso, 1,
halo de 1 mm, 2, halo de 2 mm, 3, halo de 3 mm, 4, halo de 4 mm, 5, halo de 5 mm y 6,
halo de 6 mm o mas. Se utilizaron 3 medios con pH 3,2, 4 y 4,7 para analizar la

influencia del pH, y se incubaron a 12°C o 20°C para analizar el efecto de la temperatura
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(Fig. 11.5). Se utilizaron como césped levaduras de distinto fenotipo killer ya conocido
y las nuevas levaduras killer Kbarr-1 y Kbarr-2.

Paralelamente, se analizo la sensibilidad de las nuevas levaduras killer a las
distintas levaduras S. cerevisiae (K1, K2, K28 y las recientemente descritas Klus),
utilizando en el test las primeras como ceésped susceptible e inoculando las segundas
posteriormente como pegotes de levaduras killer.

Se repitieron estos andlisis en las mismas condiciones para analizar el fenotipo
asesino de las nuevas levaduras Kbarr frente a levaduras de otras especies, y viceversa
para analizar el fenotipo asesino de muchas de estas levaduras no-Saccharomyces frente
a Kbarr. Entre estas levaduras no-Saccharomyces se encuentran especies perjudiciales

en la elaboracion de vino y patdgenas para el ser humano (Tabla 11.5).

Figura I1.5. Ejemplo de test de fenotipo killer de distintas levaduras sensible-killer S.
cerevisiae (EX33 sensible, EX73 killer K2, F166 killer K1, F182 killer K28, EX198
Killer Klus, EX85 killer K2, EX85R sensible, EX229 killer Klus, EX229-R1 sensible) y
T. delbrueckii (EX1180 killer Kbarr-1, EX1180-11C4 killer Kbarr-1, EX1180-2K"
sensible, EX1257 killer Kbarr-2 y EX1257-CYH5 Kkiller Kbarr-2) frente a césped de
levadura sensible (EX33) a pH 4 y 20°C.

11.7. Vinificaciones.

11.7.1. Elaboracion de vino blanco.

La uva blanca se vendimié con menos de 12°Bé y en buenas condiciones
sanitarias para que el mosto estrujado contenga menos de 10* CFU/mL de levaduras
fermentativas silvestres. La uva se despalilld, se estrujé y se prensO para obtener el
mosto. El mosto se clarifico (desfangado) a menos de 10°C, se encub0 en recipientes de
vidrio o acero inoxidable con distintos volumenes (5-100 L, segun ensayo), se afiadio
0,3 g/L activador de fermentacion (ACTIMAX, Agrovin) para garantizar el crecimiento

de las levaduras, se corrigié de acidez con 3 g/L de &cido tartarico y/o 1 g/L de &cido L-
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malico cuando fue necesario, 50 mg/L de sulfuroso cuando se consideré conveniente
segun estado fitosanitario de la uva, se afiadieron levaduras en una concentraciéon de
2x10°%-4x10" CFU/mL, y se realiz6 la fermentacion entre 16 y 18°C. Diariamente se
realizd 1-2 agitaciones suaves para asegurar una minima disponibilidad de oxigeno a las
levaduras y preservar su viabilidad. Terminada la fermentacidn, posteriormente se
realiz6 el trasiego para clarificar el vino y corregirlo de sulfuroso y acidez si se
considerara oportuno para su almacenamiento (Fig. 11.6).

A lo largo de las fermentaciones se realizo el control de los parametros fisicos
(temperatura, °Brix y densidad, Apartado 11.8) y microbioldgicos (recuento de células
viables/mL, y tasa de implantacion de las levaduras inoculadas mediante analisis de
marcadores genéticos con réplica en placa, o de polimorfismos moleculares con
electroforesis de acidos nucleicos, Apartados 11.9 y 11.11.7). Se analizaron como
minimo 3 muestras de mosto/vino, en el inicio (IF), en fermentacion tumultuosa (FT) y
al final de fermentacion (FF) (Fig. 11.6).

Los parametros principales fisico-quimicos de los vinos acabados (densidad,
grado alcoholico, azucares reductores, acidez total, pH, acidez volatil, anhidrido
sulfuroso, acido malico, &cido lactico y glucosa+fructosa) se analizaron mediante los
métodos oficiales (E.E.C., 1990) en la Estacion enoldgica de Almendralejo, y los
volatiles minoritarios en el Servicio de Analisis Elemental y Molecular (UEX) como se
ha descrito previamente (Garcia-Carpintero et al., 2011). Finalmente se realizé el
analisis organoléptico por catadores expertos de la Estacion enolégica de Almendralejo
(Apartado 11.10).

115



|

Mosto blanco desfangado (<10°C)

|

Inbculo levadura 10x

Anélisis fisico-quimico y
microbioldgico en IF, FTy FF

Fermentacion (16-18°C)

|

Trasiegos
Almacenamiento v Parametros métodos oficiales
(4°C) » v Anélisis organoléptico (EEA)
v Volatiles minoritarios (SAEM, UEX)

Figura 11.6. Esquema de las micro-vinificaciones de vinos blancos. IF, inicio de
fermentacion; FT, fermentacion tumultuosa; FF, final de fermentacion; EEA, Estacion
Enoldgica de Almendralejo; y, SAEM,UEx, Servicio de Andlisis Elemental y
Molecular, Universidad de Extremadura.

11.7.2. Elaboracion de vino tinto.

La uva tinta se vendimié con menos de 14,5°Bé, y en buenas condiciones
sanitarias para que la pasta de uva estrujada contenga menos de 10° CFU/mL de
levaduras fermentativas silvestres. La pasta de uva tinta previamente despalillada y
estrujada se encubd en recipientes de vidrio o acero inoxidable con distintos voliumenes
(5-100 L, segun ensayo), se afiadié 50 mg/L sulfuroso cuando se considerd conveniente
segun estado fitosanitario de la uva, se corrigio de acidez con 3 g/L de &cido tartarico
y/o 1 g/L de &cido L-madlico cuando fue necesario, se afiadieron levaduras en una
concentracion de 2x10%-4x10” CFU/mL, vy se realizé la fermentacion entre 18 y 22°C.
Cada dia se realizaron 2-4 bazuqueos para extraer color de los hollejos y asegurar una
minima disponibilidad de oxigeno a las levaduras para preservar su viabilidad. El
descube (separacion de pepitas y pieles de uva) se realizo a densidad 1000 g/L, o 1005

g/L si se pretendia elaborar un vino mas ligero. Se continué con el proceso en las
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mismas condiciones después del descube hasta terminar la fermentacion. Posteriormente
se realizd el trasiego (separacion de las lias) para clarificar el vino y corregirlo de
sulfuroso y acidez cuando se considerd oportuno (Fig. 11.7).

A lo largo de las fermentaciones se realizo el control de los parametros fisicos
(temperatura, °Brix y densidad, Apartado 11.8) y microbioldgicos (recuento de células
viables/mL, y tasa de implantacion de las levaduras inoculadas mediante analisis de
marcadores genéticos con réplica en placa, o de polimorfismos moleculares con
electroforesis de acidos nucleicos, Apartados 11.9 y 11.11.7). Se analizaron como
minimo 3 muestras de mosto/vino, en el inicio (IF), en fermentacion tumultuosa (FT) y
al final de fermentacion (FF) (Fig. 11.7).

Los parametros principales fisico-quimicos de los vinos acabados (densidad,
grado alcoholico, azucares reductores, acidez total, pH, acidez volatil, anhidrido
sulfuroso, acido malico, &cido lactico y glucosa+fructosa) se analizaron mediante los
métodos oficiales (E.E.C., 1990)en la Estacion enoldgica de Almendralejo, y los
volatiles minoritarios en el Servicio de Analisis Elemental y Molecular (UEX) como se
ha descrito previamente (Garcia-Carpintero et al., 2011). Finalmente se realizo el
andlisis organoléptico por catadores expertos de la Estacion enolégica de Almendralejo
(Apartado 11.10).
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Uva tinta (Cabernet-Sauvignon, Tempranillo,
Pinot-Noir y Garnacha) despalillada

|

Estrujado

Inéculo levadura 10x

Andlisis fisico-quimico y
microbiolégico en IF, FTy FF

Maceracion-fermentacion (18-20°C)

|

Descube
Trasiegos
Almacenamiento v Par,é_n"!etros métgdo_s oficiales
4°C) v Anélisis organoléptico (EEA)
( v Volatiles minoritarios (SAEM, UEX)

Figura 11.7. Esquema de las micro-vinificaciones en de vinos tintos inoculadas con las
levaduras objeto de estudio. IF, inicio de fermentacion; FT, fermentacion tumultuosa;
FF, final de fermentacion; EEA, Estacion Enoldgica de Almendralejo; y, SAEM,UEX,
Servicio de Analisis Elemental y Molecular, Universidad de Extremadura.

11.7.3. Elaboracion de vino cava.

Con caracter previo, se evaluo la capacidad para elaborar cava de 16 levaduras
vinicas autoctonas seleccionadas S. cerevisiae y dos levaduras comerciales de referencia
(I0C 18-2007 del Instituto Oenologique du Champagne, y levadura encapsulada
Cremanti® de La Littorale Enologia, SL). Las levaduras se crecieron en 500 mL de
YEPD, se concentraron a 50 mL (10x), y se adaptaron al crecimiento en vino base
segun el esquema del Apartado 11.6.5. Se realiz6 el tiraje con vino base Macabeo con
2,5% de sacarosa, 0,02% de diamonio fosfato (NH;),HPO,, y 0,5% de bentonita (solo
en esta ocasion). El andlisis de la presion se realizd por termostatizacién del cava a 20°C
y medida directa con afrémetro adaptable al tapon de corona. Se analiz6: grado
alcohdlico (% v/v), presion (atm), azucares residuales (g/L), acidez volatil (g/L), acidez
total (g/L), pH, &cido lactico (g/L), y extracto seco (g/L).
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Para el resto de elaboraciones de cava, partimos de un vino base Macabeo
previamente estabilizado y suministrado por la Bodega Lopez-Morena. Se utilizaron 4
vinos base distintos para elaborar cava con indculos mixtos de levaduras killer/no-killer
en tubos falcon a baja presion (vino base 1) y en botella con presion (vino base 2-4)
(Tabla 11.6).

Tabla 11.6. Parametros generales de los vinos base 1-4 variedad
Macabeo procedente de Bodegas LApez-Morena, utilizados para
elaboracion de cava con indculos mixtos de levaduras killer/no-
killer en tubos de laboratorio a baja presion (vino base 1) y en
botella con presion (vino base 2-4).

Pardmet Vinos base

arametro 1 2 3 4
Etanol (%, v/v) 10,50 9,83 10,60 10,60
pH 2,95 3,27 3,00 3,00
Acidez total (g/L) 5,8 48 5,4 5,4
Acidez volatil (g/L) 0,19 0,27 0,23 0,23
Densidad (g/L) 989,7 989,6 989,7 989,7
Az. reductores (g/L) 15 15 1,6 1,6
Extracto seco (g/L) 14,5 12,4 14,7 14,7
Grado brix 5,2 5,2 5,6 5,6
Ac. malico (g/L) 0,11 0,34 0,09 0,09
Ac. lactico (g/L) 0,56 0,45 0,59 0,59
Proteina (mg/L) 1,93 3,30 9,7 5,9
Polisacérido (mg/L) 160,28 163,21 163,61 99,72
Manosa (mg/L) - 29,70 53,91 50,1
¥ ésteres etilicos (mg/L) - 181,39 459 38,82
¥ ésteres de acetato (mg/L) - 243995 49,9 25,79
¥ &cidos organicos (mg/L) - 16,07 20,66 14,19
¥ alcoholes (mg/L) - 228,85 114,04 56,98
> monoterpenos (mg/L) 0,00 0,00 1,88
¥ furanos+fenoles volatiles - 10,11 0,33 0,44
(mg/L)
¥ lactonas (mg/L) - 3,83 1,94 2,18
¥ norisoprenoides (mg/L) 0,00 0,59 0,67
¥ compuestos carbonilicos - 0,00 0,01 0,017
(mg/L)
¥ otros (mg/L) - 0,00 0,083 0,016
HM (mm) - 28,75 46,00 42,00
HS (mm) - 18,00 34,50 32,67
TS (segundos) - 349.8 50533 707,67

Las levaduras se adaptaron al crecimiento en vino base (Apartado 11.6.5) y se
realizé el tiraje con el mismo base con 2,4% de sacarosa para llegar a la presion deseada
de 6-7 atm, y 0,001-0,02% (segun ensayo) de diamonio fosfato (NH;),HPO, como

fuente de nitrégeno asimilable por las levaduras. Se realizé la mezcla de levaduras
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(killer+no-killer o dos killer de distinto tipo) por separado y en las proporciones
determinadas, se inocularon 1-4x10’ células/mL de Torulaspora y 1-4x10° de
Saccharomyces. En los controles con una sola estirpe de levadura se afiadio la mitad de
células, al no ser previsible ningun efecto killer. No se adicionaron sustancias
coadyuvantes que pudieran absorber proteinas y afectar a la espuma del cava, o las
toxinas asesinas y disminuir el efecto killer. Posteriormente, se embotellaron en botellas
tipo champanesas de 0,75 L con obturador de plastico y tapon de corona (Fig. 11.8).

Las botellas se colocaron en posicion horizontal (rima) para realizar la segunda
fermentacion a distinta temperatura segin experimento (Capitulo V). En el tiraje de
vino base 1 se incubaron los 7 primeros dias a 12°C, 7 dias a 20°C con el objetivo de
acelerar el efecto killer de las levaduras, y el resto a 12°C. Con vino base 2, los tirajes
de mezclas de levaduras Saccharomyces+Saccharomyces mas un control sin inocular se
incubaron a 18°C durante los primeros 30 dias de fermentacion para optimizar el efecto
Killer y posteriormente se pasaron a 12°C para continuar con la segunda fermentacién y
crianza en las mismas condiciones que los cavas de Torulaspora,
Torulaspora+Torulaspora y Torulaspora+Saccharomyces. Los tirajes realizados con
Torulaspora maés otro control sin inocular se incubaron a 12°C desde el principio para
mitigar en lo posible el efecto deletéreo de las condiciones de tiraje sobre estas
levaduras. Con vino base 3, se pusieron las botellas a 12°C todo el tiempo, temperatura
recomendada para elaborar champagne. Y finalmente, en el tiraje con vino base 4 las
botellas se incubaron a 18°C durante los primeros 17 dias y posteriormente a 12°C.

Las botellas se agitaron cada vez que se tomaban muestras para resuspender las
levaduras. Se dejé madurar el vino espumoso sobre sus lias hasta cumplir los 9 meses
desde la fecha de tiraje, para permitir la muerte y autolisis de las células y la liberacion
de los componentes celulares que posteriormente se degradaran a moléculas mas
sencillas. Seguidamente, las botellas se agitaron para resuspender las levaduras y se
colocaron inclinadas en los pupitres, donde se removieron diariamente de forma manual
durante 15-60 dias. Antes del deglello se colocaron en punta en cajas de plastico con el
objetivo de separar completamente las lias de la pared de la botella y llevarlas contra el
tapon de la botella invertida (Fig.11.8).

Finalmente, se realizd el degiiello o eliminacion de las lias congelando el deposito
de levaduras introduciendo el cuello de la botella en una solucion de polietilenglicol a -
25°C, se quito el tapdén y el deposito congelado fue expulsado por la propia presion
interna (Fig.11.8).
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A lo largo de las fermentaciones se realizd el seguimiento de los parametros
fisicos (temperatura, °Brix y presion, Apartado 11.8) y microbioldgicos (recuento de
células viables/mL, y tasa de implantacion de las levaduras inoculadas mediante analisis
de marcadores genéticos con réplica en placa, o de polimorfismos moleculares con
electroforesis de acidos nucleicos, Apartados 11.9 y 11.11.7). Se analizaron muestras a
diferentes tiempos (aproximadamente 0, 15, 30, 60, 90, 180 y 270 dias) (Fig.11.8).

Los parametros principales fisico-quimicos de los vinos acabados (densidad,
grado alcoholico, azucares reductores, acidez total, pH, acidez volatil, anhidrido
sulfuroso, acido malico, &cido lactico y glucosa+fructosa) se analizaron mediante los
métodos oficiales (E.E.C., 1990)en la Estacion enoldgica de Almendralejo, los volatiles
minoritarios en el Servicio de Andlisis Elemental y Molecular (UEX) como se ha
descrito previamente (Garcia-Carpintero et al., 2011) y los parametros de la espuma con
el equipo Mosalux (Apartado 11.15). Finalmente se realizo el andlisis organoléptico por
catadores expertos de la Estacion enoldgica de Almendralejo (Apartado 11.10).

121



Vino base

2,4 % sacarosa
0,001-0,02%
DAP

Tiraje
}

Segunda fermentacion (12°C 6 18-12°C)

Agitacion botellas y analisis
fisico-quimico y microbioldgico en
0, 15, 30, 60, 90, 180 y 270 dias

9 meses
|

—

Deguelle

; . v’ Parédmetros métodos oficiales

k| » v Anélisis organoléptico (EEA)
v" \olétiles minoritarios (SAEM, UEX)
| v Parametros de la espuma (Mosalux)

Taponado y almacenamiento (4°C)

Figura 11.8. Esquema de la elaboracion de vinos espumosos inoculados con las
levaduras previamente acondicionadas (Apartado 11.6.5) objeto de estudio. EEA,
Estacion Enologica de Almendralejo; y, SAEM,UEX, Servicio de Analisis Elemental y
Molecular, Universidad de Extremadura.
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11.8. Pardmetros fisico-quimicos.
11.8.1. Grados Brix.

Los grados Brix son una medida de los azlcares contenidos en una solucion
acuosa y se traduce en el porcentaje en peso de azucares, de forma que 1° Brix equivale
a 1% de sacarosa en agua destilada (p/p). Su medida estd basada en el indice de
refraccion de la disolucién y se realiza a 20°C. El contenido de azucares de los mostos
se midié mediante refractometria, se utilizé un refractometro digital (ATAGO PR-32, 0-
32%), en cuyo prisma se colocaban unas gotas de las muestra a analizar, la medida se
efectuaba con arreglo a las instrucciones del aparato utilizado. Esta medida nos permite
determinar la evolucion de la cinética lo largo de la fermentacion.

Cuando la medida se realizo en la Estacion enoldgica de Almendralejo se midio
mediante refractometria segun el reglamento (CEE) N° 2676/90 de la Comision del 17
de septiembre (E.E.C., 1990).

11.8.2. Masa volumica y densidad relativa.

La masa volumica (s6lo para vinos tranquilos) se midio por aerometria vertiendo
en una probeta de 250 mL la muestra preparada para el ensayo, se introducia el
aredmetro y anotaba la densidad. La densidad relativa a 20°C es la relacion, expresada
en numero decimal, entre la masa de un cierto volumen de vino 0 mosto a 20°C y la
masa del mismo volumen de agua a la misma temperatura. Se expresa dividiendo la
masa volumica a 20°C por 0,998203 (masa volumica del agua a 20°C).

Cuando la medida se realiz6 en la Estacion enoldgica de Almendralejo se midid
por aerometria segun el método usual del reglamento (E.E.C., 1990).

11.8.3. Grado alcohdlico volumétrico.

El grado alcohdlico volumétrico equivale al nimero de litros de etanol contenidos
en 100 litros de vino, medidos a 20°C. La medida se realizo utilizando el método usual
del reglamento (E.E.C., 1990) por destilacion simple del liquido alcalinizado y medida
de la densidad del destilado. El resultado se expresa en % volumen (% vol.), siendo los
valores usuales para vinos de mesa entre 9y 15 % vol.

11.8.4. Azucares reductores.

La medida de los azlcares reductores (glucosa, fructora, arabinosa, Xxilosa,
ramnosa, sacarosa, etc) se realizd segun el método usual del reglamento (E.E.C.,
1990)por defecacidon plumbica con acetato neutro de plomo y valoracion basada en la
accion reductora. El resultado se expresa en g/L de azucar invertido, siendo < 4 g/L vino

seco, entre 4-18 g/L semiseco, 18-45 g/L semidulce y > 45 g/L dulce.
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11.8.5. Acidez total.

La acidez total de un vino es la suma de los &cidos titulables cuando se lleva el
vino a pH 7 por adicion de una solucién alcalina valorada. El didxido de carbono y el
diéxido de azufre no se consideran parte de la acidez total y deben ser eliminados
previamente (mediante agitacion o vacio). La medida se efectudé por valoracion
potenciométrica de 10 mL de vino con NaOH 0,1M segun el método usual del
reglamento (E.E.C., 1990). Los resultados se expresan en g/L de acido tartarico (THy),
siendo 3,5 g/L la acidez total minima permitida de acido tartarico (CEE) N° 1493/99.
11.8.6. pH.

La actividad de los iones de hidrogeno se mide en términos del logaritmo de su
concentracion. El pH del vino oscila entre 3 y 4. La medida se determiné con un pH-
metro Crison 2001 con electrodo combinado.

Cuando la medida se realiz6 en la Estacion enoldgica de Almendralejo se midid
por potenciometria segin el método usual del reglamento (E.E.C., 1990).

11.8.7. Acidez volatil.

Se midié mediante el método operativo del reglamento (E.E.C., 1990), valoracién
de los acidos volatiles separados del vino por arrastre de vapor de agua y rectificacion
de los vapores. Previamente debe eliminarse el diéxido de carbono del vino. La acidez
del diéxido de azufre libre y combinado destilado en dichas condiciones debe restarse
de la acidez del destilado. Se expresa en g/L de &cido acético, siendo los limites
establecidos en 1,20 g/L de acido acético en vinos tintos y 1,08 g/L en vinos blancos y
rosados.

11.8.8. Anhidrido sulfuroso.

Se midié mediante el método del reglamento (E.E.C., 1990), basado en el arrastre
del anhidrido sulfuroso con una corriente de aire, fijacion y oxidacion por borboteo en
una solucién diluida y neutra de H,O,, y valoracion del acido sulfarico formado con una
soluciéon de NaOH. El arrastre en caliente garantiza la extraccién del sulfuroso total. Se
expresa en mg/L de anhidrido sulfuroso total o libre, siendo los limites establecidos en
160 mg/L de anhidrido sulfuroso total en vinos tintos y 210 mg/L en vinos blancos y
rosados; la cantidad de anhidrido sulfuroso libre no esta reglamentada.

11.8.9. Acido malico.

La medida se realizd utilizando el método enzimatico del reglamento (E.E.C.,

1990), basado en la oxidacion del acido L-malico (L-malato) a oxalacetato en presencia

de nicotinamida-adenin-dinucleotido (NAD) por la L-malato-deshidrogenasa (L-MHD).
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El equilibrio de la reaccion esta desplazado en el sentido del malato, por lo que la
eliminacién del oxalacetato por la adicién de L-glutamato al medio reactivo (lo
transforma en L-aspartato mediante el enzima glutamato-oxalacetato-transaminasa,
GOT), desplaza el equilibrio hacia la formacion de oxalacetato:

L-malato + NAD" (L-MHD) — oxalacetato + NADH+H"
Oxalacetato + L-glutamato (GOT)— L-aspartato + a—cetoglutarato

La formacion de NADH, medida por el aumento de la absorbancia a la longitud
de onda de 340 nm, es proporcional a la cantidad de L-malato presente.
11.8.10. Acido lactico.

Se utilizé el método enzimatico del reglamento (E.E.C., 1990), basado en la
oxidacion de acido lactico (L-lactato y D-lactato) a piruvato en presencia de
nicotinamida-adenin-dinucleétido  (NAD), reaccion catalizada por L-lactato
deshidrogenasa (L-LDH) y D-lactato deshidrogenasa (D-LDH). Al estar el equilibrio de
la reaccion desplazado en el sentido del lactato, la eliminacion del piruvato por la
adicion de L-glutamato al medio de reaccion, desplaza el equilibrio hacia la formacion
de piruvato, transformandose en L-alanina por la glutamato-piruvato-transaminasa
(GPT).

(1) L-lactato + NAD" (L-LDH) — piruvato + NADH+H"
(2) D-lactato + NAD" (D-LDH) — piruvato + NADH+H"
Piruvato + L-glutamato (GPT) — L-alanina + a-cetoglutarato

La formacion de NADH, medida por el aumento de la absorbancia a 340 nm, es
proporcional a la cantidad de L-lactato presente.
11.8.11. Glucosa + fructosa.

Se utiliz6 el método enziméatico del reglamento (E.E.C., 1990), basado en la
fosforilacion de la glucosa y la fructosa con adenosin trifosfato (ATP) mediante una
reaccion enzimatica catalizada por la hexokinasa (HK), dando como resultado glucosa-
6-fosfato y fructosa-6-fosfato. En principio, la glucosa-6-fosfato se oxida a gluconato-6-
fosfato mediante la nicotinamida-adenin-dinucleétido-fosfato (NADP) en presencia de
la enzima glucosa-6-fosfatodeshidrogenasa. La cantidad de nicotinamida-adenin-
dinucleotido-fosfato reducida (NADPH) que se origina corresponde a la cantidad de
glucosa-6-fosfato, y por lo tanto de glucosa. La nicotinamida-adenin-dinucleétido-
fosfato reducida se determina por su absorcion a 340 nm. Una vez finalizada esta
reaccion, la fructosa-6-fosfato se transforma en glucosa-6-fosfato por la accion de la

fosfoglucosa-isomerasa. La glucosa-6-fosfato reacciona de nuevo con la nicotinamida-
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adenin-dinucleétido-fosfato para dar gluconato-6-fosfato y nicotinamida-adenin-
dinucledtido-fosfato reducida, determindndose esta Ultima para conocer cantidad de
glucosa-6-fosfato, y por lo tanto de glucosa. Las determinaciones se realizaron con un
autoanalizador Lisa 200.
11.8.12. T15y T100.

Finalizada cada fermentacion (blanco y tinto) se calcul6 el T15 y T100 de cada
levadura para evaluar su vigor fermentativo. EI T15 es el tiempo necesario para
consumir el 15% del azucar inicial del mosto. EI T100 es el tiempo que tardan las

levaduras en consumir todos los azUcares del mosto (Ramirez et al., 1999b).

11.9. Pardmetros microbioldgicos.
11.9.1. Recuento de células totales (células/mL).

El recuento de células totales se hizo con una cdmara de Neubauer que es un
instrumento utilizado para realizar el recuento de células en un medio liquido. Se trata
de un portaobjetos que tiene dos zonas ligeramente deprimidas en el fondo de las cuales
se ha marcado con la ayuda de un diamante una cuadricula de dimensiones conocidas.
Se cubre la cdmara con un cubre que se adhiere por simple tension superficial y se
introduce el liquido a contar, al que generalmente se ha sometido a una dilucién previa,
en nuestro caso del orden de 10 en agua destilada. Para contar las células se observa la
cuadricula al microscopio con el aumento adecuado y se cuentan las células.

En la cuadricula central, la cdmara de Neubauer posee un cuadrado primario que

contiene nueve cuadrados secundarios cada uno de ellos divididos a su vez en 16
cuadrados terciarios, el cuadrado central contiene 25 cuadrados, cada uno de ellos
dividido a su vez en 16 cuadrados cuaternarios. De este modo realizaremos el recuento
de la diagonal central (5 cuadrados centrales) y hallaremos el recuento promedio.
Con base en la cantidad de células contadas, conociendo el volumen de liquido que
admite el campo de la cuadricula, se calcula la concentracién de células por unidad de
volumen de la muestra liquida inicial. En nuestro caso, la superficie (s) de cada
cuadrado era de 0,04mm? (0,2mm x 0,2mm) v la altura de la camara (h) era de 0,1mm,
por lo tanto el volumen (V) de cada cuadrado sera 0,004mm?; a partir de esta premisa
podremos extrapolar la cantidad de células que tenemos en nuestra preparacion
multiplicando por el factor de dilucion, si fuera necesario. La formula de valoracion del
numero de celulas es la siguiente:

Células totales/mL=Recuento promedio/0,004mm?*xdiluciénx1000
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11.9.2. Recuento de células viables en placa (UFC/mL).

El recuento de células viables se realizd mediante siembra en placas de YEPD de
0,1 mL de las muestras a analizar diluidas convenientemente en agua destilada estéril y
extendida con asa de Digrasky. Se incubaron durante aproximadamente 48 horas a
30°C, y se hizo recuento de las colonias de microorganismos viables totales (UFC/mL)
multiplicando por el factor de dilucion en cada caso (1/100.000 y/o 1/1.000.000) (Fig.
11.9).

0,1 mL

Aprox. 10 UFC/mL

0’1 mL 0’1 mL @
1mL
1/1.000.000

9 mL de agua
destilada estéril

0,1 mL
diluciones \
1/100 1/10.000 Aprox. 102 UFC/mL
Muestra de
vino 10 mL deagua 10 mL de agua @
Aprox. 107-108 destilada estéril destilada estéril

UFC/mL 1/100.000

UFC/mL= N° colonias x 10 x dilucién tubo

Figura 11.9. Esquema de las diluciones seriadas para recuento total de células viables en
placa YEPD (UFC/mL).

11.9.3. Deteccién de levaduras con marcadores genéticos de resistencia a
cicloheximida y rodamina.

Para calcular la tasa de imposicion de la levadura inoculada, asi como el
porcentaje de levaduras resistentes/sensibles a cicloheximida y/o rodamina,
respectivamente, se utiliz6 un método rapido, seguro y barato que permite detectar las
levaduras inoculadas (resistentes a cicloheximida) en una fermentacién, mediante una
simple siembra por réplica en placa con terciopelo estéril.

Las levaduras que forman colonias de color rosa claro en medio con baja
concentracién (5 pg/mL) de rodamina (RHOD®C), presentaban cierta resistencia a
cicloheximida debido a que se seleccionaron de cruces de mutantes blancos crecidos en
medio con alta concentracion de rodamina (500 pug/mL) y mutantes con resistencia a
cicloheximida (Ambrona et al., 2006).

Una vez crecidas las colonias en placas de YEPD, utilizando terciopelo estéril, se

replico sobre una placa de YEPD-CYH (suplementado con 2 pg/mL de cicloheximida)
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y/o YEPD-rod (suplementado con 5 pg/mL de rodamina-6G), segun el criterio de
resistencia a seguir. Se incubaron aproximadamente 48 horas a 30°C. Cuando fue
necesario se seleccionaron al azar 20-25 colonias en nuevas placas de YEPD, usando
controles de comportamiento conocido positivo y negativo en ambos casos (Fig. 11.10).

Las levaduras sensibles a cicloheximida (CYH?®) no crecen en placas YEPD-CYH
y las sensibles a rodamina crecen y se tifien de rosa oscuro. Las levaduras resistentes a
cicloheximida (CYHF) crecen en la YEPD-CYH, y las resistentes a rodamina se tifien
de rosa claro (Rod™®) (Fig. 11.10). El porcentaje de levaduras resistentes respecto a la
poblacion total nos da la tasa de imposicion de la levadura que domina durante la
fermentacion:

% Levadura inoculada= (N° de colonias CYHR 0 Rod™“/ N° de colonias o N)x100

YEPD-rod

Figura 11.10. Ejemplo de réplica en placa en terciopelo para calcular la tasa de
imposicion de la levadura inoculada, y el porcentaje de levaduras resistentes/sensibles a
cicloheximida y/o rodamina-6G, respectivamente. Se muestra placa YEPD (derecha) e
YEPD-CYH (suplementado con 2 pg/mL de cicloheximida) o YEPD-rod
(suplementado con 5 pg/mL de rodamina-6G) (izquierda).

11.9.4. Porcentaje de células muertas.
Se determind la muerte celular tifiendo con el colorante vital azul de metileno

seguido de observacién al microscopio 6ptico. El azul de metileno (tincién positiva) es
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un colorante cationico, permite tefiir el interior celular, tifie microorganismos
procarioticos (vivos o muertos). Los microorganismos eucarioticos sélo se tifien si estan
muertos. Para ello, 0,05 mL de muestra a analizar se mezclaron con 0,05 mL de una
solucion acuosa estéril de azul de metileno a una concentracion final de 0,06% y se
observd a 600 aumentos con la técnica de Nomarski. De cada muestra se capturaban dos
fotografias para su posterior contaje. Debido a los cambios morfoldgicos que sufren las
levaduras durante la segunda fermentacién, el porcentaje total de muerte se calculo

como la proporcion de células azules, vacias, desorganizadas y destrozadas (Fig.11.11).
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Figura I1.11. Tipos de células vivas y muertas de levaduras Saccharomyces A-E y

Torulaspora F-J (A y F, células vivas; B y G, células azules (sub-letales); C y H, células

vacias; D e |, células desorganizadas; y, E y J, células destrozadas). Microfotografias

captadas con cdmara digital a 600x en microscopio 6ptico con Nomarski.
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11.10. Analisis sensorial.

El andlisis sensorial de los vinos se realizo en la sala de cata de la Estacion
enoldgica de Almendralejo por un panel de ocho a diez miembros del Comité de Cata
de la D.O. Ribera del Guadiana, utilizando la ficha de cata oficial. Esta es una ficha
penalizadora y se divide en varios apartados: fase visual, fase olfativa (que incluye
aspectos de intensidad y calidad), fase gustativa (en la que se valora intensidad y
calidad), y por ultimo armonia. El porcentaje de aceptacion (de 50 a 100), recogido en
las tablas de resultados, se calculé restandole a 100 la puntuacion obtenida en las fichas
de cata. Por debajo del 50% los vinos se consideraron descalificados.

Un primer analisis sensorial se realizé a lo largo de la fermentacion de los vinos
tranquilos para detectar desde el principio posibles anomalias o diferencias entre las
levaduras inoculadas con Saccharomyces y Torulaspora (a los 30 dias desde el inicio de
fermentacion aproximadamente). El andlisis definitivo se realizo a los 60 dias. El

analisis organoléptico de los vinos espumosos se realizd de la misma manera que los

129



vinos tranquilos a los 9 meses de crianza y posterior degtello, sin considerar la espuma

que fue evaluada de manera objetiva con el equipo Mosalux (Apartado 11.15).

11.11. Técnicas de manipulacion de acidos nucleicos.
11.11.1. Extraccion de éacidos nucleicos (DNA gendémico, DNA mitocondrial y

dsRNA de virus) de levaduras (mini-prep).

Material

Solucion I: EDTA 50mM pH 7

Solucion 11: Tris-SO4 50mM pH 9,3+1% mercaptoetanol

Solucidn 111: NaCl 0,1M, Tris-CIH pH 7,5, EDTA 10mM, SDS 0,2%
Acetato sodico 3M

Isopropanol previamente enfriado a -20°C

Fenol pH 7-8/Tris-CIH pH 8 (fresco)

Etanol 70%

Agua+DEPC y/o TE pH 7

Procedimiento

1. Sembrar directamente de la placa de YEPD o de precultivos de YEPD la cepa de interés en 3 mL
de YEPD liquido. Incubar a 30°C con agitacion a 200 rpm aproximadamente durante 24-48 horas.
Centrifugar 3 minutos a 3500 rpm, descartar sobrenadante.

3. Resupender con 1 mL de solucion | y pasar a viales nuevos de 1,5 mL. Centrifugar 1 minuto a
3500 rpm y descartar sobrenadante.

4. Resuspender con 1 mL de solucion Il. Incubar 15 minutos a temperatura ambiente. Centrifugar 1-2

minutos a 3500 rpm y descartar sobrenadante.

Resuspender hasta aproximadamente 0,6 mL con la solucién I11.

Anadir 0,5 mL de fenol equilibrado con Tris-Cl pH 8.

Agitar durante 30 minutos a temperatura ambiente en balanceador (VWR).

Centrifugar 6-10 minutos a 3500 rpm. Tomar la fase acuosa con micropipeta y pasarla a un vial

nuevo (0,4-0,5 mL de cada uno). Afadir 1/10 de acetato sédico 3M.

9. Afadir 2xV de isopropanol previamente enfriado a -20°C. Agitar bien. Dejar 30 minutos a -20°C
(precipitacion).

10. Centrifugar 10 minutos a 14000 rpm. Descartar sobrenadante con la bomba de vacio desde cara
del tubo opuesta a la cara de precipitacion.

11. Lavar dos veces el precipitado con 1 mL de etanol al 70%. Centrifugar 2 minutos a 14000 rpm.
Descartar sobrenadante con la bomba de vacio. Secar el precipitado durante unas horas a
temperatura ambiente.

12. Resuspender en 25-30 pL de agua-DEPC o TE.

N

o No O
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Capitulo Il: Materiales y Métodos

11.11.2. Extraccion de cantidades grandes de acidos nucleicos de levaduras (midi-
prep).

Material

Solucién I: EDTA 50mM pH 7

Solucion 1l: Tris-SO, 50mM pH 9,3+1% mercaptoetanol
Solucién 111: NaCl 0,1M, Tris-CIH pH 7,5, EDTA 10mM, SDS 0,2%
Acetato s6dico 3M

Isopropanol previamente enfriado a -20°C

Fenol pH 7-8/Tris-CIH pH 8 (fresco)

Etanol 70%

Agua+DEPC

Microfuga/Centrifuga

Palillos estériles

Tubos falcons de 50 mL estériles

Tubos falcons de 15 mL (polivinilo) estériles

Viales estériles de 1,5 mL

Procedimiento

1.

NGO

10.

11.

12.

13.
14.
15.
16.
17.

Sembrar directamente de pre-cultivos de YEPD (5 mL) dos matraces de 250 mL de capacidad con
50 mL de YEPD liquido. Incubar a 30°C con agitacion a 200 rpm aproximadamente durante 48
horas.

Centrifugar 45 mL de sendos cultivos en dos tubos falcons de 50 mL durante 3 minutos a 3500
rpm, descartar sobrenadante.

Resupender con solucién | hasta aproximadamente 14 mL y pasar el contenido de cada tubo de 50
mL a dos tubos falcons de 15 mL. Centrifugar 1 minuto a 3500 rpm y descartar sobrenadante.
Resuspender en solucién Il hasta aproximadamente 12 mL. Incubar 15 minutos a temperatura
ambiente. Centrifugar 1-2 minutos a 3500 rpm y descartar sobrenadante.

Resuspender hasta aproximadamente 7 mL con la solucion I11.

Afiadir 5 mL de fenol equilibrado con Tris-Cl pH 8.

Agitar durante 30 minutos a temperatura ambiente en balanceador (VWR).

Centrifugar 5 minutos a 3500 rpm. Tomar la fase acuosa de cada tubo con micropipeta y pasarla a
dos tubos falcon de 15 mL nuevos (6 mL de cada uno). Afiadir 1/10 de acetato sédico 3M.

Afiadir 0,5xV de isopropanol (aproximadamente hasta 11 mL). Agitar bien. Dejar 30 minutos a -
20°C (precipitacion).

Centrifugar 10 minutos a 3500 rpm. Descartar sobrenadante con micropipeta acoplada a bomba de
vacio desde cara del tubo opuesta a la cara de precipitacién.

Lavar dos veces el precipitado con 10 mL de etanol al 70%. Centrifugar 2 minutos a 3500 rpm.
Descartar sobrenadante con la bomba de vacio. Secar el precipitado durante unas horas a 37°C.
Resuspender el precipitados de cada dos tubos en 300 pL de agua-DEPC y pasar ambas muestras a
un Unico vial de 1,5 mL. Lavar los dos tubos falcons con 100 uL extra de agua-DEPC y juntar con
el resto en el mismo vial (total 700 pL).

Afiadir 1/10 de acetato sédico 3M.

Afiadir 0,5xV de isopropanol (aproximadamente hasta 1,1 mL). Incubar a -20°C 10-30 minutos.
Lavar dos veces con etanol al 70%.

Secar toda la noche a 37°C.

Resuspender en 100 uL de agua-DEPC y conservar a -35°C.
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P B «n EX1180 (Kbarr-1)

2x5mL YEPD 15% Glicerol -80°C
200 rpm/30°C
24h
2x50 mL YEPD 200 rpm /
30°C / 24h-48h
Centrifugar 3 minutos/3500 rpm Descartar sobrenadante x 2
14 mL 50mM EDTA pH 7
Centrifugar 1 minuto/3500 rpm Descartar sobrenadante x 2

12mL 50mM Tris-SO, pH 9,3; 1% Mercaptoetanol
Incubar 15 minutos/ T* ambiente

Centrifugar 1 minuto/3500 rpm Descartarsobrenadante x 2

7mL 0,1 M NaCl, 10 mM Tris-Cl pH 7,5, 10 mM EDTA, 0,2%SDS
5 mL Fencl equilibrado con Tris-Cl pH 7,5-8
Incubar 30 minutos / T* ambiente/ Con agitacion suave

Centrifugar 5 minutos/4000 rpm x 2

6mL+6mL fase acuosa
1/10 Acetato sédico 3M
0,5%V Isopropanol frio y/o 2xV Etanol 96%

Incubar 5-30 minutos/ -20°C Secado por vacio
v Centrifugar 10 minutos/4000 rpm x2

10 mL Etanol 70% x 2 Secar a 37°C/ 2 horas
Centrifugar 1 minuto/4000 rpm x2
v

Resuspender0,3+0,3mL enAgua-DEPC y juntar en un dnico tubo
Lavartubos con 0,1 mL Agua-DEPC, Vt=0,7 mL

1/10 Acetato sodico 3M

0,5xV Isapropanol frio

Incubar 5-10 minutos/ -20°C Secado por vacio

v Centrifugar 5-10 minutos/14000 rpm x1

1mL Etanol 70%x 2
Centrifugar 1 minuto/14000 rpm Secar a 37°C/ durante horas

Resuspenderen 0,1 mL agua-DEPC Conservara -35°C

S I I B S -

Figura 11.12. Esquema de la extraccidon de cantidades grandes de acidos nucleicos de
levaduras Killer Kbarr. Abreviaturas: Tris-SQOy, tris-sulfurico. Tris-Cl, tris-clorhidrico.
SDS, dodecilsulfato sédico. Agua-DEPC, agua esterilizada con dietilpirocarbonato al
0,1%. Simbolos: x2, dos veces; x1, una vez; 0,5xV, mitad del volumen estimado; 2xV,
2 veces volumen estimado; Vt, volumen total; y, mM, milimolar.

132



Capitulo Il: Materiales y Métodos

11.11.3. Purificacién de dsRNA mediante cromatografia en celulosa CF-11.
Se purifico el conjunto de los dsSRNA de las midi-preps con columnas de celulosa

como se describe previamente (Rodriguez-Cousifio et al., 2011).

Material

Columnas Poly-Prep® Chromatography colums, 0,8x4 cm, BioRad
Celulosa CF-11 (Whatman)

Tampon TSE 10x

Tampon TSE 1x

Tampon TSE 1x+15% etanol

Procedimiento

1. Hidratar columna (Poly-Prep® Chromatography colums, 0,8x4 cm, BioRad) vacia con agua-
DEPC.

Preparar columna de CF-11 de celulosa (suspension en agua-DEPC y esterilizada en autoclave).
Equilibrar columna con 5-10 mL de tampo6n TSE 1x+15% etanol.

Anfadir muestra (filtrar hasta 500 pL de midi-preps), en 0,133 volumen de TSE 10x y 0,2 volumen
de etanol.

Lavar columna con 20 mL TSE 1x+15% etanol.

Eluir el dsRNA retenido con TSE 1x (sin etanol) y recoger fracciones (F1-F8 de 0,4 mL).
Precipitar 40 uL de F1-F8 (Apartado 11.11.1).

Comprobar bandas de dsRNA en electroforesis agarosa 1%.

Recoger las fracciones apropiadas (normalmente F2-F5) y precipitar.

o

©oo~NoG

11.11.4. Electroforesis de acidos nucleicos en gel de agarosa y visualizacion.

La separacién electroforética de los diferentes de &cidos nucleicos se realizé en
gel de agarosa de baja EEO y concentracion variable entre el 0,7 y 1,5% en funcion del
tamano de los fragmentos a separar. De manera rutinaria se utilizé una concentracion de
0,7%, que se aumentd para conseguir una éptima separacion de fragmentos de menor
peso molecular. Cuando se pretendia recuperar los dsRNAs para purificacion, la agarosa
utilizada fue de bajo punto de fusion (Pronadisa) al 1,2%.

Los geles se prepararon fundiendo la agarosa en el tampon TAE en horno
microondas, se dejo enfriar unos minutos, se le afiadia bromuro de etidio (MERCK,
5uL/100mL), y se dejo gelificar a temperatura ambiente al menos una hora. Antes de
cargar cada muestra (20 uL. maximo) se afiadié 14 pL de tampon de carga a 6 pL de
mini-preps. Para andlisis de fragmentos de restriccion de mtDNA se afiadia 2 pL de
tampon de carga 10x a 18 pL de la mezcla de restriccion. En las purificaciones de
dsRNA (volumen final 1200 puL o 600 pL dependiendo del tamafio del gel), en un solo
pocillo para todo el gel, se afiadia una mezcla de 200 pL o 100 pL de midi-prep, 880 pL
0 440 L de agua-DEPC, y 120 pL o 60 pL de tampdn de carga 10x.

En cada gel se cargo un patron con bandas de peso molecular conocido (1 Kb de
Biotools/500 pb de BioRad Laboratories S.A). Este patron permite determinar el tamario
de los fragmentos de DNA o dsRNA.
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Las electroforesis rutinarias y las destinadas a purificacion de dsRNA con un
volumen de 1200 pL, se realizaron en una cubeta horizontal (modelo Owl Scientific), y
en las destinadas a purificaciones de dsRNA con un volumen final de 600 pL se
realizaron en una cubeta horizontal de menor tamafio (modelo Owl Scientific). Se
utilizaron peines de 2 mm de grosor de 20 pocillos. El gel se sumergia en el mismo
tampdén TAE 1x que se habia empleado en su preparacion y se le aplicaba un voltaje
constante de entre 80-100 V (60 minutos aproximadamente). Cuando se deseaba
purificar las bandas de dsRNA las condiciones fueron 30V-15mA (aproximadamente 5
horas). Una vez finalizada la electroforesis, los fragmentos de DNA/dSRNA se
visualizaban en un transiluminador de luz UV (Gel Doc 2000, Bio-Rad) conectado a un

equipo informatico con el software QuantityOne (Bio-Rad).

11.11.5. Naturaleza de los acidos nucleicos de las particulas TdV-M-barr.

Para determinar el tipo de &cido nucleico de los virus se realizaron dos
experimentos con dos nucleasas distintas, una para degradar DNA y otra para RNA.

Para degradar DNA, las mini-preps se trataron con DNAsal (libre de RNAsa)
(Fermentas Life Sciences) siguiendo las instrucciones de la casa comercial: a 1 uL de la
muestra se afiadié a una mezcla de 7 pL de agua tratada con DEPC, 1 uL de tampén del
enzima con MgCl, 10x, y 1 puL de enzima de 1 U/uL. La mezcla de reaccion se incubd
30 minutos a 37°C. La reaccion se paré con la adicion de 1 pL de EDTA 25mM e
incubando10 minutos a 65°C.

Para degradar RNA se utiliz6 la metodologia descrita previamente (Vodkin and
Fink, 1973). Se trat6 10 pL de mini-prep con RNAsa A (Sigma-Aldrich) a
concentracion final de 10 ng/uL, en presencia o ausencia de 0,5M NaCl. La reaccion se
dejo 1 minuto a temperatura ambiente y se pard desnaturalizando el enzima con fenol
(equilibrado con Tris-HCI pH 8) y precipitando los &cidos nucleicos con isopropanol
como se describe en Apartado 11.11.2.

Finalmente se comprueba si el &cido nucleico de los nuevos virus es realmente
dsRNA, si al tratar con DNAsa | desaparece el DNA mitocondrial pero permanece el
RNA del virus, y si la RNAsa A digiere parcialmente los dsSRNA en presencia de 0,5M
de NaCl con la aparicién de otras bandas de menor tamafio, debido a que la presencia de
estas concentraciones de sal protegen parcialmente al dsRNA de la digestion total por
RNAsa A, no al ssRNA que desaparece totalmente. En ausencia de 0,5M NaCl la
RNAsa A digiere totalmente todos los RNAs.
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Capitulo Il: Materiales y Métodos

11.11.6. Purificacion de dsRNA viricos a partir de geles de agarosa.

Tras la separacion de los dsSRNA en gel de agarosa al 1,2% de bajo punto de
fusién (Pronadisa), las bandas de interés se cortaron con un cuter estéril y se purificaron
con dos métodos alternativos: un método convencional con un kit comercial (RNaid®
Kit, Q-Biogene) que es muy caro y solo permite usar cantidades limitadas de
fragmentos de agarosa (Método 1); y un método alternativo con jeringa y papel de filtro,
basado en un método previo para aislamiento de DNA a partir de geles de agarosa (Grey
and Brendel, 1992), mas barato y rapido, y escalado convenientemente para usar

cantidades mayores de fragmentos de agarosa (Método 2).

11.11.6.1. Purificacién de dsRNA con Kit RNaid®Kit (Método 1).

Procedimiento

1. Electroforesis 1,2% agarosa de bajo punto de fusién para separar las bandas de dsRNA.

2. Cortar la banda de interés y colocarla en un tubo polivinilo de 15 mL. Congelar a -20°C hasta uso.
3. Descongelar muestra y determinar el volumen aproximado por su peso (1 mg=1pL)
4

dejar 10 minutos a temperatura ambiente.
RNAMATRIX®/tubo). Mezclar bien durante 5 minutos a temperatura ambiente.
recuperacién con RNAMATRIX®.

Afadir 500 pL. de RNA Wash solution en cada tubo, resuspender con la pipeta.
Centrifugar durante 5 minutos a 4000 rpm. Descartar sobrenadante. Repetir paso anterior 1 0 2 veces.

o N

pipeteando e incubar a 50°C durante 5 minutos.
10. Centrifugar durante 2 minutos a 14000 rpm. Recoger sobrenadante y guardar precipitado (ver paso 12).
11. Repetir el paso 9 para recuperar de 5-15% de RNA y congelar a -20°C.

resuspender en las mismas cantidades y congelar a -20°C hasta su uso.

Afiadir 3 veces de RNA Binding Salt (Ej. 0,1g de gel afadir 0,3 mL de RNA Binding Salt). Mezclar y
5. Afadir 1uL de RNAMATRIX® por cada pg de RNA estimado (estimamos para 20pug=20pL de

6. Centrifugar durante 5 minutos a 4000 rpm. Descartar sobrenadante y guardar para una segunda

9. Resuspender el precipitado en 40uL/80ul de agua-DEPC (10-20pL/5uL RNAMatrix). Mezclar bien

12. Repetir del paso 6-11 lavando el precipitado con 1 mL del sobrenadante del paso 6 recogiendo todas las
bolas de RNAMATRIX® para recuperar todo el RNA residual que pudiera quedar en ellas. Finalmente
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11.11.6.2. Purificacion de dsRNA con jeringa y papel de filtro (Método 2).

Material

Acetato sodico 3M

Isopropanol previamente enfriado a -20°C
Etanol 70%

Agua+DEPCy/o TEpH 7
Microfuga/Centrifuga

Jeringa de 10 mL estéril

Pinzas estériles

Filtros estériles

Tubos falcons de 50 mL estériles

Tubos falcons de 15 mL (polivinilo) estériles
Viales estériles de 1,5 mL

Procedimiento

grwnE

~No

10.

11.

12.
13.
14.
15.
16.

Electroforesis 1,2% agarosa de bajo punto de fusion.

Cortar la banda de interés y colocarla en un tubo polivinilo de 15 mL. Congelar a -20°C hasta su uso.
Descongelar muestra y pesar contrapesos.

Romper el gel con agitacién vigorosa manual en vertical y vortex adicional.

Centrifugar durante 3 minutos a 4000 rpm. Estimar volumen recuperado (ej. 1 mL), no sobrepasar nunca
de 3 mL/tubo.

Adicionar 1xV (ej. 1mL) de agua-DEPC, sonicar durante 3 minutos.

Congelar la muestra a -35°C durante 15 minutos y volver a sonicar durante 5 minutos mas.

Colocar con una pinza estéril 2 filtros estériles dentro de una jeringa de 10 mL y afiadir 40 pL agua-
DEPC para empapar los filtros.

Echar toda la agarosa dentro de la jeringa y dejar que vaya eluyendo el liquido en viales de 1,5-2 mL
aproximadamente 0,9 mL en cada tubo, usar varios tubos.

Lavar los tubos de polivinilo con 1 mL de agua-DEPC pasando de un tubo a otro y echar en la jeringa.
Repetir dos veces este Ultimo paso para recuperar el méximo de muestra. *Opcional: centrifugar la
jeringa a 2500 rpm durante 10 minutos para recuperar liquido residual; y, comprobar la intensidad de
acido nucleicos con BrEt de los tubos de 1,5 mL y jeringa mediante foto en documentador de geles (Fig.
11.15)

Recoger todo el volumen aproximadamente 5 mL (ej. 5 tubos de 1,5 mL con 0,9 mL cada uno). Adicionar
1/10 de acetato de sodio 3M y 0,5xV de isopropanol.

Congelar durante 30 minutos a -35°C y centrifugar 10 minutos a 14000 rpm.

Descartar sobrenadante con bomba de vacio y lavar 2 veces con etanol al 70%.

Secar precipitado a 37°C durante horas.

Resuspender en 100 pL de agua-DEPC. Congelar a -20°C hasta uso.

Cuantificar rendimientos en electroforesis 1,2% agarosa, incluyendo midi-preps original sin purificar (1-2
uL) y patrén de pesos moleculares (3 pL).
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Centrifugara —
4000 rpm/3 min ',-’é“
€rerene PR PR /
s Electroforesis 1,2%
\ Sonicacion '
Vortex LMP
1 mL agua-DEPC. Romper gel con agitacion Cortar bandade interés.
Mezclar por sonicacion vigorosaen vertical Congelara -20°C hasta uso
3 minutos
v

Congelar 15 minutos a -20/35°C
& Sonicar 5 minutos

B
'
\) Colocar 1-2 filtros autoclavados dentro de jeringade 10 mL
@ \ ‘x Adicionar40 L agua-DEPC

H

Echar agarosa dentro de jeringa
Eluir el liquido en tubos de 1,5 mL
Elucion

Centrifugara 2500 rpm 10 minutos jeringa pararecuperar
liquido residual

v
Recuperar volumen
Afiadir: 1/10 de Acetato sédico 3M + 0,5V Isopropanol
Agitar

Precipitacion

Incubar 30 minutos a -35°C
Centrifugar 10 minutos a 4000 rpm

Descartar sn con bomba de vacio
Lavar 2x con Etanol 70%

Speed-vacum

ELECTROFORESIS
----------- > B CUANTIFICACION
TdV-LAbarr, TdV-Mbarr
*@

Secar precipitado durante horas, 37°C ~ Resuspenderen 100uL con agua-DEPC

Figura 11.14. Esquema de la purificacion de dsRNA con jeringa y papel de filtro a
partir de trozos de gel agarosa después de electroforesis en gel (1,2% de agarosa de bajo
punto de fusion). Abreviaturas: LMP, low melting point. Agua-DEPC, agua esterilizada
con dietilpirocarbonato al 0,1%. Simbolos: 0,5xV, mitad del volumen estimado, sn,
sobrenadante, y 2xV, 2 veces volumen estimado.
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Figura 11.15. Detalle de los 5 viales con 0,9 mL eluidos con agua-DEPC y jeringa con
agarosa de bajo punto de fusion (derecha) para comprobar la presencia de acidos
nucleicos. Se muestra foto en transiluminador de luz UV (Gel Doc 2000, Bio-Rad) de
material tefiido con bromuro de etidio (5uL/100mL).

11.11.7. Restriccion del DNA mitocondrial.

Para analizar los patrones de restriccion de mtDNA se digirié una muestra de
mini-prep con la enzima de restriccion Rsal (Roche) (corte direccion 5'—3"en GT*AC
y 3’>5’en CA*TG) o con Hinf I (Roche) (corte direccion 5'—3’en G*ANTC vy
3’—5’en CTNA*G) con el siguiente protocolo:

Procedimiento

1. Mezcla de reaccion:
- 5 pL mini-preps DNA genémico
- 1,8 L de tampon de restriccion 10x
- 0,2 uL de RNAsa A
- 1 pL de enzima de restriccion (5 U/uL)
- Agua destilada estéril hasta un volumen de 20 pL
2. Incubar durante 12 horas a 37°C en estufa y/o bafio.
3. Centrifugar en microfuga durante 10 segundos.
4. Electroforesis de acidos nucleicos en gel de agarosa y visualizacion (Apartado 11.11.4).

11.11.8. Amplificacion y restriccion con endonucleasas de los espaciadores internos
de genes ribosomales ITS.

La secuencia de los espaciadores internos del gen ribosomal 5.8S se amplificé en
primer lugar mediante PCR utilizando como cebadores los primers ITS1 e 1TS4

(Apartado 11.5.1) en las siguientes condiciones (Esteve-Zarzoso et al., 1999a):

Etapas Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95°C 5 min 1x
Desnaturalizacion 94°C 1 min

Hibridacion 55,5°C 2 min 35x
Elongacion 72°C 2 min

Elongacion final 72°C 10 min 1x
Pausa 4°C pausa -
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Los productos de PCR (10 pL, aproximadamente 0,5-1 pg) se sometieron
posteriormente a restriccion Cfol, Haelll o Hinfl. Los tamafios de los fragmentos
obtenidos se analizaron mediante electroforesis en gel (1,5% agarosa, TAE 1x). Los
tamafnos obtenidos se compararon con los de especies de levaduras Torulaspora ya

descritas para averiguar la especie de las nuevas levaduras.

11.11.9. Amplificacion del gen del DNA ribosomal 18S.

Se realiz6 a partir de mini-preps (Apartado 11.11.1) con el kit de bolas
pReTagReady-To-Go PCR (Amersham Biosciences) al que solo hay que afadirle agua,
la muestra de acidos nucleicos, y los cebadores EUKA y EukB (Diez et al., 2001; Medlin

et al., 1988). Se programé el siguiente protocolo en termociclador (TGradient,

Biometra):

Etapas Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95°C 2 min 1x
Desnaturalizacion 95°C 15 seg

Hibridacion 5526 15 seg 35x
Elongacion 72°C 2 min

Elongacion final 72°C 10 min 1x
Pausa 4°C pausa

El producto de amplificacion se purifico con el kit JetQuickPCR purification Spin
Kit (Genomed, Lohne, Germany) siguiendo las recomendaciones del fabricante y fue
enviado al servicio de secuenciacion Secugen S.L., Madrid (Espafia). Las secuencias del
gen fueron revisadas con el software Chromas V. 1.45
(http://www.technelysium.com.au/chromas.html). Se utiliz6 el algoritmo de busqueda
BLAST (Altschul et al., 1990) para obtener los indices de similitud en la base de datos
de DNA del Genbank, disponible online en el NCBI (National Centre for Biotechnology
Information, http://nchi.nlm.nih.gov). Las secuencias con mas de un 99% (>99%) de

similitud se incluyeron dentro de la misma especie.

11.11.10. Preparacion y secuenciacion de librerias de cDNA a partir de dsRNA
virico purificado.

Las librerias de TdV-LAbarr y TdV-LBCbarr (banda purificada de 4,6 kb) se
prepararon con el kit “TruSeq RNA Sample Preparation” (Illumina), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se utilizaron 200 ng de dsRNA purificado (cuantificado
por Picogreen). El protocolo comenzd con la etapa de fragmentacidon, omitiendo la

purificacion que se realizO previamente (Apartado 11.11.6). Para facilitar la
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desnaturalizacion del dsRNA se afiadi6 DMSO al 15% antes de la incubacion a 94°C
durante 8 minutos. Después de la etapa de desnaturalizacién, se sintetiz6 la primera
cadena de cDNA utilizando random primers y la enzima retrotranscriptasa
SuperScriptlll. A continuacién, se realizo la sintesis de la segunda cadena de cDNA, la
reparacion de los extremos, la adenilacion de los extremos 3" y el ligamiento de los
adaptadores TruSeq. Estos oligonucle6tidos adaptadores incluyen sefiales especificas
para su posterior amplificacién y secuenciacion, y secuencias cortas referidas como
“indices” que permitieron la multiplexacion en la carrera de secuenciacion. Se realizo
una PCR adicional para amplificar la libreria, asegurando que todas las moléculas
incluyeran los adaptadores deseados en ambos extremos. Se realizaron 12 ciclos de PCR
y se verificaron con un Bioanalyzer 2100.

Las librerias de TdV-Mbarr-1 (banda purificada de 1,7 kb) se prepararon
siguiendo el mismo protocolo modificado con la adiccion de oligo dTVN + oligo dABN
(Isogen Life Science) junto con random primers durante la sintesis de la primera cadena
de cDNA para mejorar la retrotranscripcion del posible poli A central de estos virus que
ya ha sido descrito para todos los virus M de levaduras secuenciados (Rodriguez-
Cousifio et al., 2011).

Las librerias se desnaturalizaron antes de ser inoculadas en una célula de flujo,
donde se formaron los clusters y se secuenciaron utilizando una carrera de
secuenciacion con paired-end 2x150 para (TdV-LAbarr y TdV-LBCbarr) o 2x80 para
(TdV-Mbarr-1) utilizando el sistema MiSeq de Illumina.

11.11.11. Ensamblaje de la secuencia de dsRNA.

Las secuencias de cDNA obtenidas se analizaron y ensamblaron en la empresa
Biotechvana SL (Benjamin Franklin N° 12, mddulo 19, el Parque Tecnoldgico de
Valencia, 46980-Paterna, Valencia, Espafia). No hubo problemas para obtener la
secuencia completa de TdV-LAbarr o TdV-LBCbarr porque ya disponiamos de
secuencias homologas de alta identidad (ScV-LA o ScV-LBC) que se utilizaron como
referencia para la secuencia de ensamblaje. Para TdV-Mbarr-1 no existia una secuencia
homologa de referencia por lo que su secuencia completa se construyd utilizando la
siguiente estrategia. En primer lugar se utilizo el software SOAP deNOVO2 (Luo et al.,
2012) para obtener un ensamblaje de novo basado en dos librerias de Illumina probando
maultiples estrategias de ensamblaje con scaffolding y tamafio de inserto de 200 pero

variando el valor Kmer (siendo el Kmer de 47 el mas efectivo para obtener el minimo

140



Capitulo Il: Materiales y Métodos

nimero de indeterminaciones “Ns”). Con este ensamblaje K47 se obtuvieron varios
contigs y scaffolds, pero ninguno de ellos mostrd las caracteristicas tipicas esperadas en
los virus M, como el motivo 5"GAAAA o el poli A central. La muestra se filtro
eliminando los contings menores de 300 nucleotidos del archivo y los contings restantes
se utilizaron como input en la base de datos NR NCBI utilizando el protocolo de
busqueda BLASTX (Altschul et al., 1997) mejorado con el software GPRO 1.1 (Futami
et al., 2011). Los resultados BLASTX no indicaron similitud de nuestra secuencia con
ninguna descrita previamente; pero si se encontrd similitud significativa de varios
contigs/scaffolds con varias secuencias virales conocidas (LA, LBC y otros) o con otros
transcritos de la levadura operadora de estos virus. Estas secuencias, supuestamente
contaminantes, también fueron filtradas en el ensamblaje. Asumiendo, que la secuencia
de Mbarr-1 puede resultar fragmentada durante el ensamblaje debido a la baja
complejidad de la secuencia central de la molécula correspondiente al poli A se utilizo
un procedimiento manual para realizar el ensamblaje tal como se indica a continuacion.
Se utilizo el software Bowtie2 (Langmead et al., 2009) y dos scripts seleccionados ad
hoc para filtrar todas las lecturas originales correspondiente a las secuencias
contaminantes mapeando las dos librerias Illumina contra estas secuencias
contaminantes. Posteriormente, se hizo una busqueda manual en la nueva libreria
Illumina limpiada para una nueva lectura que incluyera una parte central importante del
poli A o su complementario poli T, para construir manualmente contings basados en al
menos 10 lecturas que contuvieran el poli A. Curiosamente, s6lo uno paso estos filtros,
se alargé manualmente alineando otras secuencias que hacian contings con sus extremos
5" y 3. De esta manera se construyd un conting de 300 nucleétidos con una parte
central de 78 residuos de adeninas con sus extremos 5 y 3 bien definidos.
Posteriormente, se busco en el ensamblaje K47 secuencias complementarias de estos
extremos 5° y 3" del conting del poli A con al menos 100 nucleétidos, se identificaron 2
contings del ensamblaje de K47 que se usaron para resolver un conting con
practicamente toda la secuencia de TdV-Mbarr-1, de unos 1500 nucleétidos. Esta
secuencia también se alargd todo lo posible seleccionando otras lecturas de las librerias
lluminas ya limpias haciendo contings con los extremos 5 y 3" de la secuencia
reconstruida. Se obtuvo una secuencia final de 1705 nucledtidos con la secuencias
5 GAAAAAA vy la arquitectura tipica del genoma de los virus M. Por ultimo, se usé
Bowtie2 para mapear las librerias Illumina limpias sobre el contig final reconstruido

para obtener una secuencia consenso de TdV-Mbarr-1. La navegacion visual de la bam-
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file con el IGV (Thorvaldsdottir et al., 2012) mostro cobertura total de la secuencia
completa validando la metodologia aplicada para reconstruir la secuencia completa del

virus.

11.12. Determinacion de polisacaridos.
11.12.1. Polisacaridos (azucares) totales.

Se utilizé el método del fenol-acido sulfdrico que determina todos los azUcares:
reductores, no reductores, sustituidos o polimeros, y se fundamenta en que los
carbohidratos son particularmente sensibles a acidos fuertes y altas temperaturas
(Dubois et al., 1956). Bajo estas condiciones una serie de reacciones complejas toman
lugar empezando con una deshidratacion simple, si se continGa el calentamiento y la
catalisis acida se producen varios derivados del furano que condensan consigo mismos
y con otros subproductos para producir compuestos coloreados producto de la
condensacion de compuestos fendlicos y heterociclos con el nitrégeno como
heteroatomo. La condensacién més comun es con fenol.

Todos los aztcares como oligosacaridos y polisacaridos pueden ser determinados,
recordando que éestos bajo hidrolisis &cida producen monosacaridos. La forma en que
procede la reaccién no es estequiométrica y depende de la estructura del aztcar. Hemos
tomado como referencia una recta patron construida con distintas concentraciones de

manosa (entre 0-50 pg de manosa).

Soluciones

e Fenol al 4% (Merck)
e Acido sulfdrico 96% (Panreac)

Procedimiento

- Afadir hasta 0,1 mL de muestra a un tubo de vidrio (Pyrex).

- Afadir 0,4 mL de la solucion de fenol al 4% y agitar en vortex.
- Afadir 2 mL de &cido sulftrico al 96% y agitar de nuevo.

- Incubar 30 minutos a 30°C en estufa.

- Medir absorbancia a 490 nm en espectrofotémetro (Genesys).

11.12.2. Manano de la pared celular de levaduras.

El contenido de manoproteinas se determind con un método desarrollado
previamente (Quirés et al.,, 2012) modificado, que implica el aislamiento de
polisacaridos del vino por cromatografia de exclusion por tamafio con columnas Econo-
Pac® 10 DG de 30x10 mm, seguida de una hidrolisis acida de los polisacaridos solubles
en &cido sulfdrico 1M, y andlisis de los monosacaridos por cromatografia ionica-

HPLC. La cantidad de manosa es proporcional a la cantidad de manano en la muestra.
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Material

Muestra de vino

Agua MilliQ

Etanol 25%

Acido sulfurico 1M

Microfuga/Centrifuga

Tubos falcons de 15 mL (polivinilo) estériles
Criotubos de 2 mL

Centrifuga (Centrivap concentrator)
Liofilizador (Cryodos, Telstar)

® © o o o o o o o

Procedimiento

1. Preparacion de la fraccion macromolecular:

- Congelar y descongelar la muestra de vino hasta que desaparezca el precipitado (3-4 veces).

- Pasar 3 mL de muestra a través de la columna 30x10 mm EconoPac 10DG, recoger 3 mL (fraccion F1).
- Pasar 4 mL de agua MilliQ, recoger 4 mL (fraccién F2).

- Lavar con 12 mL de agua MilliQ.

- Pasar 3 mL de F2, recoger 3 mL (fraccion F3).

- Pasar 4 mL de agua MilliQ, recoger 4 mL (fraccién F4). Reservar y/o congelar F2 y F4 a -20°C para

posterior cuantificacion de carbohidrato.
- Lavar columna con 20 mL de agua MilliQ para eliminar restos de azUcares.

- Determinacion de carbohidratos (polisacaridos totales) de F2 y F4 utilizando el método del fenol-

sulfarico.
2. Hidrdlisis &cida de F4:
- Preparar 2 alicuotas de 1,9 mL de F4 en criotubos de 2 mL.
- Concentrar las muestras (sin tapén de rosca) en centrifuga acoplado a liofilizador durante 4-6 horas.
- Resuspender en 0,1 mL de H,SO, 1M, incubar (con tapon de rosca) en horno a 100°C durante 4 horas.
- Centrifugar brevemente los tubos en microfuga.
- Anadir 0,9 mL de agua MilliQ.

Las muestras hidrolizadas se enviaron al Servicio de Analisis Elemental y
Molecular (UEx), se diluyeron 1:40, se filtraron a través de filtros de nylon de un
tamafio de poro de 0,22 um, y se analizaron por duplicado en un cromatografo iénico
Metrohm 881 Compact IC PRO con deteccion amperométrica. Se utilizé una columna
Metrosep Carbl 1SO/4.0, NaOH 8mM como fase mdvil y un gradiente con NaOH
25mM vy acetato de sodio 0,5mM a un flujo de 1 mL/min a temperatura de columna de
30°C para eluir los distintos azUcares. Las concentraciones de cada azlcar fueron

calculadas segun rectas de calibrado realizadas previamente.

11.13. Determinacion de proteinas.

La concentracion de proteinas se determiné con el método Bradford (Bradford,
1976), modificado por (Cilindre et al., 2010) por su alta sensibilidad, rapidez y
reproducibilidad. Este método se basa en la capacidad del colorante Azul brillante de
Coomassie G-250 para unirse a los residuos aromaticos y la arginina de las proteinas,
hecho que promueve un cambio en la absorcion del colorante de 465 nm a 595 nm.
Dado que la intensidad de la sefial es proporcional a la cantidad de proteinas, se puede

valorar esta Gltima midiendo la absorbancia a 595 nm en un espectrofotometro. Se
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utiliz6 una curva patrén de concentraciones conocidas de seroalbimina bovina (BSA,
Sigma-Aldrich). Todas las medidas se realizaron por cuadruplicado, tomando como
valor final la media de las cuatro lecturas. Con caracter previo a la determinacion de
proteinas, las muestras de mosto/vino se ultrafiltraron (membranas de 10 kDa MWCO,
Amicon) durante una hora a baja velocidad (3000xg), con objetivo de eliminar grupos
de moléculas aditivas como la bentonita o de compuestos fenolicos procedentes de la
uva, potencialmente reactivos con el colorante Azul de Coomasie, y que podrian
interferir en la medida de proteinas. La determinacion del contenido de proteinas del
mosto/vino fue la estimacion de la medida directa de proteina (mg/L) menos la

estimacion del ultrafiltrado (Marchal et al., 1997).

Material

° Solucion Bradford: Azul de Comassie G-250 0,01%, etanol al 4,7% y H;PO, al 8,5%
e  Espectrofotdmetro (Genesys) y cubetas desechables
° Ultrafiltrado con 10 kDa MWCO

Procedimiento

Bradford.
- Medir absorbancia a 595 nm en espectofotdmetro (Genesys).

con 10 kDa MWCO (mg/L)).

- Mezclar (por cuadruplicado): 0,4 mL de agua destilada+0,4 mL de muestra de vino+0,2 mL de solucién

- Calcular concentracién de proteinas en mg/L (medida directa de proteina total (mg/L) menos ultrafiltrado

11.14. Determinacion de compuestos volatiles del vino.

En este grupo se incluyen X ésteres etilicos, X ésteres de acetato, X acidos, X
alcoholes, ¥ monoterpenos, X furanos+tfenoles volatiles, X lactonas, £ norisoprenoides,
¥ compuestos carbonilicos y X otros compuestos (Tabla 11.7). El andlisis de las
muestras se realizd6 mediante cromatografia de gases con detector de masas, utilizando
un método basado en la extraccién y concentracion de los aromas minoritarios con
cartuchos de extraccion en fase solida (Garcia-Carpintero et al., 2011).

Para la determinacion de los aromas minoritarios, 100 mL de muestra, a las que se
agregd 2-octanol como patrén interno, se pasaron a través de un cartucho de
polipropileno-divenilbenceno (ISOLUTE ENV+ 0.5 g de fase) a un flujo aproximado de
1 mL/min. Posteriormente se pasaron a través del cartucho 50 mL de agua desionizada
para eliminar azlcares y otros compuestos polares de bajo peso molecular. Los
compuestos objeto de estudio se eluyeron con 10 mL de diclorometano. Dicho extracto
se enfrig a -20°C para asi eliminar posibles restos de agua de la fase organica. La fase

organica obtenida se concentrd a 200 pL bajo corriente de nitrégeno.
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Las muestras se analizaron con un cromatdgrafo Agilent modelo 6890 N acoplado
a un detector de masas modelo 5973, dotado de programador de temperatura y
muestreador automatico. Se utiliz6 una columna capilar de DB WAXETR (60 m x 0,25
mm i.d; 0,25 mm de espesor de pelicula). Se us6 helio como gas portador (1 mL/min).
El programa de temperatura utilizado y condiciones fueron: programa de temperatura
del horno 70°C (durante 5 minutos) rampa a 1°C/min hasta 95°C (durante 10 minutos) y
posteriormente rampa a 2°C/min hasta 200 °C (durante 40 minutos); temperatura
inyector y detector a 250 y 280°C, respectivamente. El detector de impacto electrénico
(El) a 70 eV se utiliz6 el modo scan (1 scan/s) en el rango de 20 a 450 m/z. La
temperatura de la fuente fue de 178 °C. Se inyectd 1 puL de muestra en modo splitless.

Las areas de respuesta relativa de cada compuesto volatil fueron calculadas e
interpoladas con su correspondiente grafica de calibracion. Para aquellos compuestos
cuyo estandar no estaba disponible, la identificacion se llevo a cabo por comparacion
espectral de la libreria Wiley A y la cuantificacion de estos aromas se realiz asumiendo
un factor de respuesta igual a 1.

Tabla 11.7. Relacién de los compuestos voléatiles analizados, CAS, tiempo de retencion y
procedencia.

Compuesto CAS** TR*** Procedencia
Acetato de etilo 141-78-6 7,6 Sigma-Aldrich
Propionato de etilo 105-37-3 8,9 Sigma-Aldrich
Isobutirato de etilo 97-62-1 9,1 Sigma-Aldrich
Acetato de isobutilo 110-19-0 10,79 Alfa Aesar
Butanoato de etilo 105-54-4 11,8 Alfa Aesar
2-metilbutanoato de etilo 7452-79-1 12,58 Sigma-Aldrich
Isovalerato de etilo 108-64-5 13,4 Alfa Aesar
Isobutanol 78-83-1 14,5 Sigma-Aldrich
Acetato de isopentilo 123-92-2 16,6 Alfa Aesar
1-butanol 71-36-31 18,2 Sigma-Aldrich
Alcohol isoamilico 123-51-3 23,1 Sigma-Aldrich
Hexanoato de etilo 123-66-0 25,2 Sigma-Aldrich
1-pentanol 71-41-0 27 Alfa Aesar
Acetato de hexilo 142-92-7 29,3 Sigma-Aldrich
Acetoina 513-86-0 31,8 Sigma-Aldrich
3-metil-1-pentanol 589-35-5 35,2 Sigma-Aldrich
Lactato de etilo 97-64-3 38,1 Sigma-Aldrich
1-hexanol 111-27-31 38,6 Alfa Aesar
3-hexen-1-ol 928-96-1 40,5 Alfa Aesar
3-etoxipropan-1-ol 111-35-3 42,5 Sigma-Aldrich
Cis-3-hexenol 928-96-1 43,5 Alfa Aesar

1,3 ditertbutilbenceno 1014-60-4 47,6 Sigma-Aldrich
Octanoato de etilo 106-32-1 48,5 Sigma-Aldrich
Furfural 98-01-1 53,5 Sigma-Aldrich
N-pentadecano 629-62-9 53,5 Alfa Aesar
3-hidroxibutanoato de etilo 5405-41-4 58 Sigma-Aldrich
Blackberry tiofenona 13679-85-1 59,4 Sigma-Aldrich
Linalool 78-70-6 59,8 Sigma-Aldrich
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Tabla 11.7 (Continuacion). Relacion de los compuestos volatiles analizados, CAS,
tiempo de retencion y procedencia.

Compuesto CAS** TR*** Procedencia
2-hidroxi hexanoato de etilo 52089-55-1 59,9 Sigma-Aldrich
1-octanol 111-87-5 60,8 Alfa Aesar
Lactato de isoamilo 19329-89-6 62,1 Tokio Chemical Industry (TCI)
Acido isobutirico 79-31-2 63,1 SuperCo Analytical
Decanoato de etilo 110-38-3 66,4 Sigma-Aldrich
Acido butanoico 107-92-6 67,6 Sigma-Aldrich
2-furoato de etilo 614-99-3 66,7 Sigma-Aldrich
Gamma-butirolactona 96-48-0 68 Sigma-Aldrich
Fenilacetaldehido 122-78-1 68,6 Alfa Aesar
Succinato de dietilo 123-25-1 69,8 Alfa Aesar
Acido isovalérico 503-74-2 70,4 Alfa Aesar
9-decenoato de etilo* 67233-91-4 70,7 -

Terpineol 98-55-5 71,27 Alfa Aesar
Gamma-hexalactona 695-06-7 72,44 Sigma-Aldrich
Metionol 505-10-2 73,1 Sigma-Aldrich
Etoxi-gamma-butirolactona* 932-85-4 74,3 -
4-hidroxibutanoato de etilo 999-10-0 78,3 Ald lab Chemicals
Acetato de 2-feniletilo 103-45-7 79,1 Sigma-Aldrich
-damascenona 23726-93-4 79,32 Sigma-Aldrich
Laurato de etilo 106-33-2 80 Sigma-Aldrich
Geraniol 106-24-1 80,3 Alfa Aesar
Acido hexanoico 142-62-1 81,1 Alfa Aesar
N-3-metilbutil acetamida 13434-12-3 81,7 FluoroChem
Alcohol bencilico 100-51-6 83 Sigma-Aldrich
Whisky lactona 39212-23-2 83,53 Sigma-Aldrich
2-fenil etanol 60-12-8 85 Alfa Aesar
Acido trans-2-hexenoico 13419-69-7 87,9 Alfa Aesar
4-hidroxi-2,5-dimethil-3(2H)-furanona  3658-77-3 90,98 Merck
Gamma-nonanoic lactona 104-61-0 91,2 Sigma-Aldrich
Malato de dietilo 7554-12-3 91,5 Sigma-Aldrich
Acido octanoico 124-07-2 92,3 Sigma-Aldrich
Solerone 29393-32-6 93,25 Sigma-Aldrich
2-hidroxiglutarato de dietilo* 69134-53-8 98 -
Gamma-decalactona 706-14-9 98,24 Alfa Aesar
Soloton 28664-35-9 100,58 Sigma-Aldrich
Delta-decalactona 705-86-2 100,6 Sigma-Aldrich
4-vinilguaiacol 7786-61-0 101 Sigma-Aldrich
Palmitato de etilo 628-97-7 103 Sigma-Aldrich
4-etoxicarbonil-gamma-butanolactona  33019-03-3 103,9 Sigma-Aldrich
Acido decanoico 334-48-5 105,2 Sigma-Aldrich
2-hidroxi-3-fenilpropanoato de etilo* 15399-05-0 106,7 -
2,4-bis-tertbutilfenol 96-76-4 108,2 Sigma-Aldrich
Acido 9-decenoico 14436-32-9  110,6 Sigma-Aldrich
Gamma-dodecalactona 706-14-9 114,94 Sigma-Aldrich
Succinato de etilo 1070-34-4 116,6 Alfa Aesar
4-vinilphenol 2628-17-3 117,9 Sigma-Aldrich
Acido laurico 143-07-7 127 Alfa Aesar

(*) No se encontro proveedor, cuantificacion considerando como factor de respuesta 1.
(**) Namero de registro CAS (Chemical Abstracts Service).
(***) Tiempo de retencién en una columna capilar de DB WAXETR.
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Tabla 11.8. Relacién de los compuestos volatiles para los que se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre las cantidades presentes en los vinos blancos y
tintos inoculados con Saccharomyces o Torulaspora, descriptor, serie, OPT y referencia.

Compuesto Descriptor Serie OPT Referencia
(mg/L)
Propionato de etilo Platano, Frutal 0,01 (Pino and Queris, 2011)
manzana
Isobutirato de etilo Fruta, citrico  Frutal 0,015 (Ferreira et al., 2000)
Acetato de isobutilo Manzana, Frutal 1,6 (Mufioz et al., 2008)
platano
Butanoato de etilo Uva, piel de Frutal 0,02 (Ferreira et al., 2000)
manzana
Isovalerato de etilo Manzana Frutal 0,003 (Ferreira et al., 2000)
verde, pifa
verde
Acetato de isopentilo  Platano, fruta  Frutal 0,03 (Guth, 1997)
Hexanoato de etilo Platano, Frutal 0,005 (Guth, 1997)
manzana
verde
Acetato de hexilo Verde, floral  Frutal 15 (Ferreira et al., 2000)
3-metil-1-pentanol Cacao, verde, Quimica, 1 (Moyano et al., 2002)
vino floral
Lactato de etilo Mantequilla,  Frutal, grasa 1,14 (Pino and Queris, 2011)
fresa, fruta
3-etoxipropan-1-ol Frutal Frutal 0,1 (Mufioz et al., 2008)
Octanoato de etilo Platano, pifia, Frutal, floral 0,002 (Guth, 1997)
pera, floral
3-hidroxibutanoato Fruta wverde, Frutal 1 (Mufioz et al., 2008)
de etilo piel de
manzana
Blackberry tiofenona  azufre, fruta, Frutal - -
baya
2-hidroxi hexanoato Pifia Frutal - (Pino and Queris, 2011)
de etilo
1-octanol cera, citrico, Frutal 0,2 (Pino and Queris, 2011)
floral, graso
Acido isobutirico Queso, Grasa 30 (Mufioz et al., 2008)
rancio, agrio
Decanoato de etilo Fruta, floral, Frutal, Grasa 0,2 (Pino and Queris, 2011)
grasa, dulce,
cera, jabon
Acido butanoico Queso Grasa 0,173 (Etievant, 1991)
Gamma- Dulce, Frutal, 0,035 (Ferreira et al., 2000)
butirolactona tostado, tostado
caramelo
9-decenoato de etilo  Fruta Frutal - (Pino and Queris, 2011)
Gamma-hexalactona  Coco, dulce, Frutal, 13 (Ferreira et al., 2000)
balsamico tostado
Metionol Patata cocida, Vegetal 0,5 (Zea et al., 2007)
cebolla,
vegetal
Etoxi-gamma- Coco, Frutal, 0,035* (Ferreira et al., 2000)
butirolactona caramelo, tostado
tostado
4-hidroxibutanoato Marshmallo,  Frutal - (Mufioz et al., 2008)
de etilo fruta, uva
Acetato de 2- Fruta, floral, Frutal 0,18 (Pino and Queris, 2011)
feniletilo rosa
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Tabla 11.8 (Continuacion). Relacion de los compuestos volatiles para los que se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las cantidades presentes en
los vinos blancos y tintos inoculados con Saccharomyces o Torulaspora, descriptor,
serie, OPT y referencia.

Compuesto Descriptor Serie OPT Referencia
(mg/L)

Laurato de etilo Cera, jabén, Frutal, floral 0,5 (Moyano et al., 2002)
floral, lacteo,
fruta

Acido hexanoico Agrio, graso, Grasa 3 (Zeaet al., 2007)
queso

Malato de dietilo Verde, fruta, Frutal 10 (Mufioz et al., 2008)
caramelo

Acido octanoico Rancio, sudor Grasa 0,5 (Ferreira et al., 2000)

2-hidroxiglutarato de Algodon de Frutal - -

dietilo* caramelo

4-vinilguaiacol Ahumado, Especiada 0,04 (Guth, 1997)
madera,
especiado

Palmitato de etilo Cera, fruta, Frutal 1 (Moyano et al., 2002)
vainilla,
balsamico

4-etoxicarbonil- Coco Frutal 0,035* (Ferreira et al., 2000)

gamma-

butanolactona

Acido decanoico Rancio, agrio, Grasa 1 (Ferreira et al., 2000)
graso

2-hidroxi-3- Fruta, fresa, Frutal 1 (Pino and Queris, 2011)

fenilpropanoato  de paja seca,

etilo animal

Acido 9-decenoico cera, Grasa 1 -
mantequilla

Acido laurico Coco, laurel, Grasa 10 (Zea et al., 2007)
jabon

OPT, odor perception threshold o umbral de deteccién en mg/L.
(*), Valor umbral de deteccion desconocido; para el calculo del VAO se ha tomado arbitrariamente el
valor de 0,035 mg/L correspondiente a la gamma-butirolactona.
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Figura I11.17. Cromatograma GC/MS ejemplo de un vino tinto.

11.15. Determinacion de la espuma.
11.15.1. Impresion espumante.

La espuma fue valorada subjetivamente (impresion espumante) segun la
produccion de espuma al medir la presion con Afrémetro y abrir la botella de cava para
la toma de muestra. Se utiliz6 una escala de 0 a 6, donde 0 es muy poca y 6 es el
méaximo de espuma observado. Se estimd una valoracion dependiendo de la duracion
del “perlage” (esfervescencia), el diametro medio de las burbujas de anhidrido
carbonico y la intensidad de su desarrollo (De Rosa and Guixa, 1990).

11.15.2. Medida de parametros de la espuma con equipo Mosalux.

Se utilizd un equipo Mosalux (Maujean et al., 1990b) compuesto por un médulo
con probeta graduada de 40x440 mm, equipada en la parte inferior por un disco poroso
de 16-40 um de diametro y una pequefia apertura lateral que desemboca por debajo del
disco y por donde se inyecta el gas CO, durante el analisis. A la izquierda de la probeta
se localiza un emisor de luz y a la derecha un recepto o captador del haz de luz
incidente. Este receptor emite una sefial de 0-10 V que es inversamente proporcional a
la altura de la espuma. Ademas, el modulo tiene un medidor de flujo de baléon que
permite regular y fijar el flujo de CO, a 7 L/hora. EI mddulo esta conectado a un
ordenador (software) para recoger los resultados de la prueba en forma de grafica en

funcién del tiempo (Figs. 11.18 y 11.19).
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La curva trazada representa a tiempo real la evolucion de la altura de la espuma
producida en funcidn del tiempo, indicando 3 caracteristicas principales del vino:

- La espumabilidad (HM) o la altura maxima de espuma, expresada en
milimetros (mm) que se forma al borbotear el gas a flujo (7 L/h) y presion (1 bar y/o
100 kPa) constantes (Fig. 11.19).

- La altura de estabilidad (HS) refleja la vida media de las burbujas,
expresada en mm cuando se establece un equilibrio entre la formacion y la desaparicion
de las burbujas que se mantiene en la superficie (Fig. 11.19).

- El tiempo de estabilidad de espuma (TS), expresado en segundos (sg), que
transcurre desde la interrupcion del flujo de gas hasta la desaparicion total de la espuma
(Fig. 11.19).

Mosatux] — Probeta

Caudalimetro

(; » Z%‘#cmﬂu: { ;
"7/t CHAMPAGNE } ; ESp uma

Vino

Figura 11.18. Imagen del aparato Mosalux (derecha) y software acoplado al equipo
(izquierda).
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Resultats

Date 0502415 11:08

-
Hauteur masi 8 mm
Hauteur au plateau: 15 mm

Temps de tenue de mousse 38 Sec.

Figura 11.19. Representacion grafica de los resultados de la espuma (HM, altura
maxima o espumabilidad; HS, altura de estabilidad; y TS, tiempo de estabilidad de la
espuma) de un cava obtenido con software acoplado al equipo Mosalux.

Material

e 100 mL de vino desgasificado

e Probeta graduada de 100 mL

e Equipo Mosalux

e Probeta graduada de 40x400 mm
e Bombona de CO,

e Agua destilada y etanol al 20%

Procedimiento

- Encender el equipo Mosalux.

Antes del analisis:

- Abrir bombona de CO, y ajustar presion (1 bar).

- Retirar manguera en la base de la probeta.

- Limpiar probeta con alcohol, agua destilada y vino a analizar.
- Afadir 100 mL de vino en probeta de 40x400 mm.

- Colocar probeta graduada en Mosalux y conectar gas.

- Ajustar voltaje entre 9-10 V (comprobar en software) haciendo girar la probeta.
Analisis de la muestra (4 réplicas por botella):

- Comenzar la medida (software).

- Registro de HM, HS y TS (Fig. 11.19).

- Retirar vino de la probeta.

- Lavar la probeta.

- Comenzar procedimiento de nuevo.

Lavado de la probeta:

- Lavar con abundante agua destilada.

- Lavar dos veces con 50 mL de etanol al 20%.

- Volver a enjuagar con abundante agua destilada y dejar secar.

11.16. Andlisis de datos.
Se realizaron analisis de la varianza (ANOVA), test pos hoc de Duncan para

diferenciar grupos homogeéneos, y coeficiente de correlacion de Pearson para relacionar
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distintos pardmetros fisico-quimicos y microbiologicos de los vinos. En todos estos
analisis estadisticos se utilizo un nivel de confianza del 95 0 99%, y se realizaron con el
programa SPPS v.22.0 para Windows.
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Capitulo I11: Caracterizacion de nuevas levaduras Killer de los géneros Saccharomyces (Klus) y Torulaspora (Kbarr)

111.1. ANTECEDENTES.

La co-inoculacién con levaduras Torulaspora delbrueckii puede corregir ciertos
defectos del vino o mejorar su calidad, aunque su utilidad practica en bodegas
comerciales estd por confirmar. EI mayor problema de la co-inoculacién con distintas
levaduras es que los resultados de la fermentacion son imprevisibles debido al
desplazamiento de las levaduras no-Saccharomyces por Saccharomyces cerevisiae, que
tiene mayor vigor fermentativo y suele dominar las fermentaciones de mosto anulando
el efecto de las primeras sobre la composicidn quimica y aromatica del vino. Se requiere
conocer mejor las interacciones entre las distintas levaduras para controlar la
participacion de las distintas poblaciones de levaduras durante la fermentacion. El
fenotipo killer o asesino se suele considerar como una caracteristica deseable en las
estrategias de seleccion (Regoddn, 1997) o mejora genética de levaduras vinicas
(Ambrona et al., 2006; Ambrona et al., 2005b; Pérez et al., 2000; Ramirez et al., 1998).
Hasta hace poco tiempo sélo se habia descrito la existencia del fenotipo asesino K2 en
practicamente todas las zonas vitivinicolas del mundo. En un estudio reciente realizado
en la D.O. Ribera del Guadiana se aislaron al menos dos nuevos tipos de levaduras
vinicas Kkiller: las levaduras S.cerevisiae Klus que ya han sido caracterizadas
(Rodriguez-Cousifio et al., 2011) y las T. delbrueckii Kbarr, no descritas previamente y
aun pendientes de investigar en profundidad. Lo interesante de estas dos nuevas toxinas
es que, al contrario del resto de toxinas K1, K2 o K28 conocidas de S. cerevisiae, tienen
un espectro antifungico mucho mas amplio, matando incluso a otras especies de
levaduras contaminantes perjudiciales y frecuentes en las fermentaciones industriales, o
varias especies de levaduras patdégenas oportunistas correspondientes al género Candida
aisladas de enfermos hospitalizados. Ademas, las levaduras Kbarr tienen un fenotipo
killer méas intenso que todas las levaduras vinicas Kkiller que hemos analizado.
Obviamente, estas caracteristicas hacen pensar que estas nuevas levaduras killer puedan
tener innovadoras aplicaciones en el control de las fermentaciones industriales (de vinos
tranquilos 0 espumosos), en la prevencion de contaminaciones indeseables de alimentos
fermentados, o quizas en la prevencion de infecciones fungicas (Conti et al., 1998a;
Magliani et al., 1997; Seéguy et al., 1998). En este capitulo se describe la caracterizacion
morfologica, fenotipica y genotipica de las nuevas levaduras T. delbrueckii killer Kbarr
capaces de matar a S. cerevisiae e imponerse durante la fermentacién de mosto; se
analiza ademas el genoma de sus virus killer que codifican para las toxinas Kbarr

mediante secuenciacion masiva de nueva generacion (NGS).
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111.2. RESULTADOS Y DISCUSION.
111.2.1. Aislamiento, identificacion y caracterizacion morfoldgica de las nuevas
levaduras killer.

El aislamiento y caracterizacion de las levaduras S.cerevisiae K2 y Klus fue
realizado previamente por nuestro grupo de investigacion (Maqueda et al., 2012). En
este estudio se aislaron 1040 levaduras Saccharomyces sensu stricto (Naumova et al.,
2001) de 104 fermentaciones espontaneas realizadas en todas las zonas vitivinicolas de
Extremadura. Las levaduras Killer fueron el 40,8%, y el 59,2% fueron no-Kkiller. Entre
las levaduras Killer, la mayoria (80,4%) fueron K2 y la minoria (19,6%) fueron las
recientemente descubiertas Klus (Rodriguez-Cousifio et al., 2011). Ambos fenotipos
estan codificados en genomas de RNA de doble cadena (dsRNA) de tamafio mediano
correspondientes a los virus de Saccharomyces cerevisiae (ScV) M2 y Mlus, cuya
longitud varia de 1,3 a 1,75 kb y de 2,1 a 2,3 kb respectivamente. Las levaduras K2
fueron encontradas en todas las sub-areas y vendimias analizadas, mientras que las
levaduras Klus se encontraron en las sub-areas y vendimias (periodo de maduracion de
la uva) mas calidas. No se detectaron levaduras Torulaspora en ninguna de estas zonas
y vendimias. Las levaduras Torulaspora fueron aisladas en otro estudio realizado con
mostos en fermentacion procedentes de vendimias tardias de uva parcialmente
pasificada. Las muestras se tomaron en fase tumultuosa o final de fermentacion para
conseguir levaduras con buena capacidad fermentativa, y capaces de coexistir vivas con
las levaduras Saccharomyces dominantes en una proporcién detectable en presencia de
altas concentraciones de alcohol. La frecuencia de levaduras Torulaspora fue mucho
menor que la de Saccharomyces, tan solo se aislaron en 3 fermentaciones, y solo en dos
de ellas se aislaron levaduras Torulaspora Killer. En una de ellas (procedente del valle
del rio Albarregas -del latin Barraecas- en Mérida) (50 levaduras aisladas), el 80%
fueron levaduras Torulaspora Killer de tipo Kbarraecas-1 (Kbarr-1), y el 20% restante
levaduras Saccharomyces no-killer. En la otra fermentacion (procedente de la finca La
Corchuela, Badajoz), (102 levaduras aisladas) el 98% fueron levaduras Torulaspora
Killer de tipo Kbarraecas-2 (Kbarr-2), y el 2% restante levaduras Saccharomyces killer
K2 y no-killer.

La identificacion de las nuevas levaduras en base a la morfologia de las colonias
(Fig. 111.1), la forma y tamafo celular (Fig. I11.2), sus caracteristicas fisioldgicas
(Kurtzman, 2011), y la secuencia del gen del DNA ribosomal 18S (Maqueda et al.,
2012) indicaron que las levaduras killer Klus son Saccharomyces cerevisiae. Las
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mismas pruebas de identificacion indicaron que las levaduras Kbarr son Torulaspora
delbrueckii (Figs. 1.1 y 111.2), excepto las correspondientes a sus caracteristicas
fisioldgicas que indicaron que estas levaduras son T. pretoriensis. Las pruebas de
identificacion adicionales basadas en el anélisis de los RFLPs de los espaciadores
internos de genes ribosomales ITS (Esteve-Zarzoso et al., 1999b) corroboraron que las

levaduras Kbarr son Torulaspora delbrueckii (Fig. 111.3).

Kloeckera/Hanseniaspora
Apiculadas

Torulaspora

Figura I11.1. Morfologia de las colonias de las levaduras Saccharomyces y Torulaspora
cultivadas durante 72 horas en placa de YEPD a 30°C. Se observa una morfologia
intermedia en cuanto a brillo y solidez del color blanco de las levaduras Torulaspora
respecto a las levaduras Saccharomyces y las apiculadas Kloeckera/Hanseniaspora.
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Figura 111.2. Microfotografias (600%, Nomarski y campo claro) de las células
vegetativas (medio Melazas 1x) y esporas (medio de esporulacion) de Saccharomyces y
Torulaspora.
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Figura 111.3. Anadlisis electroforético de los RFLPs de los espaciadores internos de
genes ribosomales ITS de las levaduras Torulaspora en comparacion con una cepa de
referencia de T. delbrueckii. Los productos de PCR de los espaciadores ITS se trataron
con los enzimas de restriccién Hae I11 y Cfo | antes de realizar la electroforesis en gel
de 1% agarosa.

111.2.2. Caracterizacion fenotipica de las nuevas levaduras killer Klus y Kbarr.
La caracterizacion de las levaduras S. cerevisiae Klus fue realizada previamente
(Rodriguez-Cousifio et al., 2011). Estas levaduras matan, ademas de las levaduras

sensibles, las levaduras S. cerevisiae Killer de todos los tipos conocidos (K1, K2 y K28)
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y levaduras de otras especies como Hanseniaspora sp., Kluyveromyces lactis, Candida
albicans, Candida dubliniensis, Candida kefir y Candida tropicalis. Ademas, las
levaduras Klus son muy resistentes a otras levaduras Killer, solo mostraron sensibilidad
a las toxinas killer de Hansenula mrakii y Hanseniaspora sp. El fenotipo Klus esta
codificado en un virus con genoma de dsRNA de tamafio mediano, ScV-Mlus, cuya
longitud varia de 2,1 a 2,3 kb; son los virus ScV-M mas largos descritos hasta la fecha.
ScV-Mlus depende de ScV-LA para replicarse y mantenerse en la célula. Su genoma
dsRNA tiene una estructura similar a la de los virus ScV-M1, M2, o M28, con una
region codificante de la toxina Klus en la mitad 5’-terminal, sequida de dos secuencias
ricas en bases A (poli-A centrales) y de una mitad 3’-terminal sin capacidad
codificadora. La cadena (+) de Mlus contiene sefiales cis-acting en sus extremos 5’ y 3’
necesarias para la transcripcion y replicacion, que son similares a las presentes en el
resto de los virus ScV. La ORF (open reading frame) de la porcion 5° codifica para la
supuesta pre-pro-toxina con una sefial de secrecién N-terminal, caracteristicos sitios
Kex2p/Kexlp de procesamientos, y varios lugares de posible N-glicosilacion
(Rodriguez-Cousifio et al., 2011). Aparte de estos motifs comunes en todos los virus
ScV-M, el dsRNA Mlus no muestra homologia con la secuencia de los dsRNAs de
ScV-M1, M2, o M28, qué tampoco son homologas entre si. Tampoco existe homologia
entre las secuencias de aminoacidos de las toxinas codificadas por todos estos virus,
toxinas K1, K2, K28 y Klus. Sin embargo, la secuencia de aminoacidos de Klus tiene
homologia con la ORF cromosémica YFR020W cuya funcién se desconoce, sugiriendo
una posible relacion evolutiva entre esta ORF y el virus ScV-Mlus (Rodriguez-Cousifio
etal., 2011).

Las levaduras Kbarr-1 matan a todos los tipos de levaduras S. cerevisiae
conocidos, bien sean sensibles a todas las toxinas killer, o bien killer de cualquiera de
los tipos conocidos hasta ahora, K1, K2, K28, o Klus. Las levaduras Kbarr-2 tienen un
comportamiento similar, pero su fenotipo Killer es mucho mas débil que el
correspondiente a las Kbarr-1 y resulta dificil apreciarlo en algunas condiciones (Fig.
11.4).
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20°C | (K28)

EX198
(Klus)

Figura I11.4. Fenotipo asesino (killer) de las levaduras Torulaspora EX1180 (Kbarr-1)
y EX1257 (Kbarr-2). EIl test se realizo frente a céspedes de estirpes de levaduras S.
cerevisiae killer-sensible (EX33) o killer K2 (EX73), K1 (F166), K28 (F182), y Klus
(EX198). Las condiciones de ensayo: levadura de cada pegote, pH y temperatura se
muestran a los lados (izquierda o derecha) de cada foto; levadura del césped en la parte
superior.

Las levaduras Kbarr-1 matan a las Kbarr-2; sin embargo, las levaduras Kbarr-1
son resistentes a las Kbarr-2. Entre las levaduras S. cerevisiae, sélo las Klus mataron a
las levaduras Torulaspora Kbarr, aunque débilmente (Fig. 111.5). Las levaduras Kbarr-1
también mataron a levaduras de otras especies como Hanseniaspora sp., Kluyveromyces
lactis, Schizosaccharomyces pombe, Candida albicans (estirpes CAF y 10231),
Candida tropicalis, Candida dubliniensis, Candida kefir, Candida glabrata, Candida
parasilopsis, Candida krusei, Yarrowia lypolitica (estirpes wt-a, wt-SA1-5 y mnn9-a) y
Hansenula mrakki; aunque no mataron a Brettanomyces. Las levaduras Kbarr-2
mostraron un fenotipo menos intenso y mas restringido, s6lo mataron a las levaduras
Candida kefir, Candida glabrata, y Candida krusei (Tabla I11.1 y Fig. 111.6). Por otra
parte, las levaduras Kbarr fueron muy resistentes a otras levaduras killer no-
Saccharomyces, so6lo mostraron sensibilidad a las toxinas killer de Hansenula mrakii
(Fig. 111.7).
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Capitulo I11: Caracterizacion de nuevas levaduras Killer de los géneros Saccharomyces (Klus) y Torulaspora (Kbarr)

Césped
EX1257
Kbarr-2

Torulaspora

Kbarr-1°  Kbarr-1 Y Klus
EX1180-2K- EX1180-11C4  EX229

" Kbarr-1

EX1180

S cerevisiae

pH 4
20°C

pH32
20°C

Césped

EX1180
Kbarr-1

Torulaspora  S.cerevisiae
/Kbarr2  Kbarr2 Y Klus
EX1257  EX1257-CYH5 EX229

)

pH 4
12°C

pH32
12°C

Figura I11.5. Fenotipo killer de las levaduras Torulaspora Kbarr-1 (EX1180 y EX1180-
11C4), Torulaspora Kbarr-2 (EX1257), Torulaspora Kbar® (EX1180-2K) y S.
cerevisiae Klus (EX229) frente a céspedes de las levaduras Torulaspora Kbarr-1
(EX1180) y Kbarr-2 (EX1257). Las condiciones de ensayo: levadura del césped se
muestra a la izquierda, pH y temperatura a la derecha; y levadura de cada pegote en la
parte superior de cada foto.
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Tabla I11.1. Fenotipo Killer de las levaduras T. delbrueckii killer Kbarr y otras levaduras S.cerevisiae killer y no-killer de referencia frente a
diferentes levaduras no-Saccharomyces killer y no-killer.

Intensidad de fenotipo

Césped ] EX229- EX1180-  EX1180- EX1257-
p EX33 EX73  F166  F182 [EX198 EX85 EX85R  ROD23-1B  EX229 1 EX1180 l1ca K. EX1257  “Cims

K28 Klus K2 K2° Klus Klus® Kbarr-1 Kbarr-1 Kbarr-1° Kbarr-2 Kbarr-2

A
o
A
a
A
o

EX33 (K)
F166 (K1)
EX73 (K2)
F182 (K28)
EX198 (Klus)

[En
=
o
w
w
o
-
=

Brettanomyces
Hansenula mrakki
Kluyveromyces lactis
Hanseniospora sp.

C. albicans CAF
C. albicans 10231
C. kefir
C. glabrata
C. dubliniensis
C. parasilopsis
C. krusei
C. tropicalis

K
0
0
0
0
0
0
0
0
0
S. pombe 0
0
0
0
0
0
0
0
0
Yarrowia lypolitica (wt a) 0
0
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Dimensiones del halo de muerte/inhibicién a pH 4,7 y 20°C: 0 = no halo, 1 = halo de 1mm, 2 = halo de 2 mm, 3 = halo de 3 mm, 4 = halo de 4 mm, 5 = halo de 5 mm, 6 = halo de 6 mm.
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Capitulo I11: Caracterizacion de nuevas levaduras Killer de los géneros Saccharomyces (Klus) y Torulaspora (Kbarr)

Torulaspora Torulaspora
\ e \
Kbarr®  Kbarr-2 Césped  Kbarr-1 Kbarr®  Kbarr-2

I
Césped  Kbarr-1

Brettanomyces C. glabrata

H. mrakki C. dubliniensis

K. lactis C. parasilopsis

Hanseniaspora sp. C. krusei

S. pombe C. tropicalis

C. albicans
Y. lypolitica

C. kefir B0 : pH47

Figura I11.6. Fenotipo killer de levaduras no-Saccharomyces frente a levaduras T.
delbrueckii killer Kbarr-1, no-killer Kbarr® y Kbarr-2. Las condiciones de ensayo:
levadura del césped, pH y temperatura se muestran a los lados (izquierda o derecha) de
cada foto; levadura de cada pegote Kbarr-1, no-killer Kbarr® y Kbarr-2 en la parte
superior.
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Kbarr-2

Césped Torulaspora
Kbarr?

Kbarr-1

00009 090

L pH 3,3, 20°C

Figura I11.7. Fenotipo killer de distintas levaduras no-Saccharomyces frente a las
levaduras T. delbrueckii killer Kbarr-1, no-killer Kbarr® y Kbarr-2. Las condiciones de
ensayo: levadura de cada pegote y césped se muestran en el borde izquierdo y superior
de la foto, pH y temperatura en borde inferior.

111.2.3. Influencia del pH, temperatura y cepa de levadura sensible sobre el
fenotipo killer de las levaduras Kbarr. Comparacion con el resto de levaduras
S.cerevisiae killer.

En este apartado se compara el fenotipo killer de las toxinas Kbarr-1 y Kbarr-2
con el de las toxinas K1, K2, K28 y Klus analizando el fenotipo de las levaduras
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EX1180 (TdV-Mbarr-1), EX1180-11C4 (TdV-Mbarr-1), EX1180-2K™ (TdV-Mbarr®),
EX1257 (TdV-Mbarr-2) y EX1257-CYH5 (TdV-Mbarr-2) a distintos pHs (3,2, 4 y 4,7)
y temperaturas (12 y 20°C) que se corresponden con el rango habitual de las
vinificaciones industriales, y frente a distintas levaduras S. cerevisiae con todos los
fenotipos killer conocidos hasta la fecha: EX33 (K’), EX73 (K2), F166 (K1), F182
(K28), y EX198 (Klus), y ademés frente a EX85 (K2), EX85R (K2°), Rod23-1B(K2),
EX229 (Klus) y EX229-R1 (Klus).

La intensidad del efecto killer dependio6 del pH y la temperatura de ensayo. Como
era de esperar, ninguna levadura no-killer (EX33, EX85R, EX229-R1 y EX1180-2K")
mostro actividad frente a ninguna de las levaduras ensayadas. La toxina més activa fue
Kbarr-1 (91,36 mm acumulados, sumatorio total de los milimetros de halo considerando
Kbarr-1 como pegote frente a todas las levaduras utilizadas como césped) seguida de
K1 (61 mm), K2 (29,55 mm), Kbarr-2 (20,21 mm), Klus (18,17 mm) y, finalmente, K28
(17,39 mm) (Tabla 111.2). En conjunto, las toxinas presentaron una actividad
ligeramente maés alta a 12°C (123,8 mm acumulados) que a 20°C (114,6 mm). El pH 4,7
fue maés efectivo a 12°C (54,5 mm acumulados) y el pH 4 a 20°C (43,3 mm); ademas,
esta diferencia se cumple para la mayoria de las toxinas consideradas individualmente a
dichas temperaturas. No obstante, el pH 4 fue mas efectivo para K1 (1,62+0,78 a pH 4
vs 1,36+£0,71 a pH 4,7) y Kbarr-2 (1,08+0,44 a pH 4 vs 1,04+0,49 a pH 4,7) a 12°C y el
pH 4,7 para Kbarr-1 (2,32+0,64 a pH 4,7 vs 1,99+0,55 a pH 4) y K28 (0,90+0,48 a pH
4,7 vs 0,38+0,18 a pH 4) a 20°C (Fig. 111.8 y Tabla 111.2).

Se aprecio una ligera variacién en los rangos 6ptimos de pH de las toxinas K1 y
K28 respecto a los previamente descritos en bibliografia. Para la toxina K1 se obtuvo la
méaxima actividad frente a K2 a pH 4 y 12°C (4,33 mm de media), fuera del estrecho
rango de pH (4,6-4,8) en el que se ha descrito su maxima actividad (4-5 mm a 26°C)
previamente (Gulbiniene et al., 2004). La actividad de K28 fue relativamente baja con
un méximo de 3 mm de media a pH 4,7 frente a K2 a 12°C y Klus a 20°C (Tabla 111.2),
ligeramente menor que lo descrito previamente con una actividad de 5-6 mm para su
rango optimo de pH 5-5,8 (Gulbiniene et al., 2004; Pfeiffer and Radler, 1984; Schmitt
and Tipper, 1990). La toxina K2 mostré su maxima actividad frente a K28 (3 mm de
media) a pH 4 y 20°C (Tabla 111.2), en consonancia con la maxima actividad descrita
previamente en el rango de pH 4 a 4,7 (Marquina et al., 2002; Pérez et al., 2001;
Regodon, 1997; Shimizu, 1993; Van Vuuren and Jacobs, 1992).
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Capitulo I11: Caracterizacion de nuevas levaduras Killer de los géneros Saccharomyces (Klus) y Torulaspora (Kbarr)

La toxina Klus mostr6 su maxima actividad (3 mm de media) frente a K2 a pH
4,7 y 12°C coincidiendo con lo publicado previamente (Maqueda et al., 2011b;
Rodriguez-Cousifio et al., 2011). Sorprendentemente, y a pesar de mostrar un fenotipo
killer mucho mas débil que la mayoria de las levaduras killer, las levaduras Klus fueron
las Unicas capaces de matar a las levaduras Kbarr-1 (EX1180, EX1180-11C4) y Kbarr-2
(EX1257, EX1257-CYH5) a pH 3,2 y 20°C, aunque siempre con un fenotipo
relativamente débil de 1 mm (Tabla 111.2).

Las levaduras Kbarr-1 mostraron una alta actividad en todos los rangos de pH y
temperatura. Las mejores condiciones fueron a pH 4,7 y 12°C frente a K2 con 6 mm de
media (Tabla I11.2'y Fig. 111.8).

Las levaduras Kbarr-2 mostraron la méaxima actividad (2,83 mm de media) frente
a K2 a pH 4 y 12°C y fueron més activas a 12°C de forma generalizada (actividad
acumulada de 17,58 mm a 12°C vs 2,63 mm a 20°C). La actividad acumulada de estas
levaduras (20,21 mm) fue menor que la de Kbarr-1 (91,36 mm) (Tabla 111.2 y Fig.
111.8).

Las distintas levaduras susceptibles (utilizadas como céspedes en la Tabla 111.3)
mostraron un nivel de sensibilidad variable en las condiciones Optimas para cada toxina
killer. Las levaduras K2 fueron sensibles a todos los fenotipos killer, muy sensibles a
Kbarr-1 (6 mm de media a pH 4,7 y 12°C) y a K1 (4,33 mm a pH 4 y 12°C), menos
sensibles a K28 y Klus (3 mm a pH 4,7 y 12°C en ambos casos) y menos sensible aln a
Kbarr-2 (2,83 mm a pH 4 y 12°C). Sorprendentemente, EX85 resulto ser muy sensible a
Rod23-1B (3 mm) a pH 4,7 y 12°C, a pesar de que ambas son del mismo fenotipo killer
K2 (Tabla I11.3). Las levaduras K1 (F166) fueron muy sensibles a Kbarr-1 (4 mm de
media a pH 3,2 y 4,7 12°C) y menos a K2 (2,66 mm a pH 4,7 y 20°C) que a Kbarr-2 (1
mm a pH 4, 12 y 20°C), K28 (1 mm a pH 4 y 20°C) o Klus (0,5 mm a pH 4-4,7 y 20°C).
Las levaduras K28 (F182) fueron muy sensibles a Kbarr-1 (4 mm de mediaa pH 4,7 y
20°C) y K1 (4 mm a pH 4-4,7 y 12°C), menos sensible a K2 (3 mm a pH 4 y 20°C) y
Klus (2 mm a pH 4, 12 y 20°C), y resistente a las levaduras Kbarr-2 (0 mm). Las
levaduras Klus (EX198 y EX229) fueron muy sensibles a Kbarr-1 (4,25 mm de media a
pH 4,7 y 12°C) y K1 (4 mm a pH 4 y 20°C), menos sensibles a K28 (3 mm a pH 4,7 y
20°C), Kbarr-2 (2,5 mm a pH 4,7 y 12°C) y K2 (2,33 mm a pH 4,7 y 12°C). Las
levaduras Kbarr-1 (EX1180 y EX1180-11C4) fueron las mas resistentes de todas, tan
solo mostraron sensibilidad, y muy débil, frente a Klus (1 mm de media a pH 3,2 y
20°C). Por ultimo, las levaduras Kbarr-2 (EX1257 y EX1257-CYH5) también se
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mostraron muy resistentes, solo fueron sensibles a las Kbarr-1 en algunas condiciones
(2,5 mm de media a pH 3,2 y 1,5 mm a pH 4, ambas a 12°C) y muy débilmente a las
Klus (1 mm apH 3,2y 20°C).

En resumen, las levaduras con fenotipo killer méas intenso fueron las Kbarr-1
frente a K2 a pH 4,7 y 12°C. Es de destacar que las levaduras K2 son las levaduras Killer
mas abundantes en las vinificaciones industriales. Ademas, las Kbarr-1 resultaron ser
las méas resistentes a todas las demas levaduras killer, por lo que podrian ser
recomendadas para su uso en fermentaciones industriales en el caso de problemas
frecuentes con levaduras Killer silvestres. En contraposicion, las levaduras menos killer
fueron las Kbarr-2 que no mataron a las levaduras K28 y Kbarr-1 en ninguna de las
condiciones ensayadas, aunque también se mostraron muy resistentes al resto de las
levaduras Killer descritas hasta la fecha. En general, las mejores condiciones para
conseguir el mejor efecto Killer fueron pH 4,7 y 12°C, distintas a las mejores
condiciones recomendadas para la elaboracion de cava, pH 3,2 y 12°C, y de vinos
tranquilos pH 3,5 y 16-24°C.
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Capitulo I11: Caracterizacion de nuevas levaduras Killer de los géneros Saccharomyces (Klus) y Torulaspora (Kbarr)

Tabla I11.2. Cuantificacion de la actividad media y acumulada (sumatorio) de las levaduras killer.

Pegote de levadura

T°C pH Césped K- K1 K2 K28 Klus Kbarr1 Kbarr2 ~ SUMATORIO (mm)
(3) 2) 2) 2)
K- (4) 0,00 2,75 1,00 0,75 0,00 2,00 175 8,25
K1 (1) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 4,00 0,00 4,00
K2 (3) 0,00 3,00 0,00 0,33 0,00 2,33 1,00 6,67
K28 (1) 0,00 3,00 1,00 0,00 1,00 3,00 0,00 8,00
pH3,2  Kius (2) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 Lo,
Kbarrt (2) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 '
Kbarr2 (2) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 150 0,00 1,50
Totales 0,00 8,75 2,00 1,08 1,00 12,83 2,75
MediaET  0,00£0,00  1,2530,59  0,29%0,18  0,15%0,11  0,14%0,14  1,83+0,56  0,39+0,27
K- (4) 0,00 3,00 1,00 0,75 0,50 2,90 2,25 10,40
K1 (1) 0,00 0,00 1,00 0,00 0,00 3,50 1,00 5,50
K2 (3) 0,00 433 0,00 0,66 0,00 1,83 2,83 9,65
K28 (1) 0,00 4,00 1,66 0,00 2,00 3,50 0,00 11,16
pH4  Kius (2) 0,00 0,00 0,17 0,00 0,00 0,00 150 1,67 409
Kbarr1 (2) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
12:C Kbarr2 (2) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,50 0,00 2,50 1238
Totales 0,00 13 3,83 1,4 2,50 14,23 7,58
MediatET  0,00£0,00  1,62+0,78  0,55£0,25  0,20£0,13  0,36:0,28  2,03£0,57  1,08+0,44
K- (4) 0,00 1,50 2,25 1,25 0,50 3,60 2,25 11,35
K1 (1) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 4,00 0,00 4,00
K2 (3) 0,00 4,00 0,33 3,00 3,00 6,00 2,50 18,83
K28 (1) 0,00 4,00 2,00 0,00 1,00 3,50 0,00 10,50
Kius (2) 0,00 0,00 2,33 0,00 0,00 4,25 2,50 9,08
pH4,7  Kbarrt (2) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 545
Kbarr2 (2) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Totales 0,00 9,50 6,91 4,25 4,50 21,35 7,25
MediatET ~ 0,00£0,00  1,3620,71  0,99+0,43  0,610,44  0,64£0,42  3,0520,85  1,04+0,49
Totales 0,00 296 12,74 6,74 8,00 48,1 17,58
12°C
K- (4) 0,00 2,00 1,58 1,00 0,50 163 0,00 6,71
K1 (1) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,50 0,00 3,50
K2 (3) 0,00 3,00 0,00 0,66 0,00 2,66 0,00 6,32
K28 (1) 0,00 2,00 2,66 0,00 1,00 3,00 0,00 8,66
pH3,2  Kius (2) 0,00 2,00 0,00 0,00 0,00 2,00 0,00 400 312
Kbarr (2) 0,00 0,00 0,00 0,00 1,00 0,00 0,00 1,00
Kbarr2 (2) 0,00 0,00 0,00 0,00 1,00 0,00 0,00 1,00
Totales 0,00 9,00 4,24 1,66 3,50 12,79 0,00
MediaET  0,0020,00  1,20%0,47 0613041 0243016  0,500,19  1,83%0,53  0,00£0,00
K- (4) 0,00 2,75 158 1,00 0,25 2,25 0,13 7,96
K1 (1) 0,00 0,00 2,00 1,00 0,50 2,00 1,00 6,50
K2 (3) 0,00 4,00 0,00 0,66 1,00 3,66 0,00 9,32
K28 (1) 0,00 2,00 3,00 0,00 2,00 3,00 0,00 10,00
pH4  Kius (2) 0,00 4,00 1,00 0,00 0,00 3,00 1,50 950 433
200C Kbarr1 (2) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 114,6
Kbarr2 (2) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Totales 0,00 128 7,58 2,66 3,75 1391 2,63
MediatET  0,00£0,00  1,82+0,70  1,08%0,44  0,38%0,18  0,54%0,28  1,9940,55  0,38+0,23
K- (4) 0,00 1,00 1,00 1,00 0,25 2,25 0,00 5,50
K1 (1) 0,00 0,00 2,66 0,00 0,50 3,00 0,00 6,16
K2 (3) 0,00 2,66 0,00 2,33 117 4,00 0,00 10,16
K28 (1) 0,00 3,00 133 0,00 1,00 4,00 0,00 9,33
Klus (2) 0,00 3,00 0,00 3,00 0,00 3,00 0,00 9,00
pH4,7  Kbarrl (2) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 402
Kbarr2 (2) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Totales 0,00 9,66 4,99 6,33 2,92 16,25 0,00
MediaET  0,0020,00  1,38%0,55 0,710,390 0903048  0,42#0,19  2,32+0,64  0,00+0,00
Totales 0,00 31,4 16,81 10,65 10,17 42,95 2,63
20°C
SUMATORIO (mm, por pegote 0,00 61,0 29,55 17,39 18,17 91,36 20,21 237,67

de levadura)

Los datos se corresponden a la distancia media en mm entre el pegote de la levadura ensayada y el final del halo de inhibicion y/o muerte provocado por la toxina.
Los niimeros en paréntesis indican el nimero de veces que se repitié el test con la misma levadura utilizada como pegote frente a distintos céspedes del mismo tipo
de levaduras killer. Cuando se realizaron distintos tests para una misma levadura se calculd la media de los distintos halos de inhibicion. Las levaduras sensibles
fueron EX33, EX85R, EX229-R1 y EX1180-2K; las killer K1 F166, las K2 EX73, EX85 y Rod23-1B, las Klus EX198 y EX229, las Kbarr-1 EX1180 y EX1180-11C4, y
las Kbarr-2 EX1257 y EX1257-CYH5.
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Figura 111.8. Actividad killer media (xerror estandar) de los mm del halo de inhibicion
de K1, K2, K28, Klus, Kbarr-1 y Kbarr-2 frente a distintos céspedes de levaduras
sensibles (EX33, EX85R, EX229-R1 y EX1180-2K") y killer: K1 (F166), K2 (EX73,
EX85 y Rod23-1B), Klus (EX198 y EX229), Kbarr-1 (EX1180 y EX1180-11C4) y
Kbarr-2 (EX1257 y EX1257-CYH5). Los andlisis se realizaron a distintos pHs (3,2, 4 y

4,7) y temperaturas (12 y 20°C).
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Figura 111.9. Actividad Killer media (xerror estandar) en mm del halo de inhibicion de
Kbarr-1 y Kbarr-2 frente a cada tipo de levaduras sensibles (EX33, EX85R, EX229-R1
y EX1180-2K") o killer K1 (F166), K2 (EX73, EX85 y Rod23-1B), Klus (EX198 y
EX229), Kbarr-1 (EX1180 y EX1180-11C4) y Kbarr-2 (EX1257 y EX1257-CYH5).
Los andlisis se realizaron a distintos pHs (3,2, 4 y 4,7) y temperaturas (12 y 20°C). Los
nameros en paréntesis indican el nimero de veces que se repitio el test con el mismo
tipo de levadura utilizada como césped. Cuando se realizaron distintos analisis para una
misma levadura se calculd la media de los distintos resultados.

176



Capitulo I11: Caracterizacion de nuevas levaduras Killer de los géneros Saccharomyces (Klus) y Torulaspora (Kbarr)

Tabla I11.3. Intensidad del fenotipo killer de las levaduras Kbarr segun las condiciones de ensayo.

Intensidad de fenotipo

Condiciones Rod23- EX229- EX1180-  EXL180- EX1257-
EX33  EX73  FI66  Fl82  EXI%  EX85 EXBR op EX229 229 Exugo TS oY ExisT T
Césped pH Temp K° K2 K1 K28 Klus K2 K2° K2 Klus Klus® Kbarr-1  Kbarr-1  Kbarr-1°  Kbarr-2  Kbarr-2
os 12°C 0 2 3 T 0 2 0 2 0 0 3 3 0 2 2
’ 20°C 0 4 3 2 1 4 0 4 1 0 1 1 0 0 0
. 120 0 4 4 2 2 4 0 4 2 0 3 3 0 2 2
EX33 (K) 4 20°C 0 4 4 2 1 4 0 2 1 0 2 2 0 0 1
. 120 0 3 4 4 1 3 0 3 3 0 5 5 0 3 5
’ 20°C 0 4 4 4 1 4 0 4 1 0 3 3 0 0 0
2a 125C 0 0 4 1 0 0 0 0 0 0 4 3 0 2 2
’ 20°C 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 2 3 0 0 0
12°C 0 0 5 1 0 0 0 0 0 0 2 2 0 3 4
EX73 (K2) 4 20°C 0 0 4 0 0 0 0 0 0 0 2 3 0 0 0
i 129C 0 0 5 3 4 0 0 0 4 0 6 5 0 3 3
' 20°C 0 0 4 3 2 0 0 0 1 0 3 3 0 0 0
22 12°C 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 4 0 0 0
' 20°C 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 3 0 0 0
129C 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 4 3 0 1 1
F166 (K1) 4 20°C 0 4 0 1 1 1 0 1 0 0 2 2 0 1 1
i 129C 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 2 0 0 0
’ 20°C 0 4 0 0 0 2 0 2 1 0 3 3 0 0 0
22 12°C 0 1 3 0 1 0 0 2 1 0 2 4 0 0 0
’ 20°C 0 3 2 0 1 2 0 3 1 0 3 3 0 0 0
120 0 2 4 0 2 1 0 2 2 0 3 4 0 0 0
F182 (K28) 4 20°C 0 3 2 0 2 3 0 3 2 0 3 3 0 0 0
4 129C 0 3 4 0 1 2 0 1 1 0 3 4 0 0 0
' 20°C 0 3 3 0 1 0 0 1 1 0 4 4 0 0 0
2a 12°C 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
' 20°C 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 2 2 0 0 0
EX198 . 120 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1
(Klus) 20°C 0 1 2 0 0 1 0 1 0 0 3 3 0 1 1
i 129C 0 4 0 0 0 0 0 4 0 0 5 5 0 2 3
' 20°C 0 0 3 3 0 0 0 0 0 0 3 3 0 0 0
2a 12°C 0 0 4 0 0 0 0 0 0 0 4 3 0 0 0
' 20°C 0 0 5 2 0 0 0 0 0 0 3 2 0 0 0
129C 0 0 5 1 0 0 0 0 0 0 4 3 0 3 3
EX85 (K2) 4 20°C 0 0 6 2 0 0 0 0 0 0 6 6 0 0 0
4 120C 0 0 3 3 2 0 0 3 1 0 6 6 0 2 3
' 20°C 0 0 2 2 1 0 0 0 1 0 4 4 0 0 0

Temp = Temperatura; Dimensiones del halo de muerte: :0 = no hay halo; 1/0 = dudoso; 1= halo 1mm; 2= halo 2mm; 3=halo 3mm; 4= halo 4mm; 5=halo 5mm y 6=halo 6mm.
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Tabla I11.3. (Continuacién) Intensidad del fenotipo killer de las levaduras Kbarr segun las condiciones de ensayo.

Intensidad de fenotipo

Condiciones Rod23- EX229- EX1180- EX1180- EX1257-

EX33 EX73 F166 F182 EX198 EX85 EX85R 1B EX229 R1 EX1180 11Ca 2K EX1257 CYH5

Césped pH Temp K° K2 K1 K28 Klus K2 K2° K2 Klus Klus® Kbarr-1  Kbarr-1  Kbarr-1°  Kbarr-2  Kbarr-2
32 12°C 0 0 4 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 2 2
' 20°C 0 2 3 1 0 2 0 3 0 0 3 2 0 0 0
EX85R 4 12°C 0 3 4 0 0 3 0 3 0 0 4 3 0 2 2
(K2% 20°C 0 3 3 1 0 3 0 3 0 0 3 3 0 0 0
47 12°C 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 6 0 2 2
' 20°C 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 2 0 0 0
32 12°C 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1
' 20°C 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 3 3 0 0 0
Rod23-1B 4 12°C 0 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 2
(K2) 20°C 0 0 2 0 3 0 0 0 3 0 3 2 0 0 0
47 12°C 0 0 4 3 4 0 0 0 3 0 6 6 0 2 2
' 20°C 0 0 2 2 1 0 0 0 1 0 4 4 0 0 0
32 12°C 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
' 20°C 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 2 2 0 0 0
EX229 4 12°C 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 2
(Klus) 20°C 0 1 2 0 0 1 0 1 0 0 3 3 0 2 2
47 12°C 0 3 0 0 0 0 0 3 0 0 4 3 0 2 3
' 20°C 0 0 3 3 0 0 0 0 0 0 3 3 0 0 0
32 12°C 0 0 4 2 0 0 0 0 0 0 4 3 0 1 1
' 20°C 0 0 2 1 0 0 0 0 0 0 3 3 0 0 0
EX229-R1 4 12°C 0 0 3 1 0 0 0 0 0 0 4 3 0 2 2
(Klus®) 20°C 0 0 4 1 0 0 0 0 0 0 4 4 0 0 0
47 12°C 0 6 2 1 0 6 0 6 0 0 3 3 0 1 1
' 20°C 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 4 0 0 0
32 12°C 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
' 20°C 0 0 0 0 2 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0
EX1180 4 12°C 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(Kbarr-1) 20°C 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
47 12°C 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
' 20°C 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
32 12°C 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
EX1180- ' 20°C 0 0 0 0 2 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0
11c4 4 12°C 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(Kbarr-1) 20°C 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
47 12°C 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
' 20°C 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Temp = Temperatura; Dimensiones del halo de muerte: :0 = no hay halo; 1/0 = dudoso; 1= halo 1mm; 2= halo 2mm; 3=halo 3mm; 4= halo 4mm; 5=halo 5mm y 6=halo 6mm.
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Tabla I11.3. (Continuacion) Intensidad del fenotipo killer de las levaduras Kbarr segun las condiciones de ensayo.

Intensidad de fenotipo

Condiciones Rod23- EX229- EX1180- EX1180- EX1257-

EX33 EX73 F166 F182 EX198 EX85 EX85R 1B EX229 R1 EX1180 11Ca 2K EX1257 CYH5

Césped pH Temp K° K2 K1 K28 Klus K2 K2° K2 Klus Klus® Kbarr-1  Kbarr-1  Kbarr-1°  Kbarr-2  Kbarr-2
32 12°C 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 1 0 0 0
' 20°C 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
EX1257 4 12°C 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 2 0 0 0
(Kbarr-2) 20°C 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
47 12°C 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
' 20°C 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
32 12°C 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 1 0 0 0
' 20°C 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
pavle A 12 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 2 0 0 0
(Kbarr-2) 20°C 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
47 12°C 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
' 20°C 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Temp = Temperatura; Dimensiones del halo de muerte: :0 = no hay halo; 1/0 = dudoso; 1= halo 1mm; 2= halo 2mm; 3=halo 3mm; 4= halo 4mm; 5=halo 5mm y 6=halo 6mm.
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I11.2.4. Caracterizacion del fenotipo killer de las levaduras Kbarr frente a
mutantes de Saccharomyces cerevisiae alterados en la estructura de la pared
celular: Analisis del mecanismo de accion de las toxinas killer Klus y Kbarr.

En este apartado se analiza el mecanismo de accion de las toxinas Klus y Kbarr y
se pretenden aportar informacion sobre las posibles dianas de la pared celular con las
que interaccionan. Se compararon y analizaron los resultados de sensibilidad obtenidos
con levaduras mutantes con alteraciones conocidas en la estructura de la pared celular:
mutantes mnn (Ballou, 1990), mutantes ktr (Lussier et al., 1997) y mutantes kre (Al-
Aidroos and Bussey, 1978). Los fenotipos de estos mutantes se recogen en el Apartado
1.1 (Tabla 11.3). Los ensayos de fenotipo Killer se realizaron a distintos pHs (3,2, 4 y
4,7) y temperaturas (12 y 20°C), utilizando como césped estos mutantes de S. cerevisiae
(Tabla 11.3) frente a distintas estirpes de S. cerevisiae y T. delbrueckii con todos los
fenotipos killer conocidos hasta la fecha: EX33 (K"), F166 (K1), EX73 (K2), F182
(K28), y EX198 (Klus), EX85 (K2), EX85R (K2°), Rod23-1B(K2), EX229 (Klus),
EX229-R1 (Klus®), EX1180 (Kbarrl), EX1180-11C4 (Kbarrl) y EX1180-2K™ (Kbarr®).
Los resultados obtenidos a 12°C y pHs 3,2 y 4,7 no aportaron informacién relevante
(datos no mostrados). Para facilitar el analisis de los resultados se separaron por grupos
teniendo en cuenta las caracteristicas fenotipicas de las levaduras utilizadas como
césped: Estirpes silvestres, EX33 y BY4741; estirpes afectadas en sintesis de
manoproteinas, mutantes mnn, ktr, kre2; y estirpes afectadas en sintesis de glucano,
incluye krely kre6 (Tabla 111.4).

Las toxinas K1 y K2 interaccionan con el beta-glucano de la pared (Hutchins and
Bussey, 1983), en consecuencia los mutantes defectivos en manoproteinas (mnn, ktr y
kre2) no deberian presentar resistencia. En todo caso, seria razonable que los que tienen
defectos mas drasticos, mostraran mayor sensibilidad ya que al tener defectuosa, o mas
reducida, la capa de manoproteinas podria facilitar la accesibilidad de las cadenas de
glucano. Los resultados obtenidos se ajustaron bien a lo esperado tanto para las
levaduras killer K1 como para las dos estirpes K2 (Tabla 111.4). En general, los
mutantes mnn mostraron una sensibilidad similar al silvestre, con algunas estirpes mas
sensibles. La mayor sensibilidad la present6 el mutante mnn9 que carece practicamente
de toda la cadena externa de N-oligosacaridos. Sin embargo, en ambos casos (toxinas
K1y K2) se observd una disminucion de la sensibilidad en alguno de los mutantes mnn
respecto la estirpe silvestre (especialmente el mnnl). Esto parece sugerir que la

interaccion de estas toxinas con su receptor pudiera necesitar o verse favorecida por
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alguna parte de la estructura de las manoproteinas. EI gen MNN1 codifica una manosil
transferasa que transfiere las manosas terminales unidas en alfa (1, 3) de las cadenas
laterales de las manoproteinas (Yip et al., 1994). Por otro lado, los genes KTR codifican
enzimas implicadas en la sintesis de manoproteinas de la pared celular, aunque algunos
de ellos son redundantes (Corbacho et al., 2005; Lussier et al., 1997). Para las toxinas
K1 y K2, el comportamiento de los mutantes ktr fue bastante parecido al de los
mutantes mnn en todas las condiciones ensayadas. En cuanto a los mutantes krel y kre6,
podrian tener alterado (0 no tener) el receptor para las toxinas K1 y K2, por lo que
deberian presentar resistencia a ellas. Esta prediccion se cumplio en todos los casos. En
consecuencia, los resultados obtenidos parecen estar en consonancia con lo publicados
previamente (Boone et al., 1990b; Brown et al., 1993; Flegelova et al., 2002; Novotna et
al., 2004; Pagé et al., 2003). Por otro lado, KRE2 codifica una enzima implicada en la
sintesis de O-oligosacéridos (Hausler et al., 1992), por lo que la estirpe mutante
presenta este tipo de cadenas glucidicas de menor tamafio. Esta caracteristica no deberia
afectar a la interaccion de K1 y K2 con su receptor o, en todo caso facilitarla, por
permitir mas facilmente el acceso a la capa de glucano. Los resultados indican que la
sensibilidad de kre2 a K2 es similar a la de la cepa silvestre, por lo que coinciden con lo
esperado, sin embargo, en el caso de K1, se observo disminucion en la sensibilidad con
respecto a la cepa silvestre. Este efecto fue similar al observado en el mutante mnnl y
comentado anteriormente. Es decir, las manosas terminales de las cadenas de O-
oligosacaridos de las manoproteinas podrian tener especial relevancia en la interaccion
con la toxina K1.

La toxina K28 tiene como receptor manoproteinas de la pared de alto peso
molecular (Schmitt and Radler, 1987), en consecuencia, los mutantes mnn deberian, en
principio, mostrar una sensibilidad reducida, principalmente aquellos cuyos defectos
sean mas drasticos. Algo similar deberia ocurrir con los mutantes ktr, aunque sus
defectos sean menos detectables fenotipicamente que los mnn (Corbacho et al., 2005),
2005). Nuestros resultados, en general estan de acuerdo con esta afirmacién (Tabla
111.4), no obstante, la actividad de K28 sobre las cepas ensayadas fue bastante baja en
las condiciones de nuestros experimentos.

La toxina Klus también presentd una actividad en general mas baja que la
observada en el caso de K1 y K2 en las condiciones ensayadas, no obstante, el modelo
de actuacion parece similar. En los mutantes, con defectos en las manoproteinas de la

pared celular no se observan diferencias con respecto a la cepa silvestre, excepto en el
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caso del mutante mnn9 gque se comporta como el mas sensible, similar a las toxinas K1
y K2. Sin embargo, los mutantes kre defectivos en beta-glucano mostraron resistencia a
la toxina (Tabla I11.4), apoyando la sugerencia anterior de que el beta-glucano de la
pared podria ser el receptor para Klus, de la misma forma que lo es para K1 y K2.

El comportamiento de Kbarr-1 fue similar al apuntado para Klus, K1 y K2. El
mutante mnn9 fue nuevamente el més sensible, mientras que el resto de mutantes en
manoproteinas de pared se comportaron de forma similar a la cepa silvestre (Tabla
I11.4). Por el contrario, los mutantes kre presentaron resistencia. Estos resultados
indican que el receptor para Kbarr-1 es también el beta-glucano de la pared celular,
igual que se ha descrito para K1 y K2 y se ha sugerido para Klus. Esta afirmacion se
fundamenta en que el mutante mas afectado en la estructura de las manoproteinas
(mnn9) es mas sensible, seguramente por razones de accesibilidad del receptor, mientras
que los mutantes alterados en el beta-glucano (krel y kre6) son resistentes muy
probablemente por carecer total o parcialmente del mencionado receptor.

La toxina Kbarr-2 mostré poca o ninguna actividad en las condiciones ensayadas
(no mostrado). Sélo mostré actividad muy débil (2-1 mm) frente a mnn9, lo que indica
que las manoproteinas de pared también podrian interferir en su accesibilidad al
receptor especifico de la pared, como parece ocurrir para para Kbarr-1.
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Tabla I11.4. Intensidad del fenotipo killer de las levaduras killer frente a diferentes levaduras sensibles y mutantes de S.cerevisiae alterados en
la pared celular.

Fenotipo  Césped Intensidad de fenotipo
EX33 F166 EX73 EX85 EX85R F182 EX198 EX229 EX229- EX1180 EX1180- EX1180-
R1 11C-4 2K-
K K1 K2 K2 K K28 Klus Klus K Kbarr-1 Kbarr-1 K
_ EX33 0 3 4 4 0 1 1 2 0 3 3 0
Silvestre BY4741 0 3 6 6 0 2 2 2 0 2 1 0
mnnl 0 2 4 2 0 0 1 1 0 2 1 0
mnn2 0 3 5 5 0 0 1 2 0 1 2 0
mnn5 0 3 4 5 0 0 1 2 0 1 1 0
mnn6/ktré 0 3 5 6 0 1/0 2 2 0 1 1 0
mnn9 0 5 6 6 0 0 3 3 0 4 4 0
Afectados kre2 0 1 5 5 0 1 1 1 0 3 2 0
rrf;‘nsc')gtrft';ﬂgs ktrl 0 3 5 5 0 0 2 2 0 3 3 0
ktr2 0 3 5 5 0 0 1 1 0 2 2 0
ktr3 0 3 5 4 0 0 2 1 0 2 3 0
ktrd 0 3 5 5 0 1/0 1 2 0 2 1 0
ktr5 0 3 5 5 0 1/0 1 2 0 2 1 0
ktr7 0 2 5 4 0 0 1 1 0 2 1 0
Afectados en krel 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
e kre6 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0

Dimensiones del halo de muerte/inhibicién a pH 4 y 20°C; 0 = no hay halo; 1/0 = dudoso; 1= halo 1mm; 2= halo 2mm; 3=halo 3mm; 4= halo 4mm; 5=halo 5mm y 6=halo 6mm.
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111.2.5. Caracterizacion genotipica de las nuevas levaduras Killer Kbarr.

Las levaduras Kbarr contienen en su interior moléculas de &cidos nucleicos de
tamafio similar al de los dsRNA viricos caracteristicos de las levaduras killer S.
cerevisiae, al menos uno de tamafio grande (L, de 4,6 kb) correspondiente al virus
“helper”, y al menos uno de tamafio mediano (M, menor de 2 kb) que codifica para la
correspondiente toxina Killer. En las Torulaspora Kbarr-1 aparece la molécula de 4,6 kb
acompariada de otra de 1,7 kb; y en las Torulaspora Kbarr-2 aparece la molécula de 4,6
kb acompanada de otras dos de tamafio mediano, una de aproximadamente 1,55 kb y
otra de 1,3 kb (Fig.111.10). Estas moléculas de tamafio mediano no aparecieron en las
levaduras Torulaspora sin fenotipo killer, indicando que son las responsables de

codificar las correspondientes toxinas.

Saccharomyces  Torulaspora
A R
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EX33 (Sensible)
EX198 (Klus)

+1F182 (K28)
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Figura 111.10. Presencia de posibles genomas de dsRNA de virus L y M en las
levaduras Torulaspora Kbarr-1 (EX1180), Torulaspora Kbarr-2 (EX1257), y en
levaduras de referencia S.cerevisiae killer-sensible (EX33), killer Klus (EX198), K28
(F182), K1 (F166) y K2 (EX73). Los &cidos nucleicos fueron separados mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1,1%. Se muestra el gel tefiido con bromuro de etidio.
Marcadores: 1 kb DNA Ladder de Biotools.

Se confirmd que el genoma de los virus es dSRNA mediante el tratamiento de las
preparaciones de acidos nucleicos con DNasa | y RNasa. EI DNA mitocondrial
desaparece con el tratamiento de DNasa |, mientras que permanecen intactas las
supuestas moléculas de dsRNA virico; las cuales desaparecen con el tratamiento de

RNasa A en baja concentracion de NaCl (esperable para moléculas de ssSRNA y
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dsRNA), y se degradan parcialmente con el tratamiento de RNasa A en alta
concentracion de NaCl (esperable solo para moléculas de dsRNA) (Fig. 111.11).

Sin tratar DNasa | sin sal NaCl 0,5M

(
EX1180 (Mbarr-1)

EX1257 (Mbarr-2)
EX73 (M2)

EX198 (Mius)
EX1180 (Mbarr-1)

N
=
[ed
M~
>
L

Tamafio
(kb)

Figura 111.11. Tratamiento con nucleasas de los &cidos nucleicos aislados de distintas
levaduras killer y sensibles. Las muestras sin tratar y después de digestion con DNasa I,
0 RNasa A en presencia de baja y alta concentracion de sal (NaCl 0,5M), fueron
separadas mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,1%. Se muestra el gel tefiido
con bromuro de etidio. Marcadores: 500pb Molecular Ruler de BioRad.

Se confirmd que la molécula de dsSRNA de tamafio mediano (desde ahora Mbarr)
contiene el gen de la toxina Kbarr porque los mutantes resistentes a cicloheximida
obtenidos a partir de levaduras Torulaspora killer Kbarr que pierden el fenotipo killer
también pierden la banda de dsRNA de tamafio mediano, mientras que los mutantes que

no pierden el fenotipo killer conservan adn dicha banda (Fig. 111.12).
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Figura 111.12. Presencia de genomas de dsRNA de virus L y M en levaduras de
referencia S.cerevisiae Killer-sensible (EX33), killer K1 (F166), K2 (EX73), K28
(F182), y Klus (EX198); en las levaduras Torulaspora Kbarr-1 (EX1180) y Kbarr-2
(EX1257); mutantes killer resistente a cicloheximida obtenidos a partir de EX1180
(EX1180-11C4) o EX1257 (EX1257-CYH5 y EX1257-CYHG6); y un mutante no-killer
resistente a cicloheximida obtenido a partir de EX1180-11C4 (EX1180-2K"). Los acidos
nucleicos fueron separados mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,1%. Se
muestra el gel tefiido con bromuro de etidio. Marcadores: 500pb Molecular Ruler de
BioRad.

Asi pues, el fenotipo Kbarr parece estar codificado en virus con genomas de
dsRNA de tamafio mediano (TdV-Mbarr), cuya longitud varia de 1,3 a 1,7 kb; siendo
los virus de levaduras vinicas con el genoma mas pequefio de los descritos hasta la
fecha junto con los virus ScV-M2 de 1,3 a 1,75 kb (Maqueda et al., 2012). Parece que
TdV-Mbarr depende de TdV-LAbarr para replicarse y mantenerse en la célula ya que

nunca se aislaron levaduras Kbarr sin el dsSRNA de 4,7 kb.

111.2.6. Caracterizacion molecular de los genomas viricos de las levaduras Killer
Kbarr.
111.2.6.1. Purificacion de los dsRNA viricos.

La secuenciacién del genoma del virus ScV-Mlus fue realizada previamente a este
estudio utilizando un método convencional. Béasicamente: se obtuvieron secuencias
parciales de cDNA mediante rtPCR con oligonucleétidos de secuencia aleatoria, se

clonaron en un vector, se secuenciaron con un oligonucleétido de secuencia conocida
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ubicada en dicho vector, se monté la secuencia completa del virus considerando los
solapamientos de las distintas secuencias parciales y, finalmente, se completd la
secuencia de los extremos del dsSRNA con la técnica de secuenciacion 5’ y 3° RACE
(Rodriguez-Cousifio et al., 2011). Como este procedimiento es relativamente largo y
consume mucho tiempo, para secuenciar el genoma de los virus de las levaduras Kbarr
optamos por poner a punto un método basado en Secuenciacion de Nueva Generacion
(Next Generation Sequencing o0 NGS).

La secuenciacion de estos dsRNAs viricos presenta ciertos inconvenientes
respecto a la secuenciacion mas usual de DNA. Al tratarse de dsRNA hay que
desnaturalizarlo previamente antes de convertirlo en cDNA mediante rtPCR, lo cual es
un proceso dificil de optimizar. En muchos casos no se dispone de secuencias
conocidas, con lo cual hay que realizar una secuenciaciéon “de novo” utilizando
oligonucleotidos aleatorios para obtener inicialmente el cDNA. Estos genomas viricos
son relativamente grandes, hasta 4,7 kb, lo que dificulta obtener un cDNA con la
secuencia completa ligando oligonucleotidos de secuencia conocida en los extremos del
dsRNA para su posterior amplificacion (cDNA) y secuenciacién. Finalmente, los virus
de tamafio mediano portadores de los genes de las toxinas killer contienen una o mas
secuencias centrales ricas en pares A-T, lo que dificulta el funcionamiento continuado
de las rt-polimerasas impidiendo la obtencién de cDNA con la secuencia completa. Esto
nos obliga a obtener secuencias parciales sin posibilidad de obtener la secuencia
correcta de estas zonas ricas en pares A-T, como ya ocurrid con la secuenciacion del
virus Mlus (Rodriguez-Cousifio et al., 2011).

La mayoria de estos inconvenientes se podrian evitar utilizando procedimientos
de NGS, aungue pueden surgir nuevos inconvenientes inherentes a estas tecnologias. Se
trata por ejemplo de fragmentar correctamente la molécula de dsRNA en fragmentos del
tamafo preciso para conseguir posteriormente (mediante rtPCR) los fragmentos de
cDNA del tamafio correcto requerido para ser secuenciados eficientemente con NGS; o
de obtener previamente cDNA de secuencias totalmente desconocidas para fragmentarlo
correctamente y obtener estos fragmentos con el tamafio requerido. Para solventar estos
inconvenientes se hacia necesario obtener cantidades relativamente grandes de dsRNA
virico purificado con el fin de poder probar distintas estrategias, algunas de las cuales
requieren cantidades relativamente altas de dsSRNA, y optimizar asi la mejor alternativa
de NGS. En este apartado se describe el uso de dos métodos de purificacion de estos

dsRNA viricos y se comparan sus rendimientos.

187



Los &cidos nucleicos de las levaduras Kbarr se obtuvieron mediante un método
simplificado (escalado a nivel de midipreps, Apartado 11.11.2) que permite extraer
simultaneamente mtDNA, fragmentos de DNA nuclear y dsRNA virico (Maqueda et al.,
2011b). Con caracter previo, se purificd el conjunto de los dsSRNA de estas midipreps
con columnas de celulosa como se describe previamente (Rodriguez-Cousifio et al.,
2011). Aunque esta purificacion fue muy buena (Fig. 111.13), decidimos no seguir
utilizando este procedimiento porque el rendimiento fue muy bajo (menos del 10% del
dsRNA original) y aln se requeria realizar una electroforesis posterior para separar los
distintos dsRNAs (LA, LBC y Mbarr). En consecuencia, se realizaron electroforesis en
1,2% de agarosa de bajo punto de fusién, a bajo voltaje con la maxima cantidad posible
de muestra (midiprep sin purificar) como para obtener una buena resolucion de las
bandas de dsRNA viricos (Fig. 111.14). Se cortaron las bandas con un cuter estéril y se
purificaron los dsSRNAs con dos métodos alternativos: Un método convencional con un
kit comercial (RNaid® Kit, Q-Biogene) que es muy caro y solo permite usar cantidades
limitadas de fragmentos de agarosa (Método 1, Apartado 11.11.6.1); y un método
alternativo con jeringa y papel de filtro, basado en un método previo para aislamiento de
DNA a partir de geles de agarosa (Grey and Brendel, 1992), mas barato y rapido, y
escalado convenientemente para usar cantidades mayores de fragmentos de agarosa
(Método 2, Apartado 11.11.6.2). El rendimiento medio fue mayor para el Método 2
(52%) respecto al Método 1 (45%) (Fig. 111.15). No obstante, los rendimientos fueron
mas variables para el Método 2 (de 35% a 55%) respecto al Método 1 (de 40% a 51%).
Esto indica que hay que cuidar de forma més exhaustiva la ejecucion del Método 2 para
evitar posible degradacion de los dsSRNAs.

Los dsRNA purificados por estos dos métodos, hasta cantidades cercanas a 40 pg,
fueron concentradas mediante precipitacién con isopropanol y enviadas al servicio de
Next Generation Sequencing/Secuenciacion Masiva, de la Unidad de Gendmica
Cantoblanco (Fundacién Parque Cientifico de Madrid, C/Faraday, 7, 28049 Madrid)

para su secuenciacion.

188



Capitulo I11: Caracterizacion de nuevas levaduras Killer de los géneros Saccharomyces (Klus) y Torulaspora (Kbarr)

Midiprep de EX1180
dsRNA purificado

Figura 111.13. Electroforesis en gel de agarosa al 1,2% de muestras de midiprep de
acidos nucleicos de la levadura Torulaspora Kbarr-1 (EX1180) antes y después de su
purificacion con columnas de celulosa CF-11 (Rodriguez-Cousifio et al., 2011). Se
muestra el gel tefiido con bromuro de etidio. Marcadores: 1 kb DNA Ladder de
Biotools.
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Figura 111.14. Electroforesis en gel de agarosa de bajo punto de fusiéon (1,2%) de
muestras de midiprep de acidos nucleicos (25 pL por en cada calle) de la levadura
Torulaspora Kbarr-1 (EX1180). Se muestra el gel tefiido con bromuro de etidio.
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Figura 111.15. Purificacion de los dsRNA de la levadura Torulaspora EX1180 (Kbarr-
1) a partir de las bandas cortadas de un gel de agarosa previo utilizando el método
artesano con jeringa y papel de filtro o el kit comercial RNaid® (Q-Biogene). Las
muestras, antes y después de purificar, se sometieron a electroforesis en gel de agarosa
(1,2%). Se muestra el correspondiente gel tefiido con bromuro de etidio. Marcadores: 1
kb DNA Ladder de Biotools.

111.2.6.2. Preparacion de librerias de cDNA a partir de los dsRNA viricos
purificados.

Teniendo en cuenta la dificultad de obtener el cDNA completo de los virus
dsRNA experimentada en trabajos previos (Rodriguez-Cousifio et al., 2011), se decidio
fragmentar directamente el dsRNA genomico viral con ZnCl, para facilitar la
separacién de las dos cadenas de RNA y su posterior retrotranscripcién. Se realizaron
varias pruebas con dsRNA purificado del virus LAbarr, con distintos tiempos de
incubacion y concentraciones de ZnCl,. Los resultados iniciales no fueron satisfactorios
ya que no se obtuvo practicamente dsSRNA fragmentado. Tras reducir drasticamente la
concentracion de ZnCl; y el tiempo de incubacion a tan s6lo unos segundos, en algun
caso se pudo observar una pequefia cantidad de dsRNA fragmentado, pero los
resultados nunca fueron reproducibles. No obstante, se intentd generar librerias a partir
de estas pequefias cantidades de dsRNA fragmentado, pero no hubo éxito. Todas estas
pruebas supusieron un gran consumo de dsRNA purificado, tiempo y esfuerzo. Para

poder realizarlas fue necesario obtener y purificar dsSRNA viral varias veces y en gran
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cantidad con el método de jeringa y papel de filtro puesto a punto para esta finalidad y
descrito en el Apartado 11.11.6.2.

A la vista de estos resultados negativos, se decidio abordar la generacion de
cDNA completo basandonos en el método descrito por Potgieter et al. (Potgieter et al.,
2009) con algunas modificaciones. Este procedimiento parece adecuado para secuenciar
genomas dsRNA viricos. En resumen, el protocolo consistio en ligar al dSRNA unos
adaptadores que forman un loop de doble cadena (oligo PC3-T7) utilizando la enzima
T4 RNA ligase especifica de dSRNA (New England Biolabs, M0239S). A continuacion
se realizo la desnaturalizacion del dsRNA con 15% de DMSO (aunque en el articulo
referido se utiliza hidroxido de metil mercurio como agente desnaturalizante, nosotros
utilizamos el DMSO por ser mucho menos tdéxico). Posteriormente se realizd una
reaccion de retrotranscripcion utilizando la enzima SuperScriplll (Invitrogen, 18080-
093). Tras eliminar el RNA con 100 mM NaOH, los cDNAs de ambas cadenas (sentido
+ y —) se anillaron a 65°C y, tras reparar los extremos de cadena simple afiadiendo un
primer paso a 72°C en la reaccion de PCR, se amplificaron por PCR con una enzima de
alta fidelidad (Fast Start High Fidelity PCR System dNTP Pack, Roche, 04 738 284
001). Este método se probd previamente con dsRNA comercial del virus Phi6
(Finnzymes, F-630), utilizando varias condiciones de ensayo, e incluyendo como
primers adicionales oligo-dA y oligo-dT, ya que el genoma de algunos de los virus
objeto de estudio podrian presentar una zona homopolimérica A/T central que podria
dificultar el paso de las enzimas de retrotranscripcion y la reaccion de PCR. Aunque la
reaccion de ligamiento del oligo PC3-T7 al dsRNA parecia haber funcionado bien ya
gue obteniamos un smear tras realizar la rtPCR, probablemente no obteniamos el cDNA
del virus, ya que también aparecia el mismo smear en el control de dsRNA sin
retrotranscriptasa. La interpretacion final fue que el material visible en el gel era
realmente el dsRNA inicial, ya que no se aprecié diferencia entre las muestras
procesadas con y sin retrotranscriptasa (datos no mostrados).

Una vez mas y a la vista de estos decepcionantes resultados, se decidié descartar
esta segunda estrategia e intentar obtener el cDNA de los virus usando distintas
combinaciones de random primers y enzimas en una reaccion de rtPCR. De las tres
combinaciones ensayadas con el fago Phi6, conseguimos cDNA con dos de ellas:
random primers + 15% DMSO + retrotranscriptasa High Capacity RNA to cDNA
(Applied Biosystems), y random primers + oligo dTVN + oligo dABN + 15% DMSO +
retrotranscriptasa High-Capacity CcDNA Reverse Transcription Kit (Applied
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Biosystems). En ambos casos se pudo observar un smear con un tamario medio en torno
a 500pb que no aparece en las reacciones control sin afadir la correspondiente
retrotranscriptasa (datos no mostrados). No se obtuvo cDNA virico utilizando random
primers + oligo dTVN + oligo dABN + 15% DMSO + retrotranscriptasa SuperScriptlll
(Invitrogen).

Para obtener el cDNA a partir de la muestra de dsRNA purificado del virus
LAbarr se eligio el primero de los dos protocolos mencionados (random primers + 15%
DMSO + retrotranscriptasa High Capacity RNA to cDNA de Applied Biosystems), ya
que la adicion de oligo dTVN u oligo dABN no modifico el resultado de la reaccion
(Fig. 111.16). Adicionalmente se intentd obtener dos librerias similares de forma més
rapida y directa con el kit “TruSeq RNA Sample Preparation” (Illumina) tomando como
material de partida directamente dsSRNA o dsRNA desnaturalizado con 15% DMSO, sin
necesidad de obtener previamente el correspondiente cDNA. En los tres casos,
siguiendo exactamente el protocolo de preparacion de librerias del mencionado kit de
Illumina, se obtuvieron buenos resultados (Fig. 111.17) para la libreria generada
mediante PCR del cDNA de LAbarr. Estas tres librerias se pueden mezclar antes de
secuenciar ya que las habiamos marcado con distintos indices (adaptadores con
secuencia especifica) para cada libreria. Una vez cuantificadas estas librerias por gPCR,
se mezclaron de forma equilibrada, y se secuenciaron en un MiSeq en una carrera
paired-end con una longitud de lectura de 2x150 bases. Las secuencias obtenidas se
ensamblaron y analizaron por el equipo bioinformatico de la empresa Biotechvana S.L.
(Benjamin Franklin N° 12, Module 19, Technological Park of Valencia, 46980-Paterna,
Valencia, Spain). Los resultados obtenidos, en relacién con la secuencia previamente
publicada de los genomas de los virus ScV-LA, ScV-LAlus y ScV-LBC de S. cerevisiae
se comentan en el apartado 111.2.6.3.1y 111.2.6.3.2.
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LABarr tubo A desnat 952C 2min 15% DMSO
RT-random primers + oligodTVN + RNAsaH

RT+ random primers +oligodTVN + RNAsaH
oligodTVN

RT- random primers + oligodABN + RNAsaH
RT+ random primers +oligodABN + RNAsaH

RT-random primers+ oligodTVN
oligodABN

RT-random primers+ RNAsaH
RT+ random primers + RNAsaH
RT+ random primers + oligodTVN
RT-random primers + oligodABN
RT+ random primers + oligodABN

RT+ random primers
1Kb ladder

RT-random primers

100pb ladder

Figura 111.16. Obtencion de fragmentos de cDNA de tamafio aleatorio a partir del
dsRNA purificado del virus LAbarr utilizando random primers + High Capacity RNA to
cDNA (Applied Biosystems). Se muestra la tincién con GelRed afiadido en la
preparacion del gel de agarosa.
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Figura 111.17. Perfil del Bioanalizador de la libreria genética generada a partir del
cDNA de LAbarr obtenido con random primers + 15% DMSO + retrotranscriptasa High
Capacity RNA to cDNA de Applied Biosistems. A la derecha se muestra una
representacion virtual de un gel de agarosa a partir de los datos del Bioanalizador.

Los resultados del analisis informatico de las secuencias fueron buenos para las
tres librerias, aunque ligeramente mejores para la libreria obtenida directamente a partir
de dsRNA virico utilizando radom primers + 15% DMSO + la retrotranscriptasa

SuperScriptlll (Invitrogen). Por esta razén se utilizé este mismo protocolo modificado
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con la adiccion de oligo dTVN + oligo dABN para generar la nueva libreria
directamente a partir de dsSRNA purificado del virus Mbarr-1 utilizando el protocolo de
librerias de RNA TruSeq de Illumina. Esta modificacion se sustenta, como ya se ha
mencionado, en la posible existencia de secuencias ricas en pares A/T en el centro del
genoma de este virus, ya que se ha descrito la presencia de este tipo de secuencias en
todos los virus M de levaduras secuenciados previamente (Rodriguez-Cousifio et al.,
2011). La libreria obtenida (Fig. 111.18) fue secuenciada en el sistema MiSeq de
Illumina, con una nueva version del kit de secuenciacion (v3) y con un formato de
lectura 2x80 bases, obteniendo una excelente calidad de las secuencias. Estas lecturas
de secuencias se enviaron nuevamente a la empresa Biotechvana para su ensamblaje y
analisis. Los resultados obtenidos, en relacion con la secuencias previamente publicadas

de los genomas de los virus M de levaduras, se comentan en el apartado 111.2.6.3.3.
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Figura 111.18. Perfil del Bioanalizador de la libreria genética generada a partir del
cDNA obtenido directamente a partir de dsRNA purificado del virus Mbarr-1 con
random primers + oligo dTVN + oligo dABN + 15% DMSO + retrotranscriptasa
SuperScriptlll de Invitrogen. A la derecha se muestra una representacion virtual de un
gel de agarosa a partir de los datos del Bioanalizador.

A modo de resumen de este apartado queremos destacar que, después de probar
varios protocolos para realizar la complicada tarea de obtener el cDNA de los virus para
realizar secuenciacion masiva (NGS), utilizando el altimo de los protocolos descritos, es
decir combinando directamente dsRNA viral + radom primers + oligo dTVN + oligo
dABN + 15% DMSO + retrotranscriptasa SuperScriptlll de Invitrogen, y aplicando el
protocolo de librerias de RNA TruSeq de Illumina método de RNAseq (modificado tan
solo por la adicion extra de los oligos dTVN y dABN), se obtuvieron fragmentos de

cDNA para elaborar librerias (mediante otra reaccion adicional de PCR con random
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primers + la enzima SuperScriptlll de Invitrogen) de todos los virus dsRNA de
levaduras de este estudio con relativa facilidad.

111.2.6.3. Secuenciacion, ensamblaje, y analisis de la secuencia de los dsSRNA de
TdV-LAbarr, TdV-LBCbarry TdV-Mbarr-1.

Una vez obtenidas las librerias genéticas de las dos bandas de dsRNA virico
presentes en las levaduras Kkiller Kbarr-1 (una de 4,6 kb presumiblemente
correspondiente al virus helper TdV-LAbarr, y otra de 1,7 kb presumiblemente
correspondiente al virus TdV-Mbarr-1 portador del gen de la toxina Kbarr-1), se
secuenciaron en la misma Unidad de Genémica de la Fundacion Parque Cientifico de
Madrid (C/ Faraday, 7 — planta baja, Campus de Cantoblanco, 28049 — Madrid, Spain).
De la banda de mayor tamafio se pudieron ensamblar dos secuencias claramente
distintas. Una de ellas homologa de los dsSRNA de los virus ScV-LA y ScV-LAlus, y la
otra homdloga del virus ScV-LBC. Esto indica claramente que en nuestra cepa de
T.delbrueckii, al igual que ocurre en otras muchas levaduras S.cerevisiae, coexisten dos
virus L de tamafio similar, LA y LBC (Rodriguez-Cousifio et al., 2011). De la banda de
menor tamafio se pudo ensamblar una secuencia que no mostré ninguna homologia con
ninguna secuencia descrita previamente, ni siquiera con el resto de los virus M
conocidos de levaduras, cosa que es de esperar ya que estos virus M conocidos tampoco
muestran ninguna homologia entre ellos (Rodriguez-Cousifio et al., 2011). A
continuacion se describe la secuencia y los posibles elementos estructurales relevantes
de los genomas de estos tres virus.
111.2.6.3.1. TdV-LAbarr.

La secuencia ensamblada del genoma de este virus tiene una longitud de 4622
nucleotidos, suficiente como para justificar el tamafio de la banda de dsRNA LAbarr
estimado en electroforesis (4,6 kb). Esta secuencia parece estar completa ya que muestra
mucha homologia con la secuencia completa del dsSRNA de ScV-LA (60,8% ClustalW)
y de ScV-LAlus (61,1% ClustalW), aunque esta homologia es menor que la que
comparten ScV-LA y ScV-LAlus (73%). No obstante, la region del cambio de fase
entre Gag y Pol y la sefial de encapsidacion mantienen respectivamente un 85% y
87,5% de homologia con las mismas regiones del genoma de ScV-LA (Fig. 111.19), lo
que pone de manifiesto la importancia de estas dos regiones en la multiplicacion del
virus (Rodriguez-Cousifio et al., 2013). Ademas, contiene la ORF de la proteina de la
capsida, la secuencia correspondiente a RNA-polimerasa, el sitio de cambio de fase para

generar la molécula hibrida capsida-RNA polimerasa (Gag-Pol), el stem-loop asociado
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a dicho cambio de fase, el stem-loop implicado en la encapsidacion del virus (VBS,
solamente cambia un par T-A (T4189 y A4195) por un par C-G en las mismas
posiciones del stem-loop, y desaparece un par al cambiar la C4180 por una A), el stem-
loop del extremo 3’ implicado en la replicacion del virus (3’TRE), y la secuencia final
encontrada también en ScV-LA y ScV-LAlus (CCATA[A/T]GC). Adicionalmente, en
los tres virus se aprecia otra ORF (ORF lejana al dominio Gag) correspondiente
exclusivamente a la secuencia de la RNA-polimerasa en la misma fase de lectura que el
dominio polimerasa de Gag-Pol, que también aparece en ScV-LA y ScV-LAlus, siendo
esta zona muy conservada en los tres virus. Incluso, en el virus ScV-LAlus se puede
apreciar otro codén ATG de inicio previo, que originaria otra ORF previa (ORF cercana
al dominio Gag) también con la secuencia de la RNA-polimerasa en la misma fase de
lectura que el dominio polimerasa de Gag-Pol (Fig. 111.19), aunque quizas esté
demasiado cercana al codon de STOP de la proteina de la capsida como para ser un
codon de inicio efectivo. La existencia de estas ORFs correspondientes exclusivamente
a la secuencia de la RNA-polimerasa supondria que los ribosomas que no sufrieran el
deslizamiento hacia atras (-1) en el sitio de cambio de fase (frame-shift) podrian
reiniciar la traduccion en la segunda ORF para producir un polipéptido independiente
con la secuencia completa de la RNA-polimerasa, asegurando asi una cantidad extra de
esta actividad para la replicacion del virus. Curiosamente, el intervalo variable de
aproximadamente 44 aminoéacidos, cuya Unica funcion parece ser la separacion fisica de
estos dos dominios (Fig. 111.20) y cuya secuencia no parece importante en la
multiplicacién de ScV-LA (Rodriguez-Cousifio et al., 2013), queda ubicado entre los
codones de inicio (ATG) de estas dos supuestas ORFs, cercana y lejana al domino Gag.
El alto grado de identidad en las secuencias de estos tres virus LA, especialmente en los
motivos mas relevantes desde el punto de vista funcional, indica claramente que estan
filogenéticamente muy relacionados con un origen comin cercano en su evolucion.

Por otra parte, parece que en LAbarr falta la secuencia conservada 5S’GAAAAA
presente tanto en ScV-LA como en ScV-LAlus. Ademéas de esto, curiosamente, la
secuencia ensamblada de TdV-LAbarr tiene 14 nucledtidos extra en 5’-terminal, otros
17 nucledtidos no homologos cercanos al 5’-terminal, y 17 nucle6tidos mas en el
extremo 3’ respecto a las secuencias de ScV-LA y ScV-LAlus (Fig. 111.19). Se ha
sugerido que el 5’"GAAAAA terminal es la supuesta sefal cis requerida para el inicio de
la transcripcién, como ocurre en otros virus de dsSRNA, donde una region rica en pares

AJU facilita la separacion de las cadenas y el acceso de la RNA polimerasa a la cadena
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molde para la transcripcion conservativa. No obstante, estos tres virus contienen una
region de unos 15 nucledtidos con casi 0 100% de A/U que pueden ser responsables de
facilitar esta separacion de las dos cadenas de RNA.

La existencia de estas secuencias extras en (o cerca de) los tedricos extremos 5’ y
3’ podrian faltar en las secuencias de los dsRNA de los virus ScV-LA y ScV-LAlus
secuenciados con otros métodos clésicos y en cuya ejecucion se podrian haber perdido
parte de las secuencias de los extremos de los dsRNA. Esto explicaria que, tras
reiterados intentos, nunca se consiguiera realizar el launching de ScV-LA utilizando la
secuencia publicada de este virus, como si se ha realizado con otros virus de RNA mas
complejos como el de la gripe (Wickner et al., 2013). El launching consiste en poner el
cDNA del virus en un plasmido, infectar levaduras con dicho plasmido, multiplicar el
virus, retirar el plasmido y quedar el virus multiplicandose por si mismo. Esto, segun los
expertos consultados, siempre hizo sospechar la falta de algunas secuencias terminales
que podrian ser las que hemos encontrado en este estudio utilizando métodos de
secuenciacion de nueva generacidn, mucho mas potentes y resolutivos que los utilizados
previamente. También podria ocurrir que hubiéramos secuenciado sSRNA mensajero
del virus, contaminante en nuestra preparacion del dsRNA gendmico, con secuencias
adicionales que se hubieran podido afiadir en “transcripcion” (como ocurre con el
extremo 5°-cap 0 poli-A en 3’ de los mRNA eucariotas, o viricos (Fujimura and
Esteban, 2011, 2013)), aunque parece que son muchos los nucleétidos adicionales para

que se trate de esto Gltimo.
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—————————————— GAAARATTT----—---—-—-—-——-—-TTAAATTCATATAACTCCCC
—————————————— GAAAAATTT-------—-—-—-—-—--—-GAATAATCATATAACTCCCC
CACGTAGCTTTATTAATTAATATGCTACGTGCCTATCATCTCAAAGTCCTATTGATCCCC
.*::***:* *:* **.***:..*****
5’ conserved
ATGCTAAGATTTGTTACTAAAAACTCTCAAGATAAATCGTCTGATCTATTCTCTATTTGT
ATGCTTAGATTCGTTACCAAAAACTCTCAAGACAAGTCCTCCGATTTATTTTCTATTTGC
ATGTTCAGATTTATTAACAGAAAAACTACG---CAAGCTAATAACATCATCCCTATCCAG
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Start of Gag and Gag-Pol

TCTGATCGCGGAACTTTTGTTGCCCATAATAGAGTTCGGACTGATTTCAAGTTTGACAAC
TCTGACAAAGGTACTTTTGTTGCGCATAATAGGGTGAGGACTGACTTTAAATTTGACAAC
TCGGATCAGGGAACTTTTACGATATACGGTAGGAATCGTATTGACTTCAAGTATGATGGC
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CTAACTTTTTCTAGGCAATTAGGAGTTTCCCAGAAATTTACTTTGCTTGGTAACCCGGAT
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GTCTGCTTTAATGAAGGCAGTTCTTACCTAGAAGGTATTGCTAAAAAGTACCTAACTTTG
GTCTGTTTCAATGAGGGAAGTTCGTACTTGGAGGGTATTGCAAAGAAATATCTGACCTTG
GTCCACCAAAGTGAGTCGGGCTCCTACTTAGATGGTATTGCGAAGAAGTATTTAACTCTT

* kK sk kkx Kk kk kkk Kk Kkk Kkkkkkkkk Kkk _ kk Kk * ok *

GATGGAGGACTTGCCATTGACAATGTCCTCAATGAGTTGAGATCCACTTGCGGTATCCCA
GACGGTGGCCTGGCCATTGATAACATCCTCAATGAATTGAAATCAACATGTGGTATACCA
GAGGGAGGACTAGCTATTGAGAATGTCATGTCTGAATTACGCAGTAACAGCGGGATACCT

* K **:**'** kk kkkkk KKk ‘**.* :'***'**"": *‘ :* *x **'**:
GGTAATGCTGTTGCATCTCATGCGTATAATATTACATCCTGGCGTTGGTATGACAATCAC
GGTAATGCTGTCGCTTCTCATGCATACAACATTACGTCTTGGAGATGGTACGATAATCAC
GCCTCAGCCGTATCAGCTCACGCGTTTAACATAGCATCTTGGCGCTGGTACGATAACCAC

* s ekk kK ke kkkKk kk ke Kkk Kkke K kk kkk _ Kk Kkkkkk kk Kkk Kkk

GTGGCACTGTTGATGAACATGTTGCGTGCTTACCACTTACAAGTATTGACCGAACAGGGC
GTGGCATTACTCATGAATATGTTACGTGCGTACCATCTTCAAGTGTTATCTGAACAAGGC
GTAGCTTTATTAATTAATATGCTACGTGCCTATCATCTCAAAGTCCTAGACGAGAGGGGT

kk kks ok Kk kk kK kkk Kk khkkkk Kk Kk*x * kokkk ok * % * %

CAATATAGCGCTGGAGATATCCCTATGTACCATGATGGACATGTCAAAATCAAGCTACCA
CAGTATTCTGCCGGTTCATACCCTATGTACCACGATGGGCATGTCAAAATTAAACTTGAC
GAGTTCGGTGCGGGCCACTACCCTAAGTATGACGATGGGCATCTGGCCATTACTGTAGTG

* k. *xk kK sakkkkkekhkk Kk KkkkK kKK Kk *xk K * .

GTGACTATCGATGACACGGCAGGCCCAACACAATTCGCTTGGCCTAGTGACAGGTCTACT
ACTCCTATCAGTGAGGATGATGCTCCTGACTCATTTAAGTGGCCGAGTGACCGGACAACA
CCACCTACTGGTGCCTTG---GAAACTGACCACTTTAGATGGCCATTCAAAAGAGGTGAA

* ok K * % * * . * % kokkKkk . * * .

GATTCGTATCCTGATTGGGCACAGTTTTCTGAATCATTTCCATCAATCGACGTCCCGTAC
GACACTTACCCAGACTGGGCTCAGTTCTCAGAGTCCTTCCCGTCTATTGACGTCCCATAC
GTGCTCGCACCAGAGTGGGCCCACCATACTGAGGCCATGCCTACAATAGAGGTGCCTTAC

* . KKk kK KKkKKK KK s e kexKk K ek KKk ckekk Kk KKk KKk KKK

CTAGATGTTAGGCCATTGACCGTAACGGAAGTCAATTTCGTGCTTATGATGATGAGTAAG
TTAGATGTCAGGCCACTTACTGTTACCGAAGTTAATTTTGTGTTAATGATGATGAGTAAG
ATCGATGTCCGCCCTTTAACATCAGTTGAAGTCAACTTCGTGTTGATGATGATGTGTAAG

K kkkkk Kk Kk K Kk . KKkKKhK Kk KKk Kk K khkkkhkhkkkhk o+ khkAKK

TGGCATAGACGTACTAACTTAGCGATAGACTACGAGGCACCCCAACTAGCTGATAAGTTC
TGGCACCGTCGGACTAACCTTGCTATTGACTATGAAGCGCCGGCGCTGGCAGACAAATTC
TGGTCACGCCAGACTAATCTTGCCATAGACTTCGATTTACCTAACCTGACAGACCGGTTC

* kK * ok * ok Kk K kekk Kk ekkkks Kk ** Kk ke kK * kK

GCTTACCGCCATGCGCTTACTGTTCAAGACGCTGACGAGTGGATAGAAGGCGATAGAACT
GCCTACCGTCACGCCATTACGGTCCAGGATGCAGATGAATGGATTGAAGGTGATAGGACA
GCCTATAGACACACCGCCAAGGTGACGGAAGCGGACGAGTGGTTAATGAACGAAAGGCCT

Kk kk _* * K _* *_ * K ___** Kk Kk kKk **_***:*: _____ **:**__*:
GATGACCAGTTCCGCCCCCCCTCGTCTAAAGTAATGTTATCGGCACTTCGTAAGTACGTG
GATGATCAGTTTAGACCACCTTCTTCTAAGGTAATGATGTCGGCATTGCGTAAGTATGTT
GATGCAGCCTTTCCGGTACTGTCCAGTAAGGCTATGTTGTCTGCGATCAGGAAGTACGTC

* Kk Kk * % Kk kk . kkk Kk ekkkek Kk Kk Kk Kk KhkKkKkKk KK
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Capitulo I11: Caracterizacion de nuevas levaduras Killer de los géneros Saccharomyces (Klus) y Torulaspora (Kbarr)

LA AACCATAACAGGCTGTACAATCAGTTTTACACTGCAGCACAACTGTTAGCTCAAATTATG 929
LAlus AATCATAATCGACTTTACAACCAGTTCTATACGGCCGCTCAACTATTAGCTCAGATTATG 929
LAbarr AATCACAACAGAGTGTACAATCACTTTGAAACTGCGGCGCAGATACTAGCACAGCTGATG 954

kK Kok Kok ko k kkkkk Kkk Kk * kk kK kk kK * kkkk kK Kk kkk

LA ATGAAACCTGTCCCTAACTGCGCTGAGGGCTACGCTTGGCTGATGCATGACGCATTGGTC 989
LAlus ATGAAACCAGTACCTAACTGCGCTGAAGGGTATGCATGGTTGATGCACGATGCTCTGGTC 989
LAbarr GTTAAGCCTTTGCCGAATAACGCTGAAGGGCACGCATGGTTACTACATGACCCGGTTGTG 1014

.* **.**: *  kk ok ok :.******.** * **:*** *..k.** * %k * * ok k
LA AATATACCAAAATTTGGGTCTATTCGAGGAAGGTACCCCTTTTTGTTATCAGGTGATGCA 1049
LAlus AACTTGCCGAAGTTCGGGTCCGTTAGAGGGCGTTACCCGTTCTTACTTGCAGGTGACGCT 1049

LAbarr AATATACCTAAGTTCGGGTCAGTTAGGGGCAGATATCCGTTTTTACTCACGGGTGAAGCT 1074

Kk ok Kk okk kk kkkkk  kk ok kk ok kx kk kk kx| ok ok kkkokk kK

LA GCGTTGATTCAGGCTACAGCCCTAGAAGACTGGTCTGCTATCATGGCGAAACCCGAGCTG 1109
LAlus GCCCTGATTCAGGCAACAGCACTTGAAGACTGGTCAGCAATTATGGCTAAGCCAGAACTG 1109
LAbarr TCTTTGGTGCAAGCAACAGCACTAGAAGATTGGTCAGCTATCATGGGTAAGCCGGAGATA 1134

* kk ok kk kkekkkkk kkokkkkk kkkkkookkokk kkkk *k _kk kk ok

LA GTGTTCACTTACGCGATGCAGGTGTCAGTAGCGTTAAACACCGGACTATACTTACGTCGC 1169
LAlus ATTTTTACCTACGCTATGCAGGTTGCTGTCGCGTTGAACACTGGCTTATACTTACGGAGG 1169
LAbarr GTTTTTACCTATGCAGTAGATCATGCTATAGCAGTGAATACTGGCTTGTACTTGAGGCGC 1194

LXKk kk kK kk x|k . Kok Kk ok Kk kK kk |k kkkkok kK

LA GTTAAGAAAACAGGCTTCGGCACAACTATAGATGACAGCTATGAAGATGGAGCGTTTTTG 1229
LAlus GTCAAGAAAACTGGTTTCGGTACCACTGTTGACGATAGTTATGAAGACGGCGCATTTCTA 1229
LAbarr ATCAAGAAAACGGGAATGGGCACCAGGGTTGATGATAGCTACGAAGATGGTGTCTTCCTT 1254

.* *kkkokkkk kK :* * x k*.* .*:** Kk kk kk kkkkk kk K * k *
LA CAACCGGAGACGTTCGTTCAGGCCGCACTAGCATGTTGTACCGGACAAGATGCGCCCCTA 1289
LAlus CAACCTGAGACCTTCGTACAAGCTGCGATAGCTTGCTGCACTGGCCAAGATGCACCGCTT 1289
LAbarr TCACCTGAGACGTTCATGGCTGCAGCAGTCGCTTGTGCCACCGGAGAGGATGCACCTCTA 1314
_*** * Kk ok ok ok ***‘* . ** **_ *_**:** * ok **_ *_*****.** **:
LA AATGGGATGTCAGATGTGTATGTCACTTATCCAGATCTTCTAGAATTTGATGCTGTTACA 1349
LAlus AACGGTATGTCTGATGTGTACGTGACATACCCAGATCTCCTTGAGTTCGATACTATAACA 1349
LAbarr AACGGAATGTCAGACGTCTACGTATTTTATCCTCAATTTGTGGATCTCGACACTGTGACT 1374
kK kk *****:** kk kk kK H :** **: *: * * kK * Kk _**‘* **:
LA CAAGTACCCATCACGGTCATTGAGCCCGCTGGCTATAACATTGTTGATGATCATTTAGTG 1409
LAlus CGTGTCCCTGTTACGGTACTAGAACCTGAAGGCTATAATATACAGGATGGCGCCTTGGAA 1409
LAbarr TATATACCTGCCCAAGTTCGTGAAGCGGAAGGGTACAACGTCACTAGCGAGGGTCTTAAA 1434
R L LLLUKRK L ik K Lk ok akk KAk KKK
LA GTTGTGGGTGTACCTGTGGCATGTTCACCATACATGATATTTCCAGTAGCTGCGTTTGAT 1469

LAlus GTGACAGGTGTTCCGATTGCCTGCTCGCCTTACATGATTTTCCCTGTCGCAGCTTTCGAT 1469
LAbarr GTTTTGGGAGTACCTTTGGCTTGCTCGCCAGTGTTACTCTACCCTATGGCGGCATTTGAT 1494

* % LKk ikkikk ok Kk Kk Kk kks s sk Kk ka Kka K KK Kk KK KKK

LA ACTGCAAATCCTTACTGTGGGAATTTTGTCATTAAGGCTGCTAACAAGTATCTCCGTAAG 1529

LAlus GAAGCTAACCCCTATTCTGGTAGTTTTGTTATTAAGCCTGCGCTGAAATACCTACGCAAA 1529

LAbarr GATGCAAACCCATATTCGGGATCGTTCAAGATCGGCAAAGCCGAAAGGTATGTGAGAGGC 1554
ckkakk Kk kk K kk . kk s kk kK s Kk kk KKk

LA GGTGCCGTGTATGATAAACTCGAAGCATGGAAGTTGGCCTGGGCACTGAGGGTAGCCGGG 1589

LAlus GGTGCTCTGTATGCCAAACTAGAGGCCTGGAAACTGGCCTGGGCTATGAGGATTGCAGGA 1589
LAbarr AGGGCCGTTTATTCACCATTCGAGGCCTGGAAGCTAGCCTGGGCGGCGAGAATCGCTGGG 1614

KKk ok kKKK kKK KK kAkkk |k KkKKRKKKK Kkk Kk kx Kk
LA TATGACACTCACTTCAAAGTGTATGGCGATACACACGGCTTAACTAAGTTCTATGCTGAC 1649
LAlus TACGACACTGAATTTAAAGCTTGTGGCAACACGCATGGTTTATCCAAATTTTATGCTGAT 1649
LAbarr TATGATACTCGCGTATCTATACCTGGCGACAATACCGGCTTATCTAAGCTATATGCAGAC 1674
Kk KKk KRk k4. KkKK Kk kK kkk ok Kk ok Kkkkk kK
LA AACGGTGACACATGGACACACATACCTGAATTTGTCACTGACGGTGACGTGATGGAAGTA 1709
LAlus AATAGCGATAGTTGGACACACATACCGGAATTCGTTAGTGATGAAGAAGTTACGGAAGTG 1709
LAbarr AATGCCGATTCCTGGACTCACATACCGGACTCATTTCTCAATCCTGAAGCAGAATTTATT 1734
Kk kKkn kKKK K g kRARKKRE KKK * LK kR K sk
LA TTCGTTACTGCCATCGAACGCAGAGCTAGACATTTCGTTGAACTACCTAGACTGAATTCA 1769
LAlus TATGTAACTAATATTGAACGTAGAGCCAGACACTTTGTTGAGCTACCAAGACTAAATTCT 1769
LAbarr TATGTGACTGATCTAGAGAGGAGGAGAAGGCACTTTATAGACTTGCCGAACATGACCAAT 1794

Ko oxk Kk LK Kk Kk kx| Kk Kok Kk kg kok *okk ok ok ok
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LA
LAlus
LAbarr

LA
LAlus
LAbarr

LA
LAlus
LAbarr

LA
LAlus
LAbarr

LA
LAlus
LAbarr

LA
LAlus
LAbarr

LA
LAlus
LAbarr

LA
LAlus
LAbarr

LA
LAlus
LAbarr

LA
LAlus
LAbarr

LA
LAlus
LAbarr

LA
LAlus
LAbarr

LA
LAlus
LAbarr

CCAGCATTCTTCAGATCTGTAGAAGTCAGCACCACTATATATGATACTCATGTGCAGGCT
CCAGCCTTTTTTAAACCAGTAGAGGTAAGCACCGCAATTTACGATACTTACGTACAGGCA
CCTTCATTCGCAAGATCGATAGAAGTACAGATTACACTTAACGATATGTATGTCGAGTCT

*k e ok Kok * Kk * *kKkKk kK * ke keek Kkkk * kk kk k.

GGTGCGCATGCGGTGTATCATGCTAGTCGAATCAATCTTGATTATGTTAAGCCTGTTTCG
GGCACATTCTCTGTCTACCATGCAAGCAGGATTAATTTGGATTACGTCAAGCCTGTATCT
ACTCCCGGGTCCCGCTCACGGGCTATGGTGCTGAGCAGGGACTACGTCGCGCCGATAGCG

* * * ok kk ek * ok *k kx Kk *kk k. K*

ACCGGCATTCAGGTGATCAATGCGGGCGAACTTAAGAACTACTGGGGTAGTGTGCGTCGT
GCAGGCATACAAGTCATTAACGCTGGTGAACTAAGGAATTACTGGGGTAGTGTACGCCGT
TCTGGTATACAAGTGATTAGTGCCGCTGACTTGAGGAACTATTGGGGCTCAGTCCGCCGG

Kokk kkaokok kk kK k| kk ok kok |k ok kkk Kk kkkkk g akk kKk k%

ACTCAGCAGAGGTTTAGGAGTGGTAGGTCTTACGATGCCAGCTGTAATGCCTACCGGAGAA
ACGCAGCAGGGTTTAGGAGTGGTAGGTCTTACGATGCCAGCCGTAATGCCTACCGGAGAA
TCGAATGCGGGTTTATCCTTGGTAGGTTTTACGATGCCAGCAGTAATTCCTACCGARAGG
:* _* .******* . kkkhkhkhkhkkhk Khkkhkhkhkhkhhkkkhkkhrx *kkkk *******.*.~~
-1 Frame-shift site Stem-loop for frame-shift (AG=-14.0 kcal/mol)
CCTACAGCTGGCGCTGCCCACGAAGAGTTGATAGAACAGGCGGACAATGTTTTAGTAGAG
CGTACAGCTGGCACTGCCCACGAAGACTTGATCGAACAGACGGAAAATGTTTCAGTCGAG
AGTATCGCTGGTCAAGACCTCCAAGAGGCGATAGAACTAGAGCAAGAGCCTTCAGTAGAA

* % * kK ok k sk kk ek kKKK kkk  kkkok . * * * *k kkk kK

TAAACGTAATCGAACCCTCACACGGACCCCGCCCTACAAGGTACATACTGCAGGAACCAG
TAAACATAATAGAACCATCCCATGGGCCTCGTCCGATGAGATACATATTGAACGAGCCAA
TAAATCTTATAGAAAGCGAGCACGGTCATAGGCCACGCAGATACATTGCTTCTGGTAATG

* KKKk koekKk kKK *k Kk K * kk Kk kKK KK . *

Stop of Gag

GTACGTACCCTGCGTGGATTAGATTCAGGAACAGAGTACAAGCTGTATCGCGTCAGAAAG
ATACATACCCCGCATGGATAAGGTTCAGAAATAGAGTACAGGCGGTATCTAGACAGAGGG
AAGTAGTCCCTATATGGATCAGATTCGGCCGCCGCATTGAGTGTGTTTCACGTCAGAAAG

sk k JKKKKK Kk Xkk K * ke ok Kk ogkk  Kkaokxkk Kk

CCACTCACTTCTTGTTTGACATCGTACCTGCCGCAGTAATTAGTGATTTTACTACGTCTG
CAACACATTTCTTATTTGATATAGTACCGGCCAGCAAAATTGCGGACTATACTACTTCAC
CAACTTACTTTCTGGCTGACGTTATCCCCAGAGAAGAGGCTATAAACTACACCTCTGCTA
*_**: * kok *. * kK _* _*_** . .. et e *_ _* *: * Kk :* *:

ACACGTCTTCGTTTGCATACAAATCGCACACCTACGCTGTAAATGTAACAGCATTGAGGT
AAACGGCTACTTTTGCATACAGGTCGCACACGTATGCATGCACGGTAACGGCACTACGCT
ACACAGCCCAAGTGGCCATAAGGAGAAGTACATATACGGCTAGCGGTATTTTAGTCAAAC

* KKk K K okk .. % . *Kk kx Kk * * ek * ok

TCAGTGACACTTATGCCTTGTACGTACAGACTGATACCAACATGACAATTTTAAGCCCAG
TTGGAGATGACTACGGCTTGTATGTCCAGGTAGAGGCTAACATGACATTGTTAAGTCCGG
TCGGAGACAACTATGGTTTCTACCTACACGTCGATGAAGATATGACAGTCAAAACGCCGG

ko kakk . kk ok kk k% *xKk Kok Kk kkkkkk Kk .akx kK K

CGGCGCGTCGCCAGGCTTCTGCGACGTACTCACAGGTGGCAGGGTTTTGTTATAACACAC
CTGCACGGCGACAAGCTTCTGCTACGTACTCTCAGGTTGAGGGGTTCTGTTTTAACACAC
CCTTACGAAGGTACGCTTCGATGGCTTACTCTAACGTGCGCGGTTCATGTTATAACACTC

* *k ok ok kkkkk * kkkkk e ok kK *x ok kkkk o kkkkkk oKk

CTACCGTTATGGATTCGCTAGCGAATATCTTGGACGTAGACCGCAATATACGACCCAAAC
CTACGGTCATGGACACGCTAGCTAACATCTTGGATGTTGACCGCAATATTAGACCAAAGC
CTACCATAATGGACACTCTGTGTAATATTTTTGACTACGACCCCGATTCGCGGCCATCCT

* K kK Kk kkkkk ok Kk *k kk Kk Kk s kkkk K kK. * kk .

ACTTCAAGGGTTTACGGCTATACACAAGGTCTAAGGTCACTGCTCAACATCATACTCACT
ACTTTAAAGGTCTGCGTACTTATGAGAGGTCTAAGGTCACAGCACAACACCACACTCACT
CATTTAAGGGACTGCGTTCTTACACCAAGTCAAAGGTTACGGGGATGCACCATACCCATT

*k kk Kk Kk kK sk x Kk kokk s kkkkk kK K s kK kx kk Kkk ok

TGCGGCCAGACGAGCTAGTGGAAGCGGCCGCAAAGGTCTCGCCTAGACGTAAATACTACT
TGCGGCCTGATGAAGTACTGGAAGCAGCGGCACGTGTATCGCCTAGGCGAAAGTACTACT
TAAGGCCACAAGATGTTTTGTCGGCTGCCAAGAAGACCGGAAATAGTCATTATTACTACG

*..****: *  kk *: * x ..** *k L. . . .__*** *_::* * Kk k ko k

TAATGTGTGTAGTTGAGCTGCTCGCGAACTTACAAGTAGATCTTGAAGCAGCAGTAGCTA
TATTATGCGTCGTAGAGCTATTAGCGGCATGCGAGGTTAACATTGAAGCAGCAGTAGCTA
TGCAGGTGGCTGTCGAGCGTCTAGCATCGGCTGGCGTAACTACAGAGGCAACTGTTTCAA

* kK kkkk L ko skk kkok kakky Kok
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Capitulo I11: Caracterizacion de nuevas levaduras Killer de los géneros Saccharomyces (Klus) y Torulaspora (Kbarr)

LA CTATTCTCGCATATGTCCTGACACTAAGTGAAAAATTTGTACCAATTTTCTTGGATTCTA 2729
LAlus CAATAATGACGTACGTACTCACTTTGGACGAAAAGTTCATACCTTTGTTTCTAGACTCAC 2729
LAbarr CCATAATGTTGTATGTCCTCACATCAAACGACACCACACGGGCATTGTTCCTAGATTCTA 2754

* kks K *k kk Kk Kk *k Kk . keek Kk * Kk kK.

LA GAGCAATATGGGTCGGTGAGCCTGGGCCTGATGCTCTGACTGCACGTCTCAAGGCCAGTA 2789
LAlus GGACAATATGGCAGGGTAGTAAAGGACCTGAAGAACTAACAGCCAGACTCAAGAAGGCGA 2789
LAbarr AAGCTATATGGTCGAAGACTGACGGGGAAGATGAATTATCTGACCGACTCAAGCGAGTAA 2814

koo kok kK Kok * % skk ek o Kk ke koo okok kK Kok *

LA GTGGGCAGATCAAGAGCATACACACGGCTGATTACGAACCACTCACTGAACTATTCGAGT 2849
LAlus GCGGGCAGATTAAAAGTGTTCATACAGCTGACTATGAGCCACTGACGGAACTGTTTGAAT 2849
LAbarr GCGGACAGATCAAGTCAATTCACACAAGTGAGCTGGAGCCTTTAACCGAGTTGTTCGAGC 2874

*okk  kkkxk Kk . LKakk kok | kokk oKk Kk Kk kk kx| Kk kKk kK|

LA TAGCAGTATTGATGAACCGAGGTGTTGGCCATGTCTCTTGGCAAGCTGAAAAGGATCATC 2909
LAlus TGGCTGTGCTCATGAACAGAGGCGTCGGGCATGTATCCTGGAAGACTGAAAGAGAACACA 2909
LAbarr TTCAGGTCTTGATGAACCGGGGTATAGGACATGTTGACTGGAATGGGGAAAGACATAACA 2934

* *k ok kkkkkk Kk kk ok kk Kkkkkk *kk Kk * % Kk *. ok

LA GCTTGAATCCCGACGTGGCTGTAGTTGATCAAGCACGGCTATATTCGTGTGTGCGCGACA 2969
LAlus GAGAGAATCCGGATGTAGCAAACGTTAATCAACAAGCACTCTACGCGTGCGTACGTGACA 2969
LAbarr GGACCAACCCTAATACTGTGAATGTAGATCAAAAGATGCTCTATAGTGTTGTACGCGATA 2994

* KKk KK * * o kk e KkAKK KKk KK Kk KKk KKk K

LA TGTTCGAAGGATCAAAGCAGACGTATAAATATCCCTTTATGACGTGGGATGACTACACTG 3029
LAlus TGTTCGAGGGGGCCAAGCAGACTTATGATTATCCTTACATGACATGGGATGACTATACGT 3029
LAbarr TGTTTGAAGATTCTAAGCAATCGTACAAATACCCGTATATGACATGGAACGACTATGCGG 3054

Kk kk KKk Kk Kk kkkkk .k Kk kekk kk ke kkkkk Kkkk Kk kkkkk Kk

LA CAAACAGATGGGAGTGGGTTCCAGGTGGCAGTGTCCACTCTCAATACGAAGAAGACAACG 3089
LAlus CAAGTCGGTGGGAATGGGTGCCTGGAGGAAGTGTTCATTCTCAGTACTCCGAGGATGATG 3089
LAbarr ATAGTAGGTGGGAATGGATACCTGGAGGTAGTGTACACTCGCAATACCCTCAGGATGATG 3114

LiK L K Kkkkk KKKk kkokkkk kAKAK Kk KKk Ak Akk | Kk KKk K K

LA ATTATATCTATCCTGGTCAGTATACTAGGAACAAGTTCATAACTGTTAACAAAATGCCCA 3149

LAlus AATATATATTTCCAGGACAATATACTAGGAACAAGTTTATTACAGTCAACAAAATGCCTA 3149

LAbarr AATACATAGTCCCTGGTCTCTACACCAGGAATAAGTTCATAACAGTAAACCTCATGCCGA 3174
*:** **. H **:**:*: Kk kk khkkkkhk KAk KkK **:**:** ***_:_***** *

LA AACACAAAATATCTAGAATGATAGCATCACCGCCTGAGGTACGAGCTTGGACGTCGACGA 3209

LAlus AGCATAAGATCGCGCGTATGATAGCATCTACGCCTGAAGTTAGGGCATGGACCTCAACGA 3209
LAbarr AGAATAAGTTAGCCTCAATCGGCGCATCGAAACCAGAAGTCAGAGCATGGACATCAACTA 3234

*..* **~:*_ * :** . ‘***** .__**:**.** ‘*.**:***** **.** *
LA AGTACGAATGGGGCAAGCAACGTGCTATCTACGGGACGGATCTACGAAGTACACTGATAA 3269
LAlus AGTATGAATGGGGTAAACARAGAGCTATATATGGCACAGACCTACGGAGCACACTTATCA 3269

LAbarr AATACGAGTGGGGGAAACAGAGAGCTATCTATGGAACTGATCTGAGGAGCACTCTGATAA 3294

ko kok kk kokkokk kkkok | kgokkokkok kk ok ok kok kok kk |k kok ok k gk kok ok

LA CTAACTTTGCAATGTTCAGGTGCGAGGATGTTCTCACTCACAAGTTCCCAGTAGGCGACC 3329
LAlus CTAACTTCGCTATGTTCAGATGTGAAGATGTGTTAACACATAAATTTCCTGTAGGTGATC 3329
LAbarr CTAATTTTGCGATGTTCAGATGCGAGGACGTACTTAAACACAAGTTTCCTGTTGGCGATC 3354

Kokkk kk kk kxkkkkkk kx Kk kk k% Kok kK kok kk kkgkkakk Kk K

LA AGGCAGAGGCAGCAAAGGTGCACAAACGGGTGAACATGATGCTGGACGGTGCCTCTAGTT 3389

LAlus AAGCTGAAGCTGCGAAGGTCCACAAACGTGTCAACATGATGCTAGACGGTGCATCGAGTT 3389

LAbarr AAGCAGAAGCAAGTAAGGTTCATAAAAGGATTTCCATGATGCTAGGGAATGCGTCTAGTT 3414
*‘**:**.**:_ * kK kk kK ***‘* ‘* :_*********‘*. ..*** *k Kk kK

LA TCTGCTTCGATTATGATGACTTCAATTCTCAGCATTCAATAGCTAGTATGTATACGGTTT 3449

LAlus TCTGTTTTGATTACGACGACTTTAATTCCCAGCATTCAATAAGCAGCATGTACACAGTAC 3449

LAbarr TTTGTTTCGATTATGACGACTTCAATTCTCAGCACTCTATTTCGAGCATGTACACTGTGT 3474
kK kk kk kkkkk kk kkkhkk khkkkk kkk kK **:**: Kk kkkkk kk kK

LA TGTGCGCTTTCAGGGACACATTTAGTCGCAACATGTCTGATGAACAAGCAGAGGCGATGA 3509

LAlus TATGTGCTTTCAGAGACGCTTTCACACGTAATATGTCCATTGAACAACGCGAGGCTATGG 3509
LAbarr TGTTGGCGTTCAGGGATGCTTACTCTCGTAATATGTCGCCAGCTCAGTTGCGTGCGATGG 3534

*.* * K *****_** _*:*: T :** Kk ok kk Kk kK :*_:**’ . *x ***_
LA ACTGGGTGTGTGAGTCCGTCAGACACATGTGGGTACTAGATCCTGATACCAAGGAGTGGT 3569
LAlus ATTGGGTATGTGAGTCAGTCAAGCACATGTGGGTTTTAGATCCGGATACTAAGACTTGGT 3569
LAbarr ATTGGGTATGTGAATCAACCAAACATATGTATGCTAAGGACCCGGGGACAAACGACTGGT 3594

* kkkkk KKkkkKk KKk Kk Kk kKKK ke s Kk KKk ok kk Kk * kKK
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LAlus
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LA
LAlus
LAbarr

LA
LAlus
LAbarr

LA
LAlus
LAbarr

LA
LAlus
LAbarr

LA
LAlus
LAbarr

LA
LAlus
LAbarr

ACAGACTACAAGGTACATTACTGTCAGGATGGCGGTTAACCACATTTATGAACACTGTGC
ACCAATTGAAGGGCACCTTGTTATCAGGATGGCGACTCACAACATTTATGAACACAGTGT
ATGAATTGAAAGGAACTTTGTTATCAGGATGGAGACTAACTACGTTTATGAATACTGTTC

* LKk Uk Kk kk kk |k kokkkkkkkk k| ok Kk kok  kkkkkkkk Kk kk

TAAACTGGGCGTATATGAAATTAGCTGGCGTATTTGATCTGGATGACGTTCAAGACTCGG
TAAATTGGGCATACAAGAAGCTGGCTGGGGTATTTGATTTAGATGACGTCCAAGATTCAG
TCAACTGGGCATATATGAAGGTCGCAGGAGTCTTTGACATAACTGACGTAGAAGATTCGG

Kk Kk kkkkk KKk Kekkk K Kkkekk Kk KKkkkk Kk Kk Kk KK KKK KKKk

TACACAACGGTGATGATGTTATGATTAGTCTCAACCGCGTGAGCACAGCAGTAAGAATAA
TACATAACGGCGATGATGTCATGATTAGTTTAAACAGAGTCAGTACAGCCGTTAGAATAA
TGCATAACGGGGACGACGTCATGATAAGTCTAAACCGGGTGTCCACAGCAGTTAAGATAA

Kk kk kkkkk Kkk Kk KKk kkkkkokkk Kk KKkk Kk Kkk . KkKkhkk Kk ek Kkkkk

TGGACGCTATGCACCGGATAAATGCGCGAGCACAGCCGGCGAAGTGTAACTTGTTTTCGA
TGGACGCGATGCATAGAATCAATGCTAGGGCCCAGCCGGCTAAGTGTAACCTGTTCTCTA
TGGAGAGGATGAGGCTGATTAACGCTAGAGCTCAAGAAGCTAAGTGTAATCTCTTTTCAA

Kok kx| Kokk KKk kk kk ok kk kx| kk kkkkkkxk ok Kk kKk ok

TAAGTGAATTTCTGAGGGTAGAACACGGTATGAGCGGAGGCGATGGTCTTGGGGCTCAGT
TAAGCGAATTCTTACGCGTAGAGCATGGGATGAGCGGAGGTGACGGCTTAGGAGCTCAGT
TCAGTGAATTCTTACGGGTCGAACATGGTATGACAGGAAAATCTGGTTTGGGTGCACAGT

Ko kK kokkkk k| k kk Kk kok kk kkkk  kkk LXK Kk kk kk o okkxok

ACTTAAGTAGGTCTTGTGCTACTCTTGTACACAGTAGGATTGAGTCTAACGAACCACTGT
ACTTAAGTCGGTCATGCGCCACACTGGTTCACAGCCGTATAGAGTCGAACGAGCCACTAT
ACCTAAGCCGTTCCTGTGCTACTATAGTGCATAGTAGGATTGAATCAAATGAGCCGATAT

kk kkkk Kk kk Kk Kk kk. k kk Kk Kk Kk kkekk kk Kkk Kk Kk Kk Kk

CAGTAGTACGAGTTATGGAAGCAGACCAGGCTAGATTGCGCGACCTGGCAAACAGAACGC
CTGTTGTCCGGGTTATGGAAGCAGACAAAACGCGGCTACGGGACTTGGCTAACAGGACCA
CACTTGTCAGATTACTTGAAGCTGATAAGACCAGGCTGAGGGACCTAAGTGATAGAACGA

ke o kekk Kk ke Kk kkkkkeokk kK * * ok kkk ok sk Kk Kok

GGGTACAATCTGCGGTAACAGCGATAAAAGAACAACTCGACAAACGTGTCACTAAGATAT
ACATTAAAGCATCAGTAACAGAAATAGAAGAGCAACTTGATCGTAGAGTCACTTCGATAT
CACGAGAAGACGTCTTGGTGAACATAAAGTATGAGCTAGATATGAGAGCTGTCAACGTAT

* % * *kk Kk ok Kk Kk Kk * .k . * %k

TCGGAGTTGGTGATGACGTTGTGCGCGACATACACACAGCTCACAGGGTGTGTGGCGGTA
TCAAAGTGGATAGAGAAGTAGTCAAAGCGATTTCTACAGCTCACAGAGTCTGCGGCGGTA
TTGGCGCCGATTACAACGTAGTTCAAGACATATATAAATCTCACAGAGTATGCGGTGGGA

* * ok * * Kk kK * * k. k ok kkkkkkk kk Kkk Kk Kk Kk

TCTCGACTGATACCTGGGCACCGGTTGAAACTAAGATAATAACAGACAATGAAGCATATG
TATCAACCGACCCGTGGGCACCAGTTACTACAAAAATAAAGACAGACAACGAAGCATACG
TTAACGATGATAAGTGGGGATCAGTAGACACTGAGATTCACACAGATTCTGGGGCATATC

* % Kkokk Kk Kk, kko ok koka . kkokkok . EE T

AAATACCATACGAAATAGATGATCCATCATTTTGGCCAGGGGTAAATGATTATGCTTATA
AAATACCATACGAAATAGATGATCCATCATTTTGGCCAGGGGTAAACGATTATGCTTATA
AGATACCTGAAGAAATAGACGATCCGTCATTTTGGCCAGGTGTTAACGATTATGCCAGGA

Kk kkkkk e K KAkKKKKKK hAhkkhkk KhkAKAKAKAAKRK KK’ Kk kk *AkkkAKkHx* *

Stem-loop for packaging (AG=-4.3 kcal/mol)

AAGTCTGGAAAAATTTCGGAGAACGACTCGAATTTAATAAGATTAAAGATGCCGTAGCTA
AAGTCTGGCAGAATTTCGGCGAAAGGCTGGAGTTTAACAAGATTAAAGACGCTGTTTCAA
AAGCATACAATATCCTAGGAGAGAAACTAGAATTTAACAAGATTAAGAGTGCAGTAGCCA

*kk Kk * K. * KKk KK Kk kk KhkkkKk kkkkkkkk kK kke Kk K

GAGGGAGTAGGAGCACTATAGCTCTGAAACGTAAGGCTAGGATAACATCTAAGAAGAATG
AGGGCAGCAGAAACACGATAGCCTTGAAACGTAAGGCGAAGATTTCTGCAGTCAAGAACG
GAGGTAGCAGGCTAACGATTGCCATGAAACGAAGAGCGCGAGTAGGATCGACGCCTACAG

LKk Rk kk | kk kokakk kkkkkkkak  kk k. . R

AATTCGCTAACAAGTCGGAATGGGAAAGGACAATGTACAAAGCCTATAAGGGTTTGGCAG
ACTTCGTCAATAAATCTGAATGGGAGAGAACTATGTACAAAGCTTACAAAGGTTTAGCAG
AGTTTATTAATATCAAGCAATGGGAGCGTGCGATGTACAGAGCTTTTAAAGGGGTTGCGA

* kx| Kok k., Kok kkkokok |k Kk kkkkkokk kkk ko kx kk Kk kx|

TCTCATACTATGCTAACCTGAGCAAATTCATGAGTATACCACCAATGGCGAACATTGAAT
TATCTTATTATGCTAACTTGAGCAAATTCATGAGCATACCACCCATGGCAAACATAGAAT
TATCATATTACACCAGCTTGAGCAAATTTATGGCTGTACCACCTATATCAGGGCTTGATC

Kk kkekk kk Kk Kk Kk Kkkkkkkkkkk kkk kkkkkkk kx K *oe Kok .

202

3629
3629
3654

3749
3749
3774

3809
3809
3834

3869
3869
3894

3929
3929
3954

3989
3989
4014

4049
4049
4074

4109
4109
4134

4169
4169
4194

4229
4229
4254

4289
4289
4314

4349
4349
4374

4409
4409
4434

4469
4469
4494



Capitulo I11: Caracterizacion de nuevas levaduras Killer de los géneros Saccharomyces (Klus) y Torulaspora (Kbarr)

LA TTGGGCAGGCTAGATATGCTATGCAAGCAGCCCTTGATAGTTCTGATCCACTCCGGGCAT 4529
LAlus TCGGACAAGCTAGATTTGCGATGCAGGCGGCCTTAGATAGTTCCGATCCTTTAAGAGCAC 4529
LAbarr GAGGCGAGGGCGCCATGGCAGTTAACGCTGCTATTGCGAGCGCCGATCCTCTGCGGGCAC 4554

*k ok * ce kK * * Kk kK * .k * % Kk kkkkk e Kk * kKoK

LA TACAGGTCATACTGT-AATTGCCAAAAAGATAATGGGAATTACCCATATGC-———-———-—— 4579
LAlus TACAAATATTCTTATGAAGTGCTCGAACGATGAGGGTTTTTACCCATATGC-———-————— 4580
LAbarr TTCAAATTCTAGTATAATCACTAGGGAAAGAGATGGATTTAATCCATAAGCATACCACCT 4614

kekKk x * * Kk ke . * sk kk s akek kkKkkke kK

Stop of Gag-Pol Stem-loop for replication (AG=-3.3 kcal/mol)

LA ———————-
LAlus  --------
LAbarr ATATCAGG 4622

Figura 111.19. Secuencia de nucle6tidos del cDNA de la cadena (+) del dsRNA de
TdV-LAbarr y su homologia con los dsSRNAs de ScV-LA (original) y ScV-LAlus. Esta
secuencia se muestra como DNA porque se obtuvo a partir del correspondiente cDNA.
El analisis de homologia se realizé con el programa ClustalW (Thompson et al., 2003).
(*) indica nucle6tidos idénticos. Doble punto (:) y punto (.) indican respectivamente
transicion y transversion de nucle6tidos de ScV-LA por otros nucleétidos en ScV-LAlus
0 TdV-LAbarr. Los motivos relevantes del extremo 5’ conservado de ScV-LA y ScV-
LAlus, el codon ATG de comienzo (Gag y Gag-Pol, Pol ScV-LAlus?, y Pol ScV-LA,
ScV-LAlus y TdV-LAbarr?) y los de final (stop de Gag y Gag-Pol), lugar del frame-
shift, stem-loop asociado al frame-shift, stem-loop asociado a la encapsidacion (VBS), y
stem-loop asociado a la replicacion (3°TRE) del virus se muestran en negrita y
sombreados en gris. La region 5’°-terminal rica en pares A/U se muestran subrayados.

Respecto a la secuencia de aminoacidos de la proteina Gag-Pol de TdV-LAbarr,
muestra un 61% de homologia con la de ScV-LA y un 62% con la de ScV-LAlus,
mientras que las proteinas de ScV-LA y LAlus muestran una homologia entre si mucho
mayor del 87%. Dada esta homologia, es de esperar que la estructura tridimensional y la
funcion de estas tres Gag-Pol sean muy similares. De hecho, en las tres proteinas se
aprecia el aminoacido His154 de la proteina Gag involucrado en el 5’-cap-snatching
(aunque en TdV-LAbarr esta en la posicion 153) mas los cuatro residuos cruciales para
el reconocimiento del 5’-cap (Tyr-150, Asp-152, Tyr-452 y Tyr-538) (Fujimura and
Esteban, 2013), y los cuatro motifs conservados (A, B, C y D) en la region central del
dominio Pol de las RdRps (100% de homologia en las tres Gag-Pol) (Bruenn, 2003)
(Fig. 111.20).

203



LA
LAlus
LAbarr

LA
LAlus
LAbarr

LA
LAlus
LAbarr

LA
LAlus
LAbarr

LA
LAlus
LAbarr

LA
LAlus
LAbarr

LA
LAlus
LAbarr

LA
LAlus
LAbarr

LA
LAlus
LAbarr

LA
LAlus
LAbarr

LA
LAlus
LAbarr

LA
LAlus
LAbarr

LA
LAlus
LAbarr

LA
LAlus
LAbarr

LA
LAlus
LAbarr

MLRFVTKNSQDKSSDLEFSICSDRGTFVAHNRVRTDFKFDNLVENRVYGVSQKFTLVGNPT
MLRFVTKNSQDKSSDLEFSICSDKGTFVAHNRVRTDFKFDNLVENRVYGVSQKFTLVGNPK
MFRFINRKTT- QANNIIPIQSDQGTFTIYGRNRIDFKYDGLTFSRQLGVSQKFTLLGNPD

koo Kok . . * Kkok s kKoK Sk Kk kxok gk ok x % Hok kok ok ok ok ok ok kK

VCEFNEGSSYLEGIAKKYLTLDGGLAIDNVLNELRSTCGIPGNAVASHAYNITSWRWYDNH
VCENEGSSYLEGIAKKYLTLDGGLAIDNILNELKSTCGIPGNAVASHAYNITSWRWYDNH
VHQSESGSYLDGIAKKYLTLEGGLAIENVMSELRSNSGIPASAVSAHAFNIASWRWYDNH

* * kkkokkkkhkhkhkhk s khkhkkkakeo *kok  hhk kk e skkekkskkhkkkkxk

H154 for 5'cap-snatching + variable region
T

VALLMNMLRAYHLQVLSEQGQYSAGSYP!
VALLINMLRAYHLKVLDERGEFGAGHYP:

KkKkk o kkhhkhkhkhkekhk Kekeo *k Kk K _kkke K _ o * kk Kk

VALLMNMLRAYHLQVLTEQGQYSAGDT PaHI

DSYPDWAQFSESFPSIDVPYLDVRPLTVTEVNEVLMMMSKWHRRTNLAIDYEAPQLADKE
DTYPDWAQFSESFPSIDVPYLDVRPLTVTEVNEVLMMMSKWHRRTNLAIDYEAPALADKE
VLAPEWAHHTEAMPTIEVPYIDVRPLTSVEVNEVLMMMCKWSRQTNLAIDFDLPNLTDRFE

Kakko skeakikokkkgkkkkhk  kkkkkkkkk kk kakkkkKkokgy Kk kykok

AYRHALTVQDADEWIEGDRTDDQFRPPSSKVMLSALRKYVNHNRLYNQFYTAAQLLAQIM
AYRHAITVQDADEWIEGDRTDDQFRPPSSKVMMSALRKYVNHNRLYNQFYTAAQLLAQIM
AYRHTAKVTEADEWLMNERPDAAFPVLSSKAMLSAIRKYVNHNRVYNHFETAAQILAQLM

KkKK ok akkKkk. .k X * Kokk kakk o kkkKkkhKk g kk ok Kkkk kKK oKk

MKPVPNCAEGYAWLMHDALVNIPKFGSIRGRYPFLLSGDAALIQATALEDWSAIMAKPEL
MKPVPNCAEGYAWLMHDALVNLPKFGSVRGRYPFLLAGDAALIQATALEDWSAIMAKPEL
VKPLPNNAEGHAWLLHDPVVNIPKFGSVRGRYPFLLTGEASLVQATALEDWSAIMGKPEI

ckkekk kokkskkksokk skkekkkkkohkhkkhkkkkokokokokhhhhhhkhkhk Kokk o

VETYAMQVSVALNTGLYLRRVKKTGFGTTIDDSYEDGAFLQPETFVQAALACCTGQDAPL
IFTYAMQVAVALNTGLYLRRVKKTGFGTTVDDSYEDGAFLQPETFVQAATACCTGQDAPL
VFTYAVDHAIAVNTGLYLRRIKKTGMGTRVDDSYEDGVFLSPETFMAAAVACATGEDAPL

sKkKK kg r sakikkkkkkkK g kkkk o kk kkkkkkk kk kkkka Kk akk kokgkkkk

NGMSDVYVTYPDLLEFDAVTQVPITVIEPAGENIVDDHLVVVGVPVACSPYMIFPVAAFD
NGMSDVYVTYPDLLEFDTITRVPVTVLEPEGENIQDGALEVTGVPIACSPYMIFPVAAFD
NGMSDVYVFYPQFVDLDTVTYIPAQVREAEG INVTSEGLKVLGVPLACSPVLLYPMAAFD

*ok ok ok k ok kK **:::::*: :‘k * * *** . Kk kK kk k. ‘k*** ] * koK Kk Kk
TANPYCGNFVIKAANKYLRKGAVYDKLEAWKLAWALRVAGYDTHFKVYGDTHGLTKF¥AD
EANPYSGSFVIKPALKYLRKGALYAKLEAWKLAWAMRIAGYDTEFKACGNTHGLSKF¥AD
DANPYSGSFKIGKAERYVRGRAVYSPFEAWKLAWAARIAGYDTRVSIPGDNTGLSKL¥AD

*kkKk ok k ok k ek k * .k sk kkkkkkk K eokkk koK * . Kk ek e kKoK

NGDTWTHIPEFVTDGDVMEVEFVTAIERRARHFVELPRLNSPAFFRSVEVSTTIYDTHVQA
NSDSWTHIPEFVSDEEVTEVYVTNIERRARHFVELPRLNSPAFFKPVEVSTAIYDTYVQA

NADSWTHIPDSFLNPEAEFIYVTDLERRRRHFIDLPNMTNPSFARSIEVQITLNDMYVES
*.*:***** . . Tk *** ~k~k~k ** NS R S .. .
Gag<>PoI

GAHAVYHASRINLDYVKPVSTGIQVINAGELKNYWGSVRRTQQGFRSGRSYDASCNAYRR
GTFSVYHASRINLDYVKPVSAGIQVINAGELRNYWGSVRRTQQGFRSGRSYDASRNAYRR
TPGSRSRAMVLSRDYVAPIASGIQVISAADLRNYWGSVRRSNAGFILGRFYDASSNSYRK

.k DL KKKk kg aokkokkk ok gk gokkkokkokkokg o kk kk kokkok kg kg

TYSWRCPRRVDRTGGQCFSRVNVIEPSHGPRPTRYILQEPGTYPAWIRFRNRVQAVSRQK
TYSWHCPRRLDRTDGKCFSRVNIIEPSHGPRPMRYILNEPNTYPAWIRFRNRVQAVSRQOR

EYRWSRPPRGDRTRARAFSRINLIESEHGHRPRRYIASGNEVVPIWIRFGRRIECVSRQK
* K * Kk kkx ':'***:*:**"** Kk Kk Kk . . * Kk kK ‘*::'****:
» ———— Variable region of 44 amino acids —— 4

ATHFLFDIVPAAVISDFTTSDTSSFAYKSHTYAVNVTALREFSDTYALYVQTDTNMTILSP
ATHFLFDIVPASKIADYTTSQTATFAYRSHTYACTVTALRFGDDYGLYVQVEANMTLLSP
ATYFLADVIPREEAINYTSANTAQVAIRRSTYTASGILVKLGDNYGFYLHVDEDMTVKTP

Kk kK Kk cke e ek * . *k s sra K K ikaan ikk. ox

AARRQASATYSQVAGFCYNTPTVMDSLANILDVDRNIRPKHFKGLRLYTRSKVTAQHHTH
AARRQASATYSQVEGFCENTPTVMDTLANILDVDRNIRPKHFKGLRTYERSKVTAQHHTH
ALRRYASMAYSNVRGSCYNTPTIMDTLCNIFDYDPDSRPSSFKGLRSYTKSKVTGMHHTH

Kk kk kKk akkek Kk Kekkkkokkok kkok Kk . kk kkkkk K kkkk  kkkk

LRPDELVEAAAKVSPRRKYYLMCVVELLANLQVDLEAAVATILAYVLTLSEKFVPIFLDS
LRPDEVLEAAARVSPRRKYYLLCVVELLAACEVNIEAAVATIMTYVLTLDEKFIPLFLDS
LRPQDVLSAAKKTGNSHYYYVQVAVERLASAGVTTEATVSTIMLYVLTSNDTTRALFLDS

Kkkoe e s s . okx LKk Kk ko kk gk akky Kkkx . kKKK
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LA RAIWVGEPGPDALTARLKASSGQIKSIHTADYEPLTELFELAVLMNRGVGHVSWQAEKDH 960

LAlus RTIWQGSKGPEELTARLKKASGQIKSVHTADYEPLTELFELAVLMNRGVGHVSWKTEREH 960

LAbarr  KAIWSKTDGEDELSDRLKRVSGQIKSIHTSELEPLTELFELQVLMNRGIGHVDWNGERHN 958
B * * * B *: * Kk ok ****** KKk . B *kkkkkkkk ****** *** * *:.

LA RLNPDVAVVDQARLYSCVRDMFEGSKQTYKYPFMTWDDY TANRWEWVPGGSVHSQYEEDN 1020

LAlus RENPDVANVNQQALYACVRDMFEGAKQTYDYPYMTWDDYTSSRWEWVPGGSVHSQYSEDD 1020

LAbarr  RTNPNTVNVDQKMLYSVVRDMFEDSKQSYKYPYMTWNDYADSRWEWIPGGSVHSQYPQDD 1018
* **:.. *:* **: ******.:**:*.**:***:**: .****:********* :*:

LA DYIYPGQYTRNKFITVNKMPKHKISRMIASPPEVRAWTSTKYEWGKQORATYGTDLRSTLT 1080

LAlus EYIFPGQYTRNKFITVNKMPKHKIARMIASTPEVRAWTSTKYEWGKQRATIYGTDLRSTLI 1080

LAbarr  EYIVPGLYTRNKFITVNLMPKNKLASIGASKPEVRAWTSTKYEWGKQRATYGTDLRSTLI 1078
:** * Kk kkkkkkkkkx ***:*:: . Kkhk khkkkhkkk Ak kA hkhkhkhkhkkhhkkhhkhkkkkhxkk

»—A—«
LA INFAMFRCEDVLTHKEPVGDQAEAAKVHKRVNMMLDGASSECEDYDDENSQHSTASMYTV 1140

LAlus TINFAMFRCEDVLTHKFPVGDQAEAAKVHKRVNMMLDGASSFCFDYDDENSQHSISSMYTV 1140
LAbarr TINFAMFRCEDVLKHKFPVGDQAEASKVHKRISMMLGNASSFCFDYDDENSQHSISSMYTV 1138

hkkkhkhkkkhkhhhk Khhkhkkhhkhkkhkh khkhkkks *k* hkkkhkkkhkhkkkhkhkkhhkk « kkkkk

B— «
LA LCAFRDTFSRNMSDEQAEAMNWVCESVRHMWVLDPDTKEWYRLOGTLLSGWRLEITEMNTV 1200
LAlus LCAFRDAFTRNMSTEQREAMDWVCESVKHMWVLDPDTKTWYQLKGTLLSGWRLTITFMNTV 1200
LAbarr LLAFRDAYSRNMSPAQLRAMDWVCESTKHMYAKDPGTNDWYELKGTLLSGWRLTTFMNTV 1198

* ****:::**** * .**:*****.:**:4 **.*: **.*:****************

»C«

LA LNWAYMKLAGVFDLDDVQDSVHNGDDVMISLNRVSTAVRIMDAMHRINARAQPAKCNLES 1260
LAlus LNWAYKKLAGVFDLDDVQDSVHNGDDVMISLNRVSTAVRIMDAMHRINARAQPAKCNLES 1260
LAbarr LNWAYMKVAGVFDITDVEDSVHNGDDVMISLNRVSTAVKIMERMRLINARAQEAKCNLES 1258

* Kk K Kk K *:*****: **:********************:**: *: *hkkhkkhkxkk Kk kxKk kK

»D «

LA ISEFLRVEHGMSGGDGLGAQYLSRSCATLVHSRIESNEPLSVVRVMEADQARLRDLANRT 1320
LAlus ISEFLRVEHGMSGGDGLGAQYLSRSCATLVHSRIESNEPLSVVRVMEADKTRLRDLANRT 1320

LAbarr ISEFLRVEHGMTGKSGLGAQYTL.SRSCATIVHSRIESNEPTST.VRLLEADKTRILRDLSDRT 1318

kkkkkkkkhkkk oKk hkkkhkhkhhkhhdkhkhk e hhkkhkhhkkhk ek ohhe ehhkh e o khhkhhke s kk

LA RVQSAVTAIKEQLDKRVTKIFGVGDDVVRDIHTAHRVCGGISTDTWAPVETKIITDNEAY 1380
LAlus NIKASVTEIEEQLDRRVTSIFKVDREVVKAISTAHRVCGGISTDPWAPVTTKIKTDNEAY 1380
LAbarr TREDVLVNIKYELDMRAVNVFGADYNVVQDIYKSHRVCGGINDDKWGSVDTEIHTDSGAY 1378
. *: ** * .':* .. ** * . ******* * * * * * ** * k.
LA EIPYEIDDPSFWPGVNDYAYKVWKNFGERLEFNKIKDAVARGSRSTIALKRKARITSKKN 1440
LAlus EIPYEIDDPSFWPGVNDYAYKVWONFGERLEFNKIKDAVSKGSRNTIALKRKAKISAVKN 1440
LAbarr QIPEEIDDPSFWPGVNDYARKAYNILGEKLEFNKIKSAVARGSRLTIAMKRRARVGSTPT 1438
DKk K KAKKKKKKKAKKAK Ky s hKk KKAKKAK KKk okkk Akkgkkgky. o )
LA EFANKSEWERTMYKAYKGLAVSYYANLSKFMSIPPMANIEFGQARYAMQAALDSSDPLRA 1500
LAlus DEVNKSEWERTMYKAYKGLAVSYYANLSKFMSIPPMANIEFGQARFAMQAALDSSDPLRA 1500
LAbarr EFINIKQWERAMYRAFKGVAISYYTSLSKFMAVPPISGLDRGEGAMAVNAAIASADPLRA 1498
Kk akk ki kk iR i kKkakakkky kkkkkasikkra a1 ki Kiikk: KikKAKK
LA LQVIL 1505

LAlus LQIFL 1505
LAbarr LQILV 1503

Figura I11.20. Comparacion con el programa de alineamiento ClustalW de la secuencia
de la proteina Gag-Pol codificada por los genomas dsRNA de los virus ScV-LA
(original), ScV-LAlus y TdV-LAbarr. El punto de unién de los dominios Gag y Pol
(sitio de cambio de fase) se muestra con puntas de flechas entre los aminoacidos 580 y
581 de la Gag-Pol de LA. Asterisco (*) indica amino&cidos idénticos. Doble punto (1) y
punto (.) indican respectivamente sustitucién del aminoacido de ScV-LA por otro
aminoacido conservado y semi-conservado en ScV-LAlus o TdV-LAbarr. El
aminoécido His154 involucrado en la unién del m’Gp durante el 5°-cap-snatching se
muestra sombreado en negro, los cuatro residuos involucrados en el reconocimiento del
5’-cap (Tyr-150, Asp-152, Tyr-452 y Tyr-538) sombreados en gris obscuro, y la region
involucrada en el 5’-cap-snatching subrayada con doble linea. La regién central
conservada del dominio Pol de las RdRps se muestran con subrayado sencillo e incluye
los cuatro motifs conservados (A, B, C y D) con 100% de homologia en las tres Gag-
Pol. Los residuos importantes de estos motifs estdn sombreados en gris claro.

111.2.6.3.2. TdV-LBCbarr.
Como en el caso de TdV-LAbarr, la secuencia ensamblada tiene una longitud

suficiente (4593 kb) como para justificar el tamafio aproximado de la banda de dsSRNA
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TdV-LAbarr estimado en electroforesis, y también parece estar bastante completa ya
que muestra homologia con toda la secuencia del dsRNA del virus ScV-LBC original
(51,3%). Ademas contiene la ORF de la proteina de la cépsida, el sitio de cambio de
fase para generar la molécula hibrida Gag-Pol idéntico al de ScV-LBC, la ORF de la
proteina hibrida Gag-Pol, un posible stem-loop asociado a dicho cambio de fase, un
posible stem-loop implicado en la encapsidacion del virus, y otro posible stem-loop del
extremo 3’ implicado en la replicacion del virus. A diferencia de TdV-LAbarr, la
secuencia ensamblada contiene menos nucleotidos (22 bps) que la secuencia de ScV-
LBC original (4593 bps vs 4615 bps respectivamente), y ademas, esta vez si aparece la
secuencia conservada 5’GAAATT (Fig. 111.21). Tal como ocurria en los virus LA
analizados en el apartado anterior, se aprecia otra ORF correspondiente exclusivamente
a la secuencia de la RNA-polimerasa en la misma fase de lectura que el dominio
polimerasa de Gag-Pol, pero en esta ocasion los codones ATG de inicio en ScV-LBC y
TdV-LBCbarr no coinciden en una zona de secuencia conservada en ambos virus. La
existencia de esta segunda ORF supondria que los ribosomas que no sufrieran el
deslizamiento hacia atras (-1) en el frame-shift podrian reiniciar la traduccion en la
segunda ORF para producir un polipéptido independiente con la secuencia completa de
la RNA-polimerasa, asegurando asi una cantidad extra de esta actividad para la
replicacion del virus quizas fuera de los viriones. No obstante, en ambos caso habria que
demostrar la existencia de la RNA-polimerasa libre en el citoplasma de la levadura,
como ya se hiciera para detectar la proteina de fusion Gag-Pol o la proteina de la
capsida utilizando anticuerpos especificos contra el dominio Pol o Gag en particulas de
virus purificadas (Ribas and Wickner, 1998).
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LBC GAATTTTTCGGTG----AACCGGAATTATGTCGTCTCTGTTAAATTCATTACTACCAGAA 56
LBCbarr GAAATTAGCTGTAGCCAATCGATTGCCATGTTCTCAACTCTTAACAATTTACTACCCGAC 60
***:**: * **. *:* . T . * k ok k **:. *:** :.:********.**.
5’ conserved Start of Gag and Gag-Pol
LBC TATTTTAAACCTAAAACTAATTTGAATATCAACTCTTCTAGGGTCCAATATGGCTTTAAT 116
LBCbarr ACTTTAAACCCTCGTAAGAATTTTAAACTTACTCACCATAGAATTAAATATGGTATGAAT 120
'***:**'***":*. * Kk k ok k **:'* *' . .***.'* .******* :* * kK
LBC GCTCGCATTGATATGCAGTATGAAGACGATAGTGGGACTAGAARAAGGCTCAAGACCCAAT 176
LBCbarr GCCAACATCAATTTTGATGTTTCTGACGACTTTGGAAAATATGAAGGTAACAGACCGGGT 180
* Kk "*** '**:* * :* ':***** H ***'*‘::‘:'**** :"***** '.*
LBC GCATTTATGTCTAACACAGTTGCTTTTATAGGAAACTATGAAGGTATTATTGTTGATGAC 236
LBCbarr GCTTTTATTGGAAATGAAGTATCTCTTTATGGTAATTATAATTCTTATATCACGGATGAC 240
**:***** :** "***: * Kk **:::**:** ***‘*: *::*** . * kK k kK
LBC ATTCCGATATTGGATGGTCTTAGGGCCGACATTTTTGATACTCATGGTGACTTAGACATG 296
LBCbarr GTGCCAATTTATGACGGTATGAGATCTGATGTGATCACTCCCGAGGGAGAGTTCAGCCAT 300
.* **.**:*: * * ***.* **' * Kk x '* :* .‘*.* * **:** **"'*.:

LBC GGCCTCGTTGAGGATGCATTGTCTAAGAGTACCATGATTAGAAGGAATGTACCAACTTAT 356
LBCbarr GAACTGGCTGAGCAAGTGCTAAGTAAAGCAACATCGGACCGAGCATCCGCTCAGAAGATC 360
*. *k ok Kkkkk * * . *.: *** . ** . *.: ** N * :*"*.

LBC ACTGCTTACGCGAGTGAATTACTGTATAAGAGAAACCTTACATCTCTATTTTACAATATG 416
LBCbarr ACGCAATACTTGGCATATAATGGAGGTATGCGTAATTGTGTATCTGTATTATACAACTTG 420

* * .:*** *. H *:::: . .**:*'*:** *. * ok kK ****:***** :**
LBC CTCCGTTTATACTACATTAAAAAATGGGGCAGTATTAAGTATGARARAGATGCCATCTTT 476
LBCbarr CTGCGTATGTATGTCATGAATGAGTTTGGCGAGGTGGTCTATGACCCAAACGAAATATTC 480
* * ***:*.** :*** **:.*.* ***.. .* .2 *****...*.* *.'**.**

LBC TATGATAATGGCCACGCCTGTCTTTTAAACAGGCAATTGTTTCCAAAGTCTCGTGATGCT 536
LBCbarr TACGACAATGGACATGTGTGCATCAAAAACCATCAGATGTTTCCAAAACATCTGGAGAAG 540
*k kK *****.** * * x .* ::****.. **.:**********. .** * %

LBC TCTTTGGAATCAAG---CCTCTCTTTGCCTGAGGCTGAAATTGCA-ATGCTTGATCCT-- 590
LBCbarr AAATCACTAGCTAGGGCTGTTGAGTACACTCCTGCTATGATCGAAGATGCGAGTACCTTG 600

. :* . :* *:** * . *: .** . ***.:.** *.* * kK ok :*::***
LBC -GGCCTGGAATTTCCAGAAGAGGATGTGCCTGCAATTTTATGGCACGGCAGAGTGTCATC 649
LBCbarr TGGCGTGAAGGAGACATACCTGAATGT-CCTTCATTGATTTGGACAGGATTTATG-CGTG 658
* Kk Kk **_*_ H _** *_ :*_**** * kK **:* :*:***.__**_: :_** *_*
LBC CAGAGCAA-CGTGTATCTTAGGGCAAGCTTGCTCAGAGTTCGCGCCTCTGGCCCCCTTTT 708
LBCbarr ATAAGCAAGCTACCATCGTCTCACGAGCAGCAGGCGGATTCGTCAATAGGGCACCTTTCG 718
_***** * H * Kk Kk *_ _*.***: . _*__**** __*_ ***_** * K
LBC CGATTGCGCATTATTCACCACAATTGACGAGAAAACTATTTGTCAATGCGCCCGCTGGGA 768
LBCbarr GGGTCGCTCATGAGTCAAAAAATCTTACTGAAAGATTAGGTATCATGGCAACTGGAGGAC 778
*_* *k Kkkk Kk ***_.*_*: * Kk x __**_* *x *_***: **__* * :**__
LBC TTGAGCCTAGCTCCGGG---CGGTATACTCACGAGGATGTAAAAGATGCGATTACGATCC 825
LBCbarr TCTCTAATGTAGAAGATTATAACTATGGGCCTTCTGACATATTGTTCGTCCTTAACAAGC 838
* e Rl L LR L KRR *. - JEEK X K
LBC TTGTGTCTGCAAACCAGGCTTATACTGACTTTGAAGCAGCATACTTGATGCTTGCTCAAA 885
LBCbarr TAGTGACAGATAATGGGCTTTACACTGACTTCACTTATGCTTATTTGATGTTGCTACAAG 898
*:***:*:*':** .* *hkk kkkkkkkk ..t ':**:** *hkkkkk Kk :***.
LBC CGTTGGTCTCACCTGTACCACGCACTGCCGAAGCAAGTGCATGGTTCATCAATGCTGGCA 945
LBCbarr TATTAGTGTCTCCTATACCAAGGTCTGCTGAAGCTGCGGCATGGTTTGTCGGTGTCCAGA 958
'**.** **:***.*****.* :**** *****:' Kok ok ok ok ok ok ok '**"** . *
LBC TGGTCAATATGCCAACTTTGTCATGTGCAAATGGTTATTATCCAGCACTGACCAATGTCA 1005
LBCbarr CGGTGTCTTTACCTAGGTTGGTAACTGACACAGGAAATATCCCACAGTTATATCAGGGGA 1018
* k k :.*:*'**:* * Kk k *: **.'*':**::**:: * kK .. *':' '* * *
LBC ATCCTTACCACCGGCTAGACACATGGAAAGATACGTTAAATCATTGGGTGGCTTATCCCG 1065
LBCbarr AAGTCTATGCCAGGTTTAACGACTGGAAAGAGACTATGGCTAACTTTAGGGCATATCCTA 1078
*: * %k '*'** *:.**...******** * % :*...*.* * . ***:*****
LBC ACATGCTGTTTTACCATTCAGTGGCAATGATTGAGAGCTG-CTATGTTGAACTCGGGAAT 1124
LBCbarr AGTCATGTTTATTGCATAGTATTGTAGTGAATGA AGCTGTTTATGTTGAGTTAAATAAT 1137

Kkako kkky ok ok ok kkkokkk okxkkk  kxkkkkkk X * Kk ok
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LBC
LBCbarr

LBC
LBCbarr

LBC
LBCbarr

LBC
LBCbarr

LBC
LBCbarr

LBC
LBCbarr

LBC
LBCbarr

LBC
LBCbarr

LBC
LBCbarr

LBC
LBCbarr

LBC
LBCbarr

LBC
LBCbarr

LBC
LBCbarr

LBC
LBCbarr

LBC
LBCbarr

LBC
LBCbarr

LBC
LBCbarr

LBC
LBCbarr

GTGGCTCGTGTGTCAGACAGTGATGCAATAAACAAATACACTTTCACTGAGCTATCAGTG
CTCAACAGAGTAAGTCCTTTCGATGCAATTAATCGTGAAAATTTTGTTGAGGTAGCTGTA

* *oekk . . . Kokokkkkokk e kK sk Kk kKoK *kokk kk kekk

CAAGGACGGCCTGTTATGAATCGAGGAATTATTGTAGATCTGACACTTGTGGCAATGCGT
CAAGGGCAGCCTGTCACAATGGGCGGTATATTGAACGATCTGACTTTAGTGTCAATGCGG

Kkkkk Kk kkkkkk * * . K kkskoke sk s kkkkkkkks kokkk Kkkrkkkkk

ACTGGTAGGGAGATCTCACTACCTTACCCGGTCAGCTGTGGCCTGACCCGTACAGACGCG
TATTCTAAGGAATTTGCACTGGCATATCCTGTGTCCACAGGACTTACAAGGACTAATATT

* kK _kxkk .k kkkk  kekk kk kk . ks ekk _Kkk kk Kk kk. *

TTATTGCAAGGTACTGAGATTCACGTTCCAGTTGTTGTCAAAGATATCGACATGCCCCAG
ATGGCACAAGAAATAGCTCTTGAAGTACCTATAACAGTAAAGGACCTAGATGCGCCTAAA

.k Kkkk ek .k kk ok kkekke Kk skk kk Kok * Kok *kk  *

TATTACAACGCGATTGATAAGGATGTTATTGAGGGGCAGGAAACTGTGATTAAAGTGAAA
TATTATAACATTGCGGAACCTATTATAACTGCAAATCAACATGCCACACTCATTGTCACT

*kokkk  kkk * k. sk kek kk * % *. ok * ke kk K.

CAGCTGCCACCAGCTATGTATCCAATTTATACTTACGGGATCAACACTACTGAATTCTAT
AATATGACGGCACCTTTATATCCAGTAATGTCTTACGGGATTAATACTGATGACTATTAT

kkk ok kk kkak kkkkkk keos ckkkkkkkkkk kk kkk_ kkk k. kkk

TCTGACCATTTTGAAGACCAGGTACAAGTTGAAATGGCACCAATCGATAATGGAAAAGCA
TGT-AACGATACAAACATCAGTATCAAATT--TAAGGCACCCGTGACTGCTAGCGGAATA

* ok Kk ke ke kk ok kkk . ekkk Kk sk kkkkKkKk ok * ok x * *

GTTTTTAACGATGCAAGAAAGTTTTCGAAATTTATGTCCATAATGCGCATGATGGGGAAT
TCTTTCACGGAAGCAGAAAACTTCTCAAAGTTTATGAATGTTATGCGTATGTGTGGGTAC

*kk ok kK. kkk kkk kk kk kk kkkkkk . koekkkkk kkok . * kKooK

GATGTTACTGCTACTGATTTAGTTACAGGTAGAAAAGTGTCGAATTGGGCCGACAACTCA
AATGTTGAGGCCAGAGAGATGTTTTCAGGCAAGACTGTTATTAACTGGGCAGACAATGCT

* Kok kK *k ke kk .k kkekkxkk Kk * e kk . kk kkkkk  kkkkk * .

TCAGGGCGTTTCTTGTACACGGATG-TGAAGTATGAAGGACAAACTGCCTTTTTGGTTGA
AGTGGAAGGTTTTTATATACAGATGCTCAAGTCGGTGAGGATATACACTATCATGTACCT

skk Kk kk Kk kk kk_kkkk Kk kkkk * . * sk . * ek kK

TATGGATACTGTCAAGGCGAGAGACCACTGTTGGGTGTCAATTGTTGATCCTAATGGTAC
TACGCCAACATTCATAG-GCGGAGTAATTCATGGTTGAACGTGATAACCTTTAGAGGTGA

Kok kK akky o kkka Kk ok ok Kk ok akkk kx. kK| *k okkk |

AATGAACTTGTCATATAAGATGACCAATTTTAGAGCAGCAATGTTTTCTAGAAACAAGCC
AACAGCCTTTAATGCGAACATTACAGCTGTAAATTTTAAAATGTTCAATGGCCCATCTGA
R R R R S R HE R S S I

CTTGTATATGACAGGGGGGTCAGTCAGGACCATAGCTACTGGCAATTATCG-AGATGCTG
AGTATTGATGACAGGACCTCGAGTTATG-CCGGTACGGATGAATGACTTCGTAGATAAGG

ko Ky KkkkKkkkKk Kokk kok kk .k Kok T kKX kkxx %

CTGAAAGATTACGTGCAATGGATGAAACGCTCAGATTAAAACCTTTTAAGATTACTGAGA
CGGTCGAAATAGCTTCTCGTACTGACACAATCAAAATCTTACCTCTACGGAAAACTATGC

Kok KokKk ok Kk LKk Kok kkk Kk ak s kkokk ko kkaakkk ok

)]
AGTTGGATTTTCGTGTAGCAGCTTACGCGATACCAAGTTTGTCGGGCAGCAATATGCCAT

TGCCGGATTTTCGATTCCTCAGGTATCAGTICCCGGGTGTGTC TGGGGAATACTG
:* *********: *_ .. * x .*:*.**__** *hkkkkkKx K .. *: _*:
-1 Frame-shift site Stem-loop for frame-shift (AG=-8.4 kcal/mol)

CCTTACACCATCAGGAACAACTACAGATATCAGAAGTGGACGCGGAACCAATCAATCCTA
TCTTGCCACGGGAGAGCACACAACAGTTTGGCCAGGAAGAACAGGAGCTGGTAAATCCAG

*kk K * * % kok e kkkk ek * ke kK *kk Kk * ko kKK .

TAGGAGAGGACGAACTTCCACCGGATATAGAATAGGTGTCGAAGACGATGAGGACTTAGA
-AGGCGAGAGACATGTCAATCCG--———————— AGATGTAGAG-—-——————————-———
***.***~._ *. Kk __:*** **_***_**_

Stop of Gag LBC
TATTGGTACGGTCAAATACATTGTGCCATTGTATTTGAACGGTGATAATGTGGCACAAAA
—-—-TGATACCG----ATATATCTAACAATAG--——-—~— ACGGGGAGATGACGACAACGCC

**‘*** * * kK Kk :.*‘**:* *kkKk KKk *: . *.** """
Stop of Gag LBCbarr
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LBC TTGTTTAGAAGCAACACACGTGCTTATCAAAGCTTGTAGTATTGCGAACCGGATTGTAGA 2262
LBCbarr AG---AGGAAGCTGATAAAGTGCT--TCTGGCCATGTATTATT-CGAACCAGAAAGTGAT 2224
Lkkkkky sk kkkkk  kki | kukkkk kkkk kkkkkk Kksokk
LBC TGACGGAGAGGGTCACTGTTTCACACAGCAAGGGCTGGCGCAGCAGTGGATCTTCCATAG 2322
LBCbarr CAAGACTAAGGCAGGATCTTTCACTCAAACTGGGCTATCTAAGCAGATGATAGTCCATAA 2284
Cokkk sk kkkkkkokk | skkkkk | ok kkkkks KKk KRKKKK
LBC GGGGGAGATGATATTTGTGAAGGCGGTACGCATTGGTCAACTCAATGCATATTATGTAGA 2382
LBCbarr TGGGATGACAGTGAATACTGACGTCATTAGAATTGGGGATGTCAATTGTTATTATGTACG 2344
KKK skx |k sak |k ok ko Kk kkkkk ki kkkkk s kKKKRRAAK
LBC CTATAAGAACGTCACAAATTATAGTCTTAARAACCGCTGCTCAAGTAGGAGCGACGATATC 2442
LBCbarr GTTGAAGTTTTGTGATGCAGCATCAAAAGAAATTACACGTCAAGCAGGAGCGACGATGTG 2404
*. oxkxx Lt LtrorLii kKK ki kkkkk kkkkkkkkkkkk K
LBC AAATAACTTACGCCACGGATTTGTTGACAATCAACAAGACGCATACACGCGCTTGGTTGC 2502
LBCbarr TGGTAACTTCAGACACTTATTCGCAAACTCAACTGGTACGGTATACGATTGGCTGGACCG 2464
LkKKKKK |k kkk  kkk ko Kk s s s ok kkkk K KKk
LBC CAACTACTCTGATACGCGGAAGTGGATACG---TGACAATTTTACATATAATTATAATAT 2559
LBCbarr GGACAAAACCGTATTAAGAATGTACAATAGGCTTGCTAGTTACAAATATGACTACAATAT 2524
KKk ik kiai |k kikk | ki K Kk |k kky ok kkkk Kk Kk kkkkk
LBC G---GAGAAAGAAAAGTATAGGATAACCCAATACCACCATACACATGTGAGGTTGAAAGA 2616
LBCbarr AGCTGATAAAAAAACAGAAAAAATAAGTCAGTTTCATCATGTACACGTAAGGCTCAAGGA 2584
Xk kkk kkk | kik | kkkk  kk ki kk kkk | kkk Kk KKk K Kk K%
LBC TTTGTTTCCATCCAGGARAATAGTTAAACTAGAGGGATATGAAGCCTTGTTGGCAATGAT 2676
LBCbarr CTTATATGCTAATAAGGATATTGTGACAGTAAGCGGTCATGAAGCATATCTCGTTAACTT 2644
Kk Kok Kia | ok k kikkikk Kk k kk | kks kkkkkkk ks K K ks ok
LBC GCTAGACAGGTTTAACAACATAGAGTCAACACATGTAACTTTCTTCACATATTTAAGAGC 2736
LBCbarr ACTTGATAAGTATACAGATAAAGCTATAACACACGCTACTTTCATAACCTATTTGAGAGC 2704
KKKk Kk kkikk |k kikk | i kkkkkk Kk sokkkkkkak Kk KKKKK KAKAK
LBC ACTACCTGACCGTGAAAAAGAAGTCTTTATTAGCTTAGTCTTAAACTATAATGGCCTTGG 2796
LBCbarr ACTGCCTGCTAAGGAGGCCAGGCTTTTCATAAAATTAGTCATTAAGTATGGTAAAATAGA 2764
kkk _xkxkxK | kk X Kk KKk | kkkkkkikikk kkk Kk koK
LB CAGAGAGTGGTTGAAGTCTGAAGGTGTTAGGGCTAAACAAGCACAAGGTACTGTGAAATA 2856
LBCbarr CCAAGAATGGTTAAAAGAAGAAGGAACTGTAGCAAAGCAAATACAGGGCAGCACTGACTT 2824
Ko kkk kkkkk kk | skkkkks ok kkakk kkk  kkk Kk Kk R
LBC CGATATGAGTAAACTATTTGAACTGAATGTACTAGAGAACGGAGTTGACGAAGAAGTTGA 2916
LBCbarr TGATCTAAGTAAAATTTTTGAGCTTAATGTACTGCATAATCGGGTCGAAACTACAGTCAA 2884
KKK K KKKKKK Ky kkkkk Kk kkkkkkkk | ok kk Kk Kk Kk . KKK K
LBC CTGGGAGAAAGAGAAACGCAACAGGTCAGATATCAAGACTGTTAACATAAGTTATGCARA 2976
LBCbarr TTGGAATGAAGAAAGAGAACATAGGACGAATCCTAATACAGTGAATATAGCTTATCCAGA 2944
KKK K KKKk Kk Kk kkkik | kk | kk kkikk Kk KKk KKK KKK
LBC AGTTCTCGAACATTGTAGAGAGCTATTCATCATGGCGAGGGCCGAAGGGAAACGGCCAAT 3036
LBCbarr CGTCTATACTAAGTGCAGAGAATTGTTTGAATTAGCAAAACAAGAAGGAAAGTCACCTAT 3004
KK sk kk kkkkk |k kk s sk Kk k| kkkkk Kk LKk Kk
LBC GAGGATGAAATGGCAAGAGTACTGGAGGCAGAGAGCAGTTATCATGCCAGGTGGATCGGT 3096
LBCbarr TAAGATGGACTGGAATAAGTATTGGATGCAGAGAGCCTCGATAATGCCATCCGGTGCAGT 3064
K KKKK K KKk ki kkkk kkkk kkkkkkkkk Kk KKK KKK xk. ok Kk
LBC CCACAGTCAACATCCAGTCGAACAGGACGTGATTAGAGTATTACCCAGAGAAATCAGAAG 3156
LBCbarr CCACTCACAACATAGTGAGCTAGACAAGTATGTGAGGAAATTACCTCGTGAAGTCAAAAA 3124
KKkKK L sKKKKKK | ks sk ok ks Kk kk  skkkkkk kakkk Kkk Kk
LBC TAAGAAGGGGGTGGCAAGTGTCATGCCATACAAAGAACAGAAGTATTTCACGTCCAGAAG 3216
LBCbarr CAAGAAAGGGTTGGCTGCTTCGCTACCTAACATAGACCAGAGGTACTTTCTGAGCAAAAT 3184
KEkKKK KKK kkkky | Kk LK Kk ikkkikkk kkkk kkk kk | ki kK kk
LBC GCCGGAAATACACGCTTACACTTCAACGAAATACGAGTGGGGAAAAGTGAGGGCACTATA 3276
LBCbarr ACCTTCTATTGAAGCATATGTTAGTACAAAGTATGAATGGGGAAAAGTTAGGGCTTTATA 3244
KK ikky ok kkakk | ki skk kk kk kk kkkkkkkkkkk Kkkkk: KAAK
LBC TGGGTGTGATTTTTCATCACATACAATGGCTGATTTTGGATTGTTACAATGCGAGGATAC 3336
LBCbarr TGGATGTGATTTCAGCAGTCATGTCAACGCAGATTTTGGATTATTAAATTGTGAAGATAC 3304
KKK KKKKKKKK 31 skkk ki kkikkkkkkkkkkk kkk Kaikk Kk KEKKK
LBC ATTCCCGGGCTTTGTACCAACAGGGTCTTACGCCAATGAGGATTATGTCAGGACCAGAAT 3396
LBCbarr TTTTCCTCACTTTATACCTACTGGGCCTCAAGCTACTGAGGGGTATGTGAAAACACTTTT 3364

sxx kK kkkk kkkkokkokkk Kk k Kkk Kk kkkkx  kkkkk K ** sk
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LBC TGCTGGGACTCACTCATTGATCCCTTTCTGTTACGATTTCGATGATTTCAACAGCCAACA 3456
LBCbarr GAAAACAGCTAAATACAATGTGCCTTTTTGTTATGACTACGATGACTTCAACAGTCAGCA 3424

..**‘*.*..:: .* *kkkkhkk Khkkkk kK *:****** * ok kK ok ok ok ok **.**

LBC TTCAAAGGAAGCCATGCAAGCAGTGATTGATGCATGGATATCTGTCTATCACGATAAGTT 3516

LBCbarr TTCAAAGTCAAGCATGCAAGCAGTGATAGACGCTTGGATAAATACATATTTCGACGACCT 3484
* ok ok Kk ok ok ok .*. ********k******:** **:******:.k. .*** :*** _* *

LBC AACAGATGACCAGATAGAGGCGGCAAAGTGGACACGAAACTCGGTAGATAGAATGGTCGC 3576

LBCbarr GACTGAAGACCAAATTGCTTCAGCCTTATGGACCAGAGAGAGTGTCGGTGAAATGTTTGT 3544
LKk kk ok kkkk Kk ok KKKk o Kkkkk Kk Kk o Kk K K _kkkk K

LBC TCACCAACCTAACACTGGTGAGACTTATGATGTTAAAGGGACACTGTTTAGTGGCTGGCG 3636

LBCbarr CAATGATGTAAAGAACAGTGTTAGATATGAAGCTATGGGAACTCTATTTAGCGGATGGAG 3604
] sk k| kkk s ok akkkkk ok kky Kk KKk kKk KkKKK Kk kkk x

LBC ATTAACAACATTTTTCAATACGGCGTTGAACTATTGCTACCTGGCTAATGCAGGTATARAA 3696

LBCbarr GCTAACTACGTTTATAAACACCGCTCTTAATTATGCATATCTTGCTAAGGCGGGGATAAA 3664
Kkkk kK Akkok Kk KKk KKk Kk kk kkk Kk Kk KEAKKK KKk Ak AkkkK

LBC CTCACTAGTGCCAACGAGTCTCCATAATGGTGATGATGTTTTTGCAGGGATAAGGACAAT 3756

LBCbarr CAAACTAACCAATATAAGCATCCATAACGGTGATGATGTCTATGCAGGAACAAGAAATTT 3724
Ko KKKk LK KK KKKKKKA KAKKAKAKKAK Ko kAKKAK K AKkKk Kk .ok

LBC AGCTGACGGTATTTCTTTGATCAAAAACGCCGCAGCCACGGGAGTTCGCGCTAATACAAC 3816

LBCbarr GAAAGATATTGCTAGGCTTTTGCAGAATAGCAAGCAGATGGGAATACGTGCCAATACTAC 3784
T Kook KKKk kK KKKk kokk KAk kAKKk kK

LBC TAAAATGAACATTGGTACGATAGCAGAGTTTTTGAGAGTTGATATGCGTGCAAAAAATAG 3876

LBCbarr AAAAATGAGCATTGGTACTATTGCTGAGTTTTTACGTGTAGACATGAGGGCAGAAAAACC 3844

SkKKKKKK KKK KKK KhAK Kk hkhk e khKAAKRhA _ _Kekhkkhkekk KKk * *kk _ K*rkk-

LBC TACTGGCAGTCAGTATTTAACAAGAGGGATTGCTACCTTCACGCACAGTAGGGTTGAGTC 3936
LBCbarr TACTAGTGCTCAGTATTTAACTAGAGGGATATCTACTTTTGTGCATGGTAGGATAGARAG 3904
****_* . ************:********: Kk Kk kK kK . * kK _*****_*:**_:
LBC TGATGCACCACTGACATTGCGCAATCTAGTATCTGCTTACAAAACCAGATATGACGAGAT 3996
LBCbarr TGAAGCTCCAGTCGGATATAGGGCTATGGTTAGTGCCTATAAGACACGATATGACGARAGT 3964
***:**:*** * . **: '* "*'*_**:: *kk Kk **'**"**********.'*
LBC TTTAGCTCGTGGCGCAAGCATCGATAACATGAAGCCACTCTATCGTAAGCAATTATTTTT 4056
LBCbarr ATTAGAAAGAGGGGGAAATGCGCAACGACTAAAGCATTTGTATCGTAAGCAACTATTTTT 4024
:****.:.*:** * **. . *:....*.****.: * kkkkhkkhkkhkhkkk khkkkkkk
Stem-loop for packaging (AG=-3.4 kcal/mol)
LBC TGCTAGAAAGTTGTTCAATGTCGAGAAGGACATTGTTGACAATCTGATAACGATGGACAT 4116
LBCbarr CGCTCGTAAAAAGTTTGATGTATCTGAAGAAATGCAAGAAAAATTGCTAAAGACGCACGT 4084
***_*:**_::*** '****_ . _*_**_** ::**_**: **_***_** * **'*
LBC ATCATGTGGCGGTTTGCAAGARAAGGGTAGGGTATCAGAGATGGTGTTACAGGAGGTTGA 4176
LBCbarr GCAAGCTGGCGGTCTATCAGTCAATGGTAAGATAGGARACTACACATTGGAAGATGACAG 4144
_* Kk ok ok ok kK *_ _**:_** ****_*_** *_* e . _**_ *_** *:
LBC CATTGAGAATATAGATAGTTATAGGAAGACAAGGATGATCGCCAAACTGATTGACAAGGG 4236
LBCbarr CCTTGCATACGCAGATATTGATGTGAATGAAATAAGCAGCTTATTACAGCCT-—---- GG 4198
*'***__:* . *hkkKkk K **' * kK __** ‘* * K '::**:*_ * * x
LBC GGTTGGCGATTATACTGCATTCCTGAAAACTAACTTTTCCGAGATAGCTGATGCTATCAC 4296
LBCbarr AGTTAAGGACTACGTAACTAGTTTGAAGTCTTTATATCCAGAGATACGGGAATTCATAAC 4258
'***__ Kk KKk . :'*:: ****_:**::‘*:* *'****** **: **.**
LBC AAGAGAGACACGTGTAGAGTCAGTGACCAAGGCTTATAATGTTAAGAAGAAAACGGTCG- 4355
LBCbarr GGAAAAGACAGTGAGAAGGACACTTATGAAAGCCTTCAATATAAATAAAAATACGATATG 4318
"*'***** . *"*:** * K **'** *: ***'*:** **'**:***‘*'
LBC —-TACGCGCGTTTAGGGACCTAAGCGCAGCATATCATGARAGAGCGGTGAGACATGCTTGG 4414
LBCbarr TATCAAACCGGCCAGTAGCAAGGCGAT--ATATAATCAGATAGCACTAARAGGTGCTTGG 4376
:*"'* “* * *:*'***': ****‘** *'* ***' *'*'* '*******

LBC AAGGGGATGAGTGGACTACACATAGTCAACAGGATTCGTATGGGAGTGAGCAACTT-—--— 4470
LBCbarr AATGATGACTCTAATTTTAGAATATTTAACAGAGTTAGACAGGGTGTGAGTAACGTGATA 4436
* Kk *' .t : *‘.: *:"'*** * *****“**'*:.:***:***** * kK K
LBC —--AGTAATGG-TTGTTAGCAAAATCAATCCTGCAAAAGCTAATGTGCTAGCCARAT--CA 4525
LBCbarr GGCGTATTGGGTAAATTGTCCAATGCACACGGCAAAAG-TCTTGAGCGAGACARATGACG 4495

.***:*** *:.:*:* ..*** .* .* * kK k ok ok k *.:**:** **.***** *.
Stop of LBCbarr Gag-Pol
LBC GGAGATCCTACAAAATGGCTTGCAGTCCTTACATG---ATATACAGGCAACCACATAAGA 4582
LBCbarr CAAAAGTCTTGAGCGAGACAAATGACCCCATCAAGTGGTTATCTATATATATAACATAGA 4555
_*_* **: *___:*_*::_ .. * Kk ::**:* :***_ * . *:_ *__::***
Stop of LBC Gag-Pol
LBC CCTGAGAACAAAGAG--——- TACATACGATACTACGCA 4615
LBCbarr TGTAATACCAAGAAAGTTGTGACCTATATGACAACGGC 4593

* Kk ok kkk ok *k koK s kK ekkk

Stem-loop for replication (AG=-3.3 kcal/mol)

Figura 111.21. Secuencia de nucleétidos del cDNA de la cadena (+) del dsRNA de
TdV-LBCbarr y su homologia con el dsRNAs de ScV-LBC (original). Esta secuencia se
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muestra como DNA porque se obtuvo a partir del correspondiente cDNA. EIl analisis de
homologia se realizd con el programa ClustalW. (*) indica nucledtidos idénticos. Doble
punto (:) y punto (.) indican respectivamente transicion y transversion de nucleétidos de
ScV-LBC por otros nuclettidos en TdV-LBCbarr. Los motivos relevantes del extremo
5’ conservado de ScV-LBC y TdV-LBCbarr, el codon ATG de comienzo (Gag y Gag-
Pol, Pol de ScVV-LBC?, y Pol de TdV-LBCbarr?) y los de final (stop de Gag y Gag-Pol),
lugar del frame-shift, stem-loop asociado al frame-shift, stem-loop asociado a la
encapsidacion (VBS), y stem-loop asociado a la replicacion (3°’TRE) del virus se
muestran en negrita y sombreados en gris. Los dos posibles stem-loops de replicacion
del extremo 3’ se muestran subrayados.

Respecto a la secuencia de aminoacidos de la proteina Gag-Pol de TdV-LBCbarr,
muestra un 42,5% de homologia con la de ScV-LBC (Fig. 111.22), mientras que no se
observd practicamente homologia con las ScV-LA (23-24%), similar a la ya observada
entre ScV-LBC y ScV-LA (25%) (datos no mostrados). Dada esta homologia, al igual
que ocurria con las Gag-pol de las LA, es de esperar que la estructura tridimensional y
la funcién de las Gag-Pol también sean muy similares. De hecho, en estas dos proteinas
también se aprecia el aminoacido His154 de la proteina Gag involucrado en el 5’-cap-
snatching (aunque en ScV-LBC esta en la posicion 155 y en TdV-LBCbarr en la 156)
mas dos de los cuatro residuos cruciales para el reconocimiento del 5’-cap (Tyr-150,
ahora Tyrl52; y Tyr-452, ahora Tyr-449 en ScV-LBC o Tyr-452 en TdV-LBCbarr)
(Fujimura and Esteban, 2013), y los cuatro motifs conservados (A, B, C y D) en la
region central del dominio Pol de las RdRps con una homologia cercana al 100% en las
dos Gag-Pol (Bruenn, 2003) (Fig. 111.22).
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MSSLLNSLLPEYFKPKTNLNINSSRVQYGFNARIDMQYEDDSGTRKGSRPNAFMSNTVAF
MFSTLNNLLPDTLNPRKNFKLTHHRIKYGMNANINFDVSDDFGKYEGNRPGAFIGNEVSL
* ok **.***: ::*- *.::. *::**:**.*::: .** *. :*'**.**:.* *::
IGNYEGIIVDDIPILDGLRADIFDTHGDLDMGLVEDALSKSTMIRRNVPTYTAYASELLY
YGNYNSYITDDVPIYDGMRSDVITPEGEFSHELAEQVLSKATSDRASAQKITQYLAYNGG
Kkks | K _KKaKk Kkakakas | Kaa . ok k. kxkax x| Kk %
HIS cap-snatchmg
KRNLTSLFYNMLRLYYIKKWGSIKYEKDATF] G CLLNRQLFPKSRD-ASLESSLSL
MRNCVSVLYNLLRMYVMNEFGEVVYDPNEIF CIKNHQMFPKHLEKKSLARAVEY

* % Koy e kok g kok gk . Kokokkokkok kg kgok g kkk . .

PEAEIAMLDPGLEFPEE-DVPAILWHGRVSSRATCILGQACSEFAPLAPFSIAHYSPQLT
TPAMIEDASTLWREGDIPECPSLIWTGEFMRDKQATIVSRAAGGEFVNRAPFGVAHESKNLT

* * . e R * kkKk e kK ke kK

RKLFVNAPAGIEPSSGR-YTHEDVKDAITILVSANQAYTDFEAAYLMLAQTLVSPVPRTA
ERLGIMATGGLSNVEDYNYGPSDILFVLNKLVTDNGLYTDFTYAYLMLLQVLVSPIPRSA

P * . * * . . kke ok kkkk kkKkhkk K kkkkskkek

EASAWFINAGMVNMPTLSCANGYYPALTNVNPYHRLDTWKDTLNHWVAYPDMLEYHSVAM
EAAAWFVGVQTVSLPRLVTIDTGNIPQLYQGKVYARFNDWKETMANFRAYPKSCLLHSIVV

Kk e kkK . * ek Kk * kK s e ok kes kkeke .. kKK s kke .
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ke kkkKk ke kkk  Kkkk . K ke s kkkos Kk Kk e KkkkkekKk ske ek kK

VSCGLTRTDALLQGTEIHVPVVVKDIDMPQYNMNAIDKDVIEGQETVIKVKQLPPAMYPIY
VSTGLTRTNIMAQEIALEVPITVKDLDAPKY] NIAEPIITANQHATLIVTNMTAPLYPVM

Kk kkkkk s . K kK kKK ok ko kKkk . . - . Sk k.

TYGINTTEFYSDHFEDQVQVEMAPIDNGKAVENDARKFSKFMS IMRMMGNDVTATDLVTG
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sk Kkkkk g kokkokkkkk . . * Ko s L . I

Ga 4> Pol
RAAMFSRNKPLYMTGGSVRTIATGNYRDAAERLRAMDETLRLKPFKITEKLGFSCSSLRD
NFKMFNGPSEVLMTGPRVMPVRMNDFVDKAVEIASRTDTIKILPLRKTMLPGFSIPQVSV

ok, . kkk X . a. Kk % . skaa ke o * %k

TKEVG-QQYAILTPSGTTTDIRSGRGTNQSYRRGRTSTGYRIGVEDDEDLDIGTVKYIVP
PGCVGDGEYCLAT--GEHTTVWPGR-TGAGKSRG-——-———=—————-—— ERHVNPRCRVIP
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* e K ekKk .k sk ok kk kokkokkokk skk . Kekk K ekke s .
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Kk kkekkkKkkhkK ok skk kK. ek s eakkkk _kk kkk kK. ke kk e kK Kk Kk

VLENGVDEEVDWEKEKRNRSDIKTVNISYAKVLEHCRELFIMARAEGKRPMRMKWQEYWR
VLHNRVETTVNWNEEREHRTNPNTVNIAYPDVYTKCRELFELAKQEGKSPIKMDWNKYWM
Kk kK kakaaka akaa skkkKk ok Kk akkkkk ks KKK kg ak kg%

QRAVIMPGGSVHSQHPVEQDVIRVLPREIRSKKGVASVMPYKEQKYFTSRRPEIHAYTST
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»—A—«

LBC CYDEDDENSQHSKEAMOAVIDAWISVYHDKLTDDQIEAAKWTRNSVDRMVAHQPNTGETY 1194
LBCbarr CYDYDDFNSOHSKSSMOAVIDAWINTYFDDLTEDOIASALWTRESVGEMFVNDVKNSVRY 1182
Kok k. *********.:********* 4*.*.**:*** * Kk k. **..* .......

> B < »C«
LBC DVKGTLFSGWRLTTFFNTALNYCYLANAGINSLVPTSLHNGDDVFAGIRTIADGISLIKN 1254
LBCbarr EAMGTLFSGWRLTTFINTALNYAYLAKAGINKLTNISIHNGDDVYAGTRNLKDIARLLON 1242

Kkkhkkkhkhkkhkhkhk s hhkhhkhk Hhkshkhkxkx _ * kekkhkkkkokk K o K ke ek

»D «
LBC AAATGVRANTTKMNIGTIAEFLRVDMRAKNSTGSQYLTRGIATFTHSRVESDAPLTLRNL 1314
LBCbarr SKQMGIRANTTKMSIGTIAEFLRVDMRAEKPTSAOYLTRGISTFVHGRIESEAPVGYRAM 1302

Kog kR kR K kk KKk Kok kokkkkkkkok g o K akkkkkkkgkk Kk kykkg kK, * .

LBC VSAYKTRYDEILARGASIDNMKPLYRKQLFFARKLENVEKDIVDNLITMDISCGGLQEKG 1374
LBCbarr VSAYKTRYDEVLERGGNAQRLKHLYRKQLFFARKKFDVSEEMQEKLLKTHVQAGGLSVNG 1362

Kok kK kok kKK k ok Kok DLk Kokkokkokkkkkok Kok aas LUKk x ok

LBC RVSEMVLQEVDIENIDSYRKTRMIAKLIDKGVGDYTAFLKTNFSEIADAITRETRVESVT 1434

LBCbarr KIGNYTLEDDSLAYAD——IDVNEISSLLQPGVKDYVTSLKSLYPEIREFITEKTVRRTLM 1420

LBC KAYNVKKKTVVRAFRDLSAAYHERAVRHAWKGMSGLHIVNRIRMGVSNLVMVVSKINPAK 1494

LBCbarr KAFNINKNTICIKPASSKAIYNQIALKGAWNDDSNFRIFNRVRQGVSNVIGVLGKLSNAH 1480

LBC ANVLAKSGDPTKWLAVLT 1512

LBCbarr GKSLERDK---—------- 1488
Figura I11.22. Comparacion con el programa de alineamiento ClustalW de la secuencia
de la proteina Gag-Pol codificada por los genomas dsRNA de los virus ScV-LBC
(original) y TdV-LBCbarr. El punto de union de los dominios Gag y Pol (sitio de
cambio de fase) se muestra con puntas de flechas entre los aminoacidos 648 y 649 de la
Gag-Pol de ScV-LBC. Asterisco (*) indica aminodcidos idénticos. Doble punto () y
punto (.) indican respectivamente sustitucion del aminoacido de ScV-LBC por otro
amino&cido conservado y semi-conservado en TdV-LBCbarr. El aminoacido His154
(His156 en ScV-LBC y TdV-LBCbarr) involucrado en la unién del m’Gp durante el 5°-
cap-snatching se muestra sombreado en negro, y dos de los cuatro residuos involucrados
en el reconocimiento del 5°-cap (Tyr-150, ahora Tyrl52; y Tyr-452, ahora Tyr-449 o
Tyr-452) sombreados en gris obscuro. La region central conservada del dominio Pol de
las RdRps se muestran con subrayado sencillo e incluye los cuatro motifs conservados
(A, B, C y D) con una homologia cercana al 100% en las dos Gag-Pol. Los residuos

importantes de estos motifs estdn sombreados en gris claro.

111.2.6.3.3. TdV-Mbarr-1.

La secuencia ensamblada de dsRNA tiene un tamafio de 1705 nucleétidos y la
estructura tipica del genoma de los virus M de S.cerevisiae, con la secuencia conservada
5’GAAAAA (probablemente necesaria para el inicio de la transcripcion (Fujimura and
Wickner, 1989)), seguida de una regién codificante (ORF) de la posible pre-pro-toxina
Kbarr-1 de 271 aminoacidos, una secuencia rica en bases A (poli-A central con 78
nucleotidos) y una region 3’-terminal sin capacidad codificadora. No se aprecian
claramente los tipicos stem-loops ubicados en la region 3’ de la cadena (+) relacionados
con la replicacion y la encapsidacion del virus y ya descritos en los virus L (ScV-LA,
ScV-LAlus y ScV-LBC) vy, de forma parcial, en varios virus M (ScV-M1, ScV-M28 y
ScV-Mlus). Aunque si se pueden apreciar otros stem-loops proximos a las posiciones
habituales que podrian tener la misma funcién, y en concreto cerca del extremo 3.

Ademas, se aprecian cuatro regiones que muestran homologia con las secuencias de

213



algunos stem-loops descritos previamente en varios virus M y relacionados con sefiales
de replicacion. Estas zonas se encontraron exclusivamente en la mitad 3’ no-codificante
pero no en el resto del dsSRNA de TdV-Mbarr-1 (Fig. 111.23). Esto sugiere la posibilidad
de una estrecha relacion filogenética entre los virus M de T. delbrueckii y S. cerevisiae
en esta zona 3’ del genoma. Por otro lado, la region 5° codificadora podria tener un
origen independiente, posiblemente una proteina de secrecion codificada en el nucleo de
la levadura hospedadora. De hecho, se ha descrito homologia de amino &cidos entre la
toxina Klus y la ORF de la proteina nuclear YFR020W de S. cerevisiae (Rodriguez-
Cousifio et al., 2011). Probablemente, la region poliA central de todos los virus M
conocidos hasta la fecha sea una reminiscencia de la cola 3"poli-A de los RNA
mensajeros de estas hipotéticas proteinas de secrecion del hospedador que, de alguna
manera, se acoplaron a la region 5 del RNA viral con una evolucion filogenética
independiente.

Por otra parte, la secuencia tedrica de aminoacidos de la ORF de la posible pre-
pro-toxina Kbarr muestra una organizacion similar a la de otras pre-pro-toxinas killer
como las de los virus ScV-M1, ScV-M2, ScV-M28, y ScV-Mlus. Contiene una sefial de
secrecion N-terminal rica en aminoécidos hidrofébicos, un sitio de corte de la peptidasa
sefial, varios sitios potenciales mé&s o menos bien ubicados de procesamiento
proteolitico Kex1p/Kex2p, y cuatro sitios potenciales de N-glicosilacion (Fig. 111.23).
Todo esto sugiere que la toxina Kbarr-1, al igual que otras toxinas de S.cerevisiae, se
sintetiza como una preprotoxina que pierde su péptido sefial y se procesa
proteoliticamente a lo largo de la ruta secretora pudiendo originar una heterotoxina
madura con tres posibles subunidades como las toxinas K1 o K28 de los virus ScV-M1
0 ScV-M28 {Magliani, 1997 #937;Schmitt, 2006 #342).

Aparte de estos motifs mas o menos comunes en todos los virus ScV-M, el
dsRNA de TdV-Mbarr-1 no muestra homologia con la secuencia de los dsRNAs de
ninguno de estos virus M, qué tampoco son homélogas entre si; y tampoco existe
homologia entre las secuencias de aminoacidos de las toxinas codificadas por todos
estos virus, toxinas K1, K2, K28 y Klus, entre si o con la nueva secuencia de la toxina
Kbarr-1.
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Trans-ini~ Start
GAAAAAAGATGAAAACCAATCTGTTCATGGTGGCGGCTATCGTCTTTTTTCTAAGATTAACAAATGTGAATGCGTCTCAAGAACAAGACG
M K T N L F M V A A I V F F L RUL TNV VNA ASQE QD
Hydrophobic signal peptide N-Gly
ATTCAGCATTTGATAGTCGGATAATCAACAGCGTAATTAGCGAATTACGGGGARAGATAGATGGATGCGAGATACTGGTAGATAGTTCGG
D S A FAD S R I I N S V I S E L R G K I D G C E I L V D S S
S-P Kex2
GCACACTGGTACTATTACCTATCTCGGAAGAGGCGGAGTTCAGTTGGGAAGATAGCGAACACGCGATGAGTATTATTGACGTACTCACAA
G T LV L L P I SEZ EA AETFSWEUDSEUHAMMSTITIDUV LT

AATATAATATCAGAACAGAGATATCGGATAGTAGAGCGGCAAATCGTGCCGGTAATCTGGGAAATAACGTAACGTTACTAGACCCTGACG
K Y NI R T E I S D S RAA A N R A G N L G N N V T L L D P D
Kex2
ACGCTTTCTCGGCAGGTATAAGATTGGTTAGGCTGCCACACGTACCTGTTAGACAAGGAGTGACGACCCCAGCGGTACGTAATAATACCT
D AF SAGTIURTILVURILZPHV PV RQGV TTPAUVI RNNT
N-Gly
ACCGGACGCGCTCTACAGCGACAATAGAAGCATCGCATGACAACGCGGACAACTTGAGGCGACTATCAAGGAGAGCTCAGTGGTTTAGTC
Yy R T R S T A T I E A S HD N A DN L RARAL S RARAA Q W F S
Kex1+Kex2 Kex2+(Kex2+kex1)
CCCTGGGAGTCGACGGCTACTGGGATAAGAACTGCCCGGGTGATGAACAAGGGTACAGTCAAGATACTGCTGATCCCGGGTGCTCCAATT
P L GV D GY WD KNTCU®PGDZEZGQQGY S QDTHA ADTZPSGTC S N

ATGCGTCCACTTCATATATGAAGTCAACTTTAACACATAATTGGTGCAGGTACAGACCTGCAGGTATCTCGATATGGCCACACCATAATT
Y AS T S Y MK S T L T HNWCI R Y RUPAGTI S I WP HHN
N-Gly
GTCAAAGCGGAGGAAAAATACATACCTTATGGGCCCAGGACGTAGCACAGGCTGTATCAACAAGAACGCTTATTCATGGCAACAACCAGT
Cc Qs GG K I # TUL WHAJ QU DUVAOQA AV S T RTIL I HGNNZQ

Stop N-Gly
CACCTATGCAGTGAATGATCCCGGATGTGGTTATATATGATCAAACCAGTCCAATTTAGAGCAAATAAGATATAGAACACATGTAGTATA
S P M Q -

TACATATGTATTATTTATTTTATTAAGTTATTTAAAAAAAAAAAAAAAARAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAARAAAAAAAAAAAAAAAAA
M1 downstream poly(A) (77%) Mzb downstream poly(A) (100%)
AARAARAAAAAAAAAAAAARACAACAAGCAARCCARACCANACACANANCANAGCAMAACAACCTCACCCTCAGTATAACTGCTGGCACT
Mzb Rep (78%)
CTTGAGCAACCCTAGGGTAGAGACGGATTGACACCCTCTCGGCGCTACACTAATGTGTAGAGCTTTAGTCCGTGAACACTTACTGGTACG
M1 Pac (67%)
CAGGCACACGTTCCGTGGCTTGTTTAGACCAAATTCACGTACGCTATGTTAATATAGACGGAGTGAGGTTAACCGTCACGGTTTCAGCTT
M1 Rep (78%) M1 Enh (73%)
TATTAACCTAGCCAATAGTATCTCAATAAATAATACTGCGCAACAGT TGGCAGTTAACACGTGATATCTTACAAAACACGCCAGGTACAG
M28 Pac (68%)  M28 Enh (75%)
TCACATGACGCTACTGGCAGTATAGAGATAGTGTTAAAATGTACAGCTTCCACGTTCAGTAAGTAATAGAATAGACGCTITCGTCGTTICGT

ACTACTGACTGTGCCGCTGGTATATTAGAGGTTCTATTCATCAGTGATATCCAAGCAGATAAGGTATAATTGCAAGAAGATATTATGAGC
Mzb Enh (83%) M28 Rep (53%)
TAATCGGGTCGGAATTGACCTATAGCCATGGCTTATTATACAACGTATGATTCAGAAAGTTGACGTCAAACCTTACCTTATGATCAGTCG
Stem-loop 3'TRE
GCGATCCATATATAACTTCACCGAGCGAGTGTCTAAGATTGAAAGACATTGGATATCACACAAAACGAGACGAAGAAAAACCAAG
alu
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Figura 111.23. Secuencia de nucleétidos del genoma de TdV-Mbarr-1 (cDNA) y
secuencia tedrica de aminoacidos de la toxina Kbarr-1. Esta secuencia se muestra como
cDNA porque se obtuvo a partir del correspondiente cDNA del dsRNA del virus. Los
motivos relevantes del extremo 5’ conservado, probablemente necesario para el inicio
de la transcripcion (Trans-ini), el codon ATG de inicio (Start), y TGA de final de
traduccion (Stop) de sintesis de proteinas, el posible stem-loop asociado a la replicacién
proximo al extremo 3°(3’TRE) con una energia libre de AG = -4,9 kcal / mol, y cuatro
regiones homologas con stem-loops relacionados con sefiales de replicacion (R-S) de
ScV-Mlus, ScV-M1, ScV-M28, o potenciador de replicacion interna (Enh) de ScV-M28
con los porcentajes de homologia en paréntesis, se muestran sombreados en gris. El
péptido sefial hidrofdébico, posible sitio de corte de la peptidasa sefial (S-P), posibles
sitios de procesamiento proteolitico de las proteasas Kex-1 y Kex-2, y posibles sitios de
N-glicosilacion (N-Gly) se muestran subrayados.
(A), sitio de corte.
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111.2.7. Monitorizacion de las nuevas levaduras Torulaspora, killer y no-killer,
durante la fermentacion: uso de polimorfismos moleculares y de mutantes con
marcadores genéticos.

Como ya hemos comentado, las nuevas levaduras T. delbrueckii Killer contienen
en su interior moléculas de tamafio mediano de dsRNA virico caracteristicas que
permiten profundizar en su identificacion si es necesario para diferenciar estas levaduras
entre si 0 de otras especies de levaduras vinicas como Saccharomyces (Fig. 111.10).
Adicionalmente, estas levaduras presentan un patron caracteristico de restriccion del
DNA mitocondrial (obtenido con la enzima Rsa I) que permite diferenciarlas facilmente
de otras levaduras vinicas como las habituales levaduras Saccharomyces (que muestran
bandas de DNA de alto peso molecular no presentes en T. delbrueckii) o Kluyveromyces

(que a su vez carecen de las intensas de tamafio medio presentes en las levaduras
Torulaspora) (Fig.111.24).
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Figura 111.24. Anélisis de los fragmentos de restriccion del mtDNA (RFLPs) obtenidos
con la endonucleasa Rsal de distintas estirpes de levaduras Torulaspora, Kluyveromyces
y S. cerevisiae. Marcadores: 1 kb DNA Ladder de Biotools.

El anélisis de los RFLPs del mtDNA obtenidos con la endonucleasa Rsal permite
diferenciar facilmente distintas estirpes de S. cerevisiae (Maqueda et al., 2011b), al
contrario de lo que ocurrié con las estirpes de Torulaspora. Sin embargo, fue posible
diferenciar las estirpes de Kbarr-1 y Kbarr-2 de Torulaspora utilizando la enzima Hinf |
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para digerir el mtDNA. Las levaduras Kbarr-1 poseen una banda de unos 2,2 kb que no

aparece en las levaduras Kbarr-2 o en la Torulaspora no-Killer de la casa Lallemand

(Fig. 111.25).

Torulaspora

%

EX1178 (Kbarr-1)
EX1180 (Kbarr-1)

Marcadores
! E7AR1 (Saccharomyces)

- | EX1257 (Kbarr-2)

Figura 111.25. Tipificacion de levaduras silvestres utilizando los perfiles de RFLPs de
mtDNA obtenidos con la endonucleasa de restriccion Hinf 1. Marcadores: 500pb
Molecular Ruler de BioRad.

Cualquiera de estos métodos basados en el analisis de polimorfismos moleculares
(dsRNA virico o mtDNA) permite monitorizar las nuevas levaduras Torulaspora Kbarr
durante la fermentacion alcohdlica y determinar su grado de participacion respecto a las
levaduras S. cerevisiae. No obstante, estas técnicas son relativamente caras, complejas y
requieren de mucho tiempo como para ser utilizadas de forma rutinaria en bodegas
comerciales.

Como alternativa hemos obtenidos mutantes espontéaneos de las levaduras Kbarr
resistentes a cicloheximida (CYHF), que son muy faciles de detectar en bodega,
utilizando un método previamente descrito por nuestro grupo para S.cerevisiae (Pérez et
al.,, 2000). La mayoria de estos mutantes conservan el virus TdV-Mbarr y el
correspondiente fenotipo Killer; solo algunos mutantes perdieron el virus y el fenotipo
Killer en presencia de cicloheximida. La pérdida del virus TdV-Mbarr en las levaduras
Torulaspora resultdé mucho menos frecuente que la perdida de los virus ScV-M2 y ScV-
Mlus en S. cerevisiae (Pérez et al., 2000; Rodriguez-Cousifio et al., 2011). Esta
circunstancia nos brindé la oportunidad de analizar facilmente la influencia del fenotipo

Kbarr en la evolucion de las poblaciones de levaduras durante la fermentacion de mosto
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(Apartado 1V.2.1, Capitulo 1V); ya que las estirpes de levaduras Torulaspora CYHR
(killer y no-killer) se pueden diferenciar muy bien de las levaduras Torulaspora
originales sensibles a cicloheximida con un simple test de réplica en placas de YEPD-
CYH (Fig. 111.26).

Saccharomyces Torulaspora

’ A EX1180- EX1180- EX1 257-\
11C4 2K EX1257 CYH5

EX1180

EX88 E7AR1

Marcadores
EX198 (Klus)
EX1180- 2K-
EX1257- CYH5

P

Test killer de mutantes cyhR 4

Figura 111.26. Test de resistencia a cicloheximida y de fenotipo killer de las levaduras
Torulaspora EX1180 (Kbarr-1) y EX1257 (Kbarr-2) y sus mutantes resistentes a
cicloheximida (CYHF) EX1180-11C4 (Kbarr-1, CYHR), EX1180-2K™ (no-killer, CYHF)
y EX1257-CYH5 (Kbarr-2, CYHR). Se muestra como referencia el resultado de dos
levaduras S.cerevisiae, una sensible (EX88) y otra resistente (E7AR1) a cicloheximida.
Marcadores: 500pb Molecular Ruler de BioRad.

111.2.8. Produccion de las nuevas levaduras killer para vinificacion en distintos
medios de cultivo, a distintas temperaturas y con distintos tamafios de inéculo.

El uso de levaduras Torulaspora en la fermentacion del mosto puede mejorar la
calidad del vino (Azzolini et al., 2014; Belda et al., 2014). Estas levaduras son mucho
mas caras que las habituales levaduras Saccharomyces, fundamentalmente por el mayor
costo de produccion. En este apartado se analiza la produccion de las nuevas estirpes
vinicas de Torulaspora con distintos medios de cultivo. Se utilizé un esquema operativo
similar al utilizado previamente para las levaduras Saccharomyces (Maqueda et al.,
2011a) con el proposito de optimizar el rendimiento con vistas a una posible produccion
industrial y comercializacion.

Se realizaron cultivos paralelos de las levaduras en medio YEPD (usual para la
multiplicacién de levaduras en el laboratorio), Melazas 1x (usual para la multiplicacion
de las levaduras en la industria) y Melazas 2% (medio con el doble de la cantidad usual

de melazas para intentar suplir alguna posible carencia nutritiva en alguna de nuestras
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levaduras). Se apreciaron diferencias en la evolucion de la ODgoonm entre las distintas
levaduras en todos los medios utilizados. Los valores alcanzados en los cultivos de
todas las Torulaspora en los medios YEPD y Melaza 1x fueron siempre mayores que
los correspondientes a Saccharomyces. Esta diferencia fue menos patente con Melazas
2%, alcanzando algunos cultivos de Saccharomyces valores similares a los de
Torulaspora (Figs. 111.27A, B y C). Sorprendentemente, esta diferencia entre las
levaduras Saccharomyces y Torulaspora no se aprecio en la evolucion del nimero de
células totales en ninguno de los medios utilizados, méas bien al contrario, en varios
puntos de muestreo el numero de levaduras totales fue mayor en los cultivos de
Saccharomyces que en los de Torulaspora (Figs. 111.27D, E y F). Esto puede ser debido
a que las levaduras Torulaspora tienen tendencia a flocular y depositarse rapidamente
en el fondo de la cubeta (Fig. 111.28), lo que puede originar una sobre-estimacion de los
valores de ODggonm €n estas levaduras. En general, los valores més altos de ODgoonm Y de
celulas totales se obtuvieron con Melazas 1%, especialmente después de 48 horas, y no
se apreciaron diferencias importantes de rendimiento entre las nuevas levaduras
Torulaspora killer Kbarr y la Torulaspora 291 (comercial no-killer de la casa
Lallemand).

6 YEPD Melaza 1x Melaza 2x

50 |
£
40 |
]
@30 |
[a]
O20
10 P o
0

1E+09 F

1E+08 E

Células totales/mL

1E+07

0 2.4 4.8 7.2 96 0 2.4 4.8 7.2 96 0 2.4 4.8 7.2 96
Tiempo (horas)

Figura 111.27. Cinéticas de crecimiento de las levaduras Saccharomyces (EX85,
E7AR1, Rod23-1B, EX229 y EX85R) y Torulaspora (EX1180, EX1180-11C4,
EX1180-2K" y T. delbrueckii 291 (Lallemand) en medio YEPD, Melazas 1x y Melazas
2x. Simbolos: EX85 (—e—), E7TAR1 (——), Rod23-1B (—o—), EX229 (—A—),
EX85R (—m—), EX1180 (—m—), EX1180-11C4 (—e—), EX1180-2K™ (—A—), y T.
delbrueckii 291 (Lallemand) (--e--).
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Figura 111.28. Mlcrofotograflas (600><, Nomarskl) de las levaduras Saccharomyces y T.
delbrueckii cultivadas durante 48 horas en Melazas 1x.

En general, comparando los rendimientos de los tres medios de cultivo para el
conjunto de las levaduras utilizadas, el mejor correspondié a Melaza 1x, aunque
aumentd considerablemente la muerte celular respecto a YEPD. No obstante, también
aumento considerablemente el nimero de células viables antes y después del secado de
las levaduras. Al aumentar la cantidad de nutrientes, Melaza 2%, disminuyé de forma
decepcionante el rendimiento y la viabilidad de todas las levaduras (Fig. 111.29). Esto
podria ser debido a un posible incremento de la represion catabdlica por exceso de
azlcares (efecto Crabtree), o a la presencia de mayor cantidad de los compuestos

toxicos habitualmente presentes en las melazas.

18
16 .
14 Medias Saccharomyces y Torulaspora
12 @ OD 600nm (x10°-1)
10 Células totales (cel/mL) (x1048)
m % Células muertas
8 Viabilidad antes de secado (UFC/mL) (x108)
6 m Viabilidad después de secado (UFC/mL) (x10"8)
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0
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Figura 111.29. Medias de los rendimientos del crecimiento de las levaduras
Saccharomyces y Torulaspora en diferentes medios de cultivo.
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16 | Saccharomyces
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Figura 111.30. Rendimientos del crecimiento de las levaduras después de 4 dias en
diferentes medios de cultivo. A, en Saccharomyces, y B, en Torulaspora.

Comparando los resultados en los tres medios de cultivo de las levaduras
Torulaspora y Saccharomyces por separado, se observd que los rendimientos de los
cultivos de Torulaspora fueron mejores que los de Saccharomyces después de 4 dias de
cultivo, tanto en YEPD como en Melaza 1%, a pesar de que hubo més células muertas
en los cultivos de Torulaspora (Fig. 111.30). Este incremento de la muerte puede ser
debido a la mayor necesidad de oxigeno para un crecimiento optimo en Torulaspora
respecto a Saccharomyces (Hansen et al., 2001).

En resumen, la produccion de levaduras Torulaspora en los medios habituales de
laboratorio y la industria result6 mas complicada que la de Saccharomyces, porque
crecen mas lentamente y pierden mas viabilidad a medida que el cultivo envejece. El
incremento de nutrientes en el medio no mejord el rendimiento de la produccion de
levaduras Torulaspora ni Saccharomyces. La produccién de levaduras Torulaspora
resulta interesante si se alarga el tiempo de cultivo al menos hasta tres dias, con el

consiguiente incremento en los costes de produccion.
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IV.1. ANTECEDENTES.

El mayor problema del uso combinado de diferentes especies o estirpes de
levaduras es la dificultad para prever los resultados de la fermentacion porque la
participacion de cada levadura suele ser imprevisible, y puede afectar de forma
indeseada a la composicién quimica y aromatica del vino. Se requiere conocer mejor las
interacciones entre las distintas especies y estirpes para prever el grado de participacion
de cada levadura durante la fermentacion (Ciani et al., 2010). A igualdad de eficacia
bioldgica y vigor fermentativo entre las distintas levaduras de la mezcla, se pueden
utilizar las interacciones debidas al fenotipo killer como una nueva herramienta
biotecnoldgica para controlar el crecimiento de cada levadura durante la fermentacion
del mosto. Se ha descrito que menos del 10% de levaduras S. cerevisiae killer K2 al
principio de la fermentacion pueden desplazar al resto de levaduras sensibles de la
misma especie con el mismo vigor fermentativo, y que este efecto depende de la
cantidad de sélidos en suspension capaces de adsorber la toxina Killer (Pérez et al.,
2001). Las nuevas levaduras S. cerevisiae killer Klus, aunque tienen un espectro de
accion killer mas amplio que las levaduras Killer K2, presentan un fenotipo poco intenso
y lento (Maqueda et al., 2012; Rodriguez-Cousifio et al., 2011). En consecuencia, no es
previsible que desplacen facilmente al resto de levaduras sensibles durante la
fermentacion del mosto, que suele ser un proceso relativamente rapido. Sin embargo, las
nuevas levaduras T. delbrueckii killer Kbarr-1, ademéas de tener un espectro de accion
aun mas amplio incluso que las levaduras Klus, presentan un fenotipo killer mucho mas
intenso que el resto de las levaduras vinicas Killer descritas previamente (Fig. 111.2.3).
Sin embargo, estas levaduras Kbarr presentan menor vigor fermentativo y tolerancia a
altas concentraciones de etanol que Saccharomyces. No obstante, podrian incrementar
su grado de participacion en fermentaciones inoculadas con mezclas de levaduras
Torulaspora/Saccharomyces respecto al uso de levaduras Torulaspora no-killer. En este
capitulo se analiza en primera instancia la influencia de las nuevas levaduras T.
delbrueckii killer Kbarr y del grado de turbidez del mosto sobre el desarrollo de
levaduras S. cerevisiae sensibles durante la fermentacion; y posteriormente se evalla la

utilidad de estas levaduras killer Kbarr en la elaboracion de vinos blancos y tintos.
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IV.2. RESULTADOS Y DISCUSION.
IV.2.1. Influencia del fenotipo killer en el desarrollo de las poblaciones de
levaduras en vinificacion de vinos tranquilos.

Las fermentaciones realizadas con mosto estéril de uva Cigliente y co-inoculadas
inicialmente con mezclas de levaduras T. delbrueckii + S. cerevisiae transcurrieron de
forma correcta en cuanto a cinética de fermentacion y evolucién de la poblacion de
levaduras totales y viables (Fig. IV.1A-C). Solo las levaduras Torulaspora killer
pudieron evitar ser desplazadas totalmente durante la fermentacion por las
Saccharomyces, mientras que las levaduras Torulaspora no-killer fueron desplazadas
por las levaduras Saccharomyces durante la fermentacion. Este desplazamiento fue muy
rapido (un dia) cuando la proporcién de levaduras Torulaspora no-killer fue del 50%, y
méas lento cuando la proporcion de levaduras Torulaspora no-killer fue del 90%,
manteniéndose por encima del 50% de la poblacién total durante los primeros cuatro
dias de fermentacion. Por el contrario, las levaduras T. delbrueckii killer Kbarr
desplazaron totalmente a las S. cerevisiae cuando se inocularon en una proporcién
inicial del 90%. Esta proporcién inicial de levaduras Torulaspora killer requerida para
desplazar a las levaduras Saccharomyces fue muy superior a la proporcién de levaduras
Saccharomyces K2 requerida para obtener tasas de similares de desplazamiento (menos
del 10%) (Pérez et al., 2001). El desplazamiento fue mas evidente en mosto filtrado sin
particulas adsorbentes de las toxinas killer, aunque también se observé dominancia de
Torulaspora en mosto desfangado con particulas adsorbentes cuando se inocularon en la
misma proporcion del 90%. Las levaduras Torulaspora no-killer no dominaron la
fermentacion en las mismas condiciones, siendo desplazadas totalmente por las
levaduras S.cerevisiae, sensibles a la toxina Kbarr pero con mas vigor fermentativo que
las levaduras Torulaspora. En las fermentaciones inoculadas con 50% inicial
Torulaspora (Killer o no-killer), éstas fueron desplazadas rapidamente (un dia) por
Saccharomyces en mosto desfangado, aunque las levaduras Torulaspora Kkiller
permanecieron en mayor proporcién que las no-killer durante varios dias en mosto
filtrado (Fig. 1V.1).
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Figura 1V.1. Evolucion de las fermentaciones de mosto Ciguente estéril desfangado o
filtrado inoculado con distintas levaduras. Estirpes de S. cerevisiae: EX85 (K2, CYH?®).
Estirpes de T. delbrueckii: EX1180-11C4 (Kbarr-1, CYHR) y EX1180-2K™ (no-killer,
CYHR). A: °Brix. B: Levaduras totales. C: Levaduras viables. D: Proporcién de
levaduras Torulaspora resistentes a cicloheximida (CYHR). Simbolos: EX85 (—e—),
EX1180-11C4 filtrado (—m—), EX1180-2K" filtrado (—A—), EX85 (50%)+EX1180-
11C4 (50%) filtrado (—o—), EX85 (50%)+EX1180-11C4 (50%) desfangado (—0—),
EX85 (50%)+EX1180-2K" (50%) filtrado (—A—), EX85 (10%)+EX1180-11C4 (90%)
filtrado (—m—), EX85 (10%)+EX1180-11C4 (90%) desfangado (—¢—) y EX85
(10%)+EX1180-2K" (90%) filtrado (— A —).

Una vez conocida la capacidad de desplazamiento de las levaduras S.cerevisiae
por las T.delbrueckii killer Kbarr durante la fermentacién de mosto, procedimos a
elaborar vino blanco con mosto Cigliente. La inoculaciéon de las levaduras se realizd
siguiendo las recomendaciones de las casas comerciales: inoculacion secuencial,
inicialmente con Torulaspora y dos dias después con Saccharomyces mas la adicion de
activador de fermentacion para asegurar la viabilidad de las levaduras.
Lamentablemente, en las vinificaciones realizadas de esta forma, las levaduras
Torulaspora fueron frecuentemente desplazadas por las levaduras Saccharomyces en
menos de un dia después de la inoculacion de estas Ultimas; y no se aprecio ninguna
mejora digna de destacar en la calidad organoléptica de los vinos inoculados con
Torulaspora, probablemente debido a su baja participacion en el proceso de
fermentacion. Por otra parte, cuando las levaduras Torulaspora no fueron desplazadas
rapidamente, hubo frecuentemente problemas de final de fermentacion y los vinos

guedaron semisecos (no mostrado).
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A la vista de estos resultados, decidimos analizar la elaboracion de vino blanco
con mosto Ciguente muy bien desfangado e inoculado Gnicamente con levaduras T.
delbrueckii o S. cerevisiae. Todas las levaduras Torulaspora y Saccharomyces, Killer y
no-killer, dominaron facilmente la fermentacion debido a la baja proporcion de
levaduras Saccharomyces silvestres en el mosto clarificado (Fig. 1V.2). No obstante, la
cinética de las fermentaciones inoculadas con Torulaspora fue siempre més lenta que la
correspondiente a Saccharomyces, y en algunos casos hubo problemas de final de
fermentacion, quedando los vinos semisecos. Aunque los catadores no apreciaron
mejora evidente de la calidad de los vinos elaborados con Torulaspora, detectaron
aromas caracteristicos a fruta confitada/pasteleria que no encontraron en los vinos
elaborados con en los vinos Saccharomyces. Por otra parte, no hubo degradacién
importante de &cido malico en ninguno de los vinos, ni incremento de la cantidad de
acido lactico; en consecuencia, tampoco se apreciaron aromas lacteados en ningun vino.
En estas condiciones, pH bajo (3,11-3,28) y mosto desfangado exhaustivamente, el
desarrollo de bacterias lacticas es muy improbable; y las levaduras, tanto
Saccharomyces como Torulaspora, no consumieron o consumieron muy poco de acido

malico.
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Figura 1V.2. Evolucién de las fermentaciones de mosto Ciguente desfangado estéril,
suplementado o no con L-malico hasta 2,4 g/L, e inoculado con distintas levaduras
exclusivamente en el encubado. Estirpes de S. cerevisiae: E7TAR1 (K2, CYHF). Estirpes
de T. delbrueckii: EX1180-11C4 (Kbarr-1, CYHR), EX1257-CYH5 (Kbarr-2, CYH®) y
TL3 (mutante CYHF procedente de la Torulaspora 291 no-killer comercial de la casa
Lallemand). A: Densidad. B: Levaduras viables. C: Proporcién de levaduras inoculadas
(CYHR). D: Consumo de maélico y azacares. Simbolos: Sin inocular (—%—), sin
inocular+L-malico (——), E7AR1+L-malico (—¢—), EX1180-11C4+L-malico (—m=—),
EX1257-CYH5+L-méalico (—e—) y TL3+L-malico (— A —). Glucosa-fructosa (---).
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Capitulo IV: Elaboracién de vino tranquilos con nuevas levaduras killer Saccharomyces y Torulaspora

En resumen, la inoculacion secuencial de levaduras Torulaspora vy
posteriormente de levaduras Saccharomyces no asegurd una participacion importante de
Torulaspora en el proceso de fermentacion, y no resulté en mejora evidente de la
calidad del vino blanco. En las fermentaciones co-inoculadas inicialmente con las dos
levaduras, las levaduras Torulaspora Killer Kbarr desplazaron a las levaduras
Saccharomyces durante la fermentacion del mosto cuando su proporcion fue muy alta,
90%. Las levaduras Torulaspora no-Kkiller fueron siempre desplazadas por las levaduras
Saccharomyces, independientemente de su proporcion inicial. El vigor fermentativo y la
tasa de crecimiento fueron mayores en las levaduras Saccharomyces, lo que facilitd que
desplazaran a las Torulaspora. Sin embargo, la inoculacién inicial del mosto bien
desfangado exclusivamente con levaduras Torulaspora permitié su dominancia durante
la mayor parte de la fermentacion, originando vinos caracteristicos con distinto perfil
aromatico, aunque algunos quedaron semisecos. Esta Ultima estrategia parece ser la mas
interesante para la elaboracién de vinos con Torulaspora, especialmente si se trata de
Vinos semisecos.

IV.2.2. Vinificaciones de mosto blanco inoculado con levaduras Saccharomyces o
Torulaspora. Efecto sobre el consumo de azlcares, fermentacion malolactica, y
calidad organoléptica de los vinos.

Una vez establecido que la inoculacién inicial del mosto exclusivamente con
levaduras Torulaspora permite su dominancia durante la mayor parte de la
fermentacion, realizamos tres series de vinificaciones para confirmar la influencia de
estas levaduras sobre el perfil aromatico de los vinos blancos. Se utilizaron tres mostos
Macabeo muy bien desfangados (<100 NTU), y de un grado probable relativamente
bajo (menos de 11°Be) para intentar evitar el efecto toxico del alcohol sobre las
levaduras Torulaspora y propiciar que éstas completaran la fermentacion sin problemas.

Las fermentaciones inoculadas con levaduras Saccharomyces fueron siempre las
mas rapidas en comenzar y terminar en todas las series de vinificaciones realizadas. Las
inoculadas con Torulaspora arrancaron también rapidamente pero se fueron haciendo
mas lentas con el avance de la fermentacidn, y se hicieron indeseablemente lentas al
final. Las fermentaciones control sin inocular fueron las ultimas en arrancar, pero
aceleraron una vez arrancadas y terminaron antes que las inoculadas con Torulaspora
(Figs. IV.3A, B y C). El grado de imposicion de las levaduras Saccharomyces
inoculadas fue siempre del 100% durante toda la fermentacion, mientras que el

correspondiente a Torulaspora fue mas variable y frecuentemente decrecio con el
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avance de la fermentacién (Figs. 1V.3D, E y F). Las levaduras Torulaspora killer Kbarr
dominaron siempre la mayor parte de la fermentacién, solo en un caso disminuyeron
hasta el 75% de la poblaciéon cuando la fermentacion estaba casi concluida (densidad
1000 g/L), y hasta un 70% al final de la fermentacion (Fig. 1VV.3E). Por el contrario, las
levaduras Torulaspora no-killer (EX1180-2K") fueron desplazadas facilmente por las
levaduras Saccharomyces silvestres del mosto, excepto una fermentacion realizada con
el mosto procedente de uva poco madura y con poca cantidad de levaduras silvestres
Saccharomyces (<10 CFU/mL), donde todas las levaduras inoculadas dominaron la

fermentacion de principio a fin (Fig. 1V.3F).
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Figura 1V.3. Evolucion de las fermentaciones de tres series de vinificaciones de mostos
Macabeo desfangados exhaustivamente (<100 NTU) (A y D, mosto de 2011; B y E,
mosto de 2012; y C y F, mosto de 2013), suplementado con 3 g/L de tartéarico (solo en
los mostos de 2011 y 2012), y 0,3 ¢g/L de activador de fermentacion Actimax (Productos
Agrovin S.A.). Se inoculd con cada levaduras exclusivamente en el encubado (2-4x10°
CFU/mL de las levaduras Saccharomyces E7AR1 (K2, CYHY) o EX85R (no-killer,
CYHR), y 2-4x10" CFU/mL de Torulaspora EX1180-11C4 (Kbarr-1, CYHR) o
EX1180-2K™ (no-killer, CYH®). A, B y C: Evolucién de la densidad. D, E y F:
Evolucién del porcentaje de cada levadura inoculada (CYHF). Simbolos: Sin inocular
(—x—), E7AR1 (—¢—), EX85R (—e—), EX1180-11C4 (—=—) y EX1180-2K™ (— A —).

En general, los vinos inoculados con Torulaspora quedaron abocados como
consecuencia de la incapacidad de estas levaduras para completar la fermentacion en un
tiempo razonable (maximo de 15 dias a 16-18°C). No obstante, cuando se dejaron
reposar estos vinos durante mas tiempo quedaron secos. Esto fue debido
fundamentalmente a que en estas vinificaciones de Torulaspora hubo siempre una cierta
cantidad de levaduras silvestres Saccharomyces al final de fermentacion que pudieron
completar la fermentacion hasta producir vinos secos. Como es previsible en
fermentaciones incompletas con T100 alto, los vinos de Torulaspora tuvieron menor

grado alcohdlico y acidez total, y mayor acidez volatil y pH que los vinos procedentes
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de las fermentaciones mas répidas inoculadas con Saccharomyces o los controles sin
inocular. Sin embargo, no se aprecié consumo de &cido malico en ningln caso,
probablemente porque los mostos se desfangaron exhaustivamente (poca cantidad de
particulas de la uva y de microorganismos silvestres) y el pH estuvo siempre por debajo
de 3,3. Estas condiciones son muy restrictivas para que se pueda producir consumo de
malico o fermentacion maloléctica durante la fermentacion alcohdlica aunque ésta sea
muy lenta. A pesar de estas diferencias, los valores de todos estos parametros
permanecieron en un rango propio de vinos blancos de calidad. De todas estas
diferencias entre los vinos de Saccharomyces y Torulaspora, solo resultaron
estadisticamente significativas las correspondientes a T15, T100 y densidad, y
marginalmente significativa para azUcares reductores (Tabla I1V.1).

Tabla IV.1. Medias de los parametros generales de vinos
blancos (variedad Macabeo) elaborados con levaduras
seleccionadas Saccharomyces o Torulaspora. Analisis de la
varianza para estudiar el efecto de la inoculacion del mosto
con cada tipo de levadura.

Paramet \Vinos a
arametro Saccharomyces Torulaspora P
T15 (dias) 1,75+0,23 5,13+0,60 0,000
T100 (dias) 10+3,87 20,75+3,08 0,043
Aceptacion (%) 64,38+4,67 56,73+3,79 0,128
Imposicion en FT (%) 100£0,00  96,15+2,23 0,180
Imposicion en FF (%) 100+0,00  86,83+7,49 0,172
Etanol (%, v/v) 11,2840,58  11,24+0,56 0,967
pH 3,07+0,07 3,20+0,05 0,165
Acidez total (g/L) 7,21+0,23 6,89+0,23 0,362
Acidez volatil (g/L) 0,26+0,05 0,36+0,07 0,366
Densidad (g/L) 990,7+0,41 994,6+1,25 0,026
Az. reductores (g/L) 1,24+0,15 5,98+2,15 0,091
Acido malico (g/L) 1,4740,12 1,45+0,16 0,926
Acido lactico (g/L) 0,07+0,01  0,14+0,06 0,363

®p, valores obtenidos con ANOVA para el efecto de la inoculacion con
levaduras. Los datos corresponden a la media * error tipico de 8
experimentos independientes de Saccharomyces y 12 de Torulaspora. FT,
fermentacién tumultuosa. FF, final de fermentacion. T15, tiempo requerido
para consumir el 15% del azdcar inicial del mosto. T100 tiempo requerido
para consumir todos los azlcares del mosto hasta niveles no fluctuantes o
inferiores a 2 g/L.

En general, los vinos mejor valorados fueron los inoculados con Saccharomyces
(Tabla 1V.1), fundamentalmente por la mayor intensidad de los aromas a fruta fresca,
que fueron poco intensos en los vinos de Torulaspora. Los catadores encontraron notas
de pasteleria, fruta procesada (almibar) y golosinas en los vinos de Torulaspora, aunque

éstas fueron de menor intensidad que las percibidas durante la fermentacién, y que

233



resultan muy raras en los vinos blancos frescos de nuestra region. Quizas por esta
rareza, estos aromas fueron poco apreciados por los catadores locales y contribuyeron a
que los vinos de Torulaspora fueran aun menos apreciados. No obstante, estos vinos
blancos elaborados con Torulaspora fueron francos en nariz, de intensidad media, con
aromas a frutas maduras (notas de melocoton, pifia en almibar y dulce de membrillo) v,
en general: amables y equilibrados en boca. Dadas estas diferencias aromaticas y que las
levaduras Torulaspora realizan fermentaciones relativamente lentas y frecuentemente
incompletas, su uso podria resultar interesante desde un punto de vista tecnoldgico para
elaborar vinos semisecos.

1V.2.2.1. Anélisis de los compuestos aromaticos de los vinos blancos.

Considerando todas las series de vinificaciones en conjunto y agrupando las
cantidades de los distintos compuestos por familias (X ésteres etilicos, X ésteres de
acetato, X acidos, X alcoholes, £ monoterpenos, X furanos+fenoles volatiles, X lactonas,
¥ norisoprenoides, X compuestos carbonilicos y X otros), tan solo se aprecio diferencia
significativa en X acidos a favor de Saccharomyces (Fig. 1V.4), lo que supuestamente
deberia haber influido negativamente en las caracteristicas organolépticas de estos vinos
si tuvieran una concentracion de aproximadamente 20 mg/L para los tres &cidos grasos
de cadena media (Cs, Cg Yy Cyp) asociada a malos olores (off-flavours) en el vino
(Mufioz-Gonzélez et al., 2011; Shinohara, 1985). Esto se puede explicar porque el
impacto negativo de X acidos en el sabor del vino se considera generalmente
despreciable, y por debajo del umbral de percepcion contribuyen a la complejidad del
bouquet del vino (Mallouchos et al., 2003). Sin embargo, se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en 25 de los 75 compuestos aromaticos analizados
independientemente. La cantidad de propionato de etilo (descriptor aromético: platano,
manzana), 3-etoxi propan-1-ol (frutal), &cido isobutirico (queso, rancio, agrio) y etoxi-
gamma-butirolactona (coco, caramelo, tostado) fue mayor en los vinos de Torulaspora
(Fig. IV.5A). Por el contrario, la cantidad de acetato de isobutilo (dulce, fruta, manzana,
platano), butanoato de etilo (frutal, verde, uva, tropical, piel de manzana, vinoso),
acetato de isopentilo (platano, fruta), hexanoato de etilo (platano, manzana verde, vino,
brandy), acetato de hexilo (verde, floral), 3-metil-1-pentanol (penetrante, cacao, verde,
vinoso), octanoato de etilo (platano, pifia, pera, floral), 3-hidroxibutanoato de etilo
(frutal, verde, uva, tropical, piel de manzana, vinoso), 1-octanol (cera, citrico, floral,
graso), decanoato de etilo (alcohdlico, frutal, graso, dulce, cera, jabon), 9-decenoato de

etilo (frutal), 4-hidroxibutanoato de etilo (uva, fruta, merengue), acetato de 2-feniletilo
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(fruta, floral, rosa), laurato de etilo (cera, jabén, floral, lacteo, fruta, ron), acido
hexanoico (agrio, graso, queso), acido octanoico (cera, grasa, rancio, aceitoso, vegetal,
queso, aspero), 4-vinilguiacol (ahumado, madera, especiado), palmitato de etilo (cera,
fruta, vainilla, balsdmico), acido decanoico (desagradable, rancio, agrio, citrico, graso),
acido 9-decenoico (cera, graso, verde, fruta, mantequilla) y &cido laurico (suave, graso,

coco, laurel, jabon) fue mayor en los vinos de Saccharomyces (Fig. 1V.5A).
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Figura 1V.4. Composicién aromatica de los vinos blancos elaborados con
Saccharomyces o Torulaspora. Los compuestos se agruparon por clases quimicas. Los
datos son la media (terror estandar) en mg/L de 23 experimentos independientes. En la
parte superior se muestra el nivel de significacion (p) correspondiente al anélisis de la
varianza. ns, no significativo.
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Figura 1V.5. Compuestos aromaticos para los que se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre las cantidades presentes en los vinos blancos
inoculados con Saccharomyces o Torulaspora. A, concentracion (mg/L). B, valor medio
de actividad odorante (VAO). Los datos de mg/L corresponden a la mediazerror
estandar de 11 experimentos independientes de Saccharomyces y 12 de Torulaspora. *,
valor del umbral de deteccidn desconocido; se ha tomado arbitrariamente el valor de 1
para el calculo del VAO. **, valor de umbral de deteccion desconocido; para el célculo
del VAO se ha tomado arbitrariamente el valor de 0,035 mg/L correspondiente a la
gamma-butirolactona.

La mayoria de los compuestos con descriptor aromatico frutal fueron mas
abundantes en los vinos de Saccharomyces respecto a los de Torulaspora. Tan solo dos
compuestos con descriptor frutal, propionato de etilo y 3-etoxi propan-1-ol fueron mas
abundantes en los vinos de Torulaspora. Esto explica la mayor intensidad de los aromas
a fruta fresca detectada por los catadores en los vinos de Saccharomyces. La mayor
cantidad de isobutanoico (=acido isobutirico) en los vinos de Torulaspora podria
explicar cierto toque agrio detectado en estos vinos, a pesar de que su acidez volatil no

fue alta (0,36+0,07 g/L). En los vinos de Torulaspora sélo se apreciaron diferencias
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significativas para un compuesto (etoxi-gamma-butilolactona) que pudiera ser
responsables del caracteristico aroma a pasteleria, fruta procesada o golosinas
encontrado en estos vinos, que normalmente se corresponden con lactonas (Azzolini et
al., 2012; Azzolini et al., 2014; Hernandez-Orte et al., 2008; Jolly et al., 2014). En los
vinos de Saccharomyces se detecté mayor cantidad de 4-hidroxibutanoato de etilo, que
podria ser uno de los compuestos responsables de cierto aroma a pasteleria (merengue)
y que, sorprendentemente, no fue detectado por los catadores en estos vinos.

Estas posibles incongruencias se pueden explicar tras el analisis de estos mismos
resultados teniendo en cuenta el umbral de percepcién de cada uno de los compuestos
aromaticos. En general, se observo que el VAO (valor de actividad odorante) de los
compuestos aromaticos mas abundantes en los vinos de Torulaspora fue mucho menor
que el VAO de los compuestos méas abundantes en los vinos de Saccharomyces (Fig.
IV.5B). En concreto, la influencia de tan solo cuatro de los compuestos mas abundantes
en los vinos de Saccharomyces (butanoato de etilo, acetato de isopentilo, hexanoato de
etilo y octanoato de etilo) sobre la percepcién aromatica de los catadores podria
perfectamente eclipsar el posible efecto del resto de los componentes sobre el aroma de
los vinos. Esto podria ser la causa de que la mayor cantidad de 4-hidroxibutanoato de
etilo en los vinos de Saccharomyces no fuera detectado por los catadores como aroma a
pasteleria, aunque los ésteres polares como el 4-hidroxibutanoato de etilo contribuyen
de forma insignificante al aroma del vino, mas bien contribuyen a dar cuerpo al vino
(Thurston et al., 1981). Por el contrario, dada la poca repercusién de los compuestos con
caracter frutal sobre el aroma de los vinos de Torulaspora, los catadores pudieron
detectar matices de fruta procesada o golosinas probablemente debido a la mayor
presencia de pequefias cantidades de etoxi-gamma-butirolactona en estos vinos
(0,00+0,00 ppb en los vinos de Saccharomyces versus 15,00£3,40 ppb en los de
Torulaspora, p<0,01); ademas de cierto toque agrio como consecuencia del incremento
de &cido isobutirico en estos vinos.

Se ha descrito que el uso de T. delbrueckii al principio de la fermentacion de
mosto muy rico en azucar (350-450 g/L) reduce la acidez volatil de los vinos dulces
(Bely et al., 2008; Ciani et al., 2006; Ciani and Maccarelli, 1998; Comitini et al., 2011;
Renault et al., 2015; Renault et al., 2012; Renault et al., 2009; Taillandier et al., 2014).
En nuestro caso, trabajando con mosto con la concentracién habitual para vinos de mesa
secos, se produjo un ligero incremento no significativo en la acidez volatil de los vinos

de Torulaspora respecto a los de Saccharomyces (Tabla 1V.1). Esto es debido
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probablemente al mayor T100 de las fermentaciones inoculadas con Torulaspora
(20,75+3,08 dias) respecto a las de Saccharomyces (10+3,87 dias), lo que posibilita el
desarrollo de bacterias u otras levaduras silvestres que puedan incrementar la acidez
volatil.

A diferencia de lo descrito previamente (Anonimo, 2013; Taillandier et al., 2014),
la produccién de acetato de isopentilo (descriptor platano, pera) fue menor en los vinos
de Torulaspora respecto Saccharomyces (Fig. 1V.5). Tal como indica la compafia
Lallemand (Anonimo, 2011), es importante limitar la produccién de notas amilicas
(platano, bombdn inglés) relacionadas con el acetato de isopentilo, ya que podrian
dominar sobre los delicados aromas afrutados y florales del vino; y esto se consiguio
claramente en nuestros vinos de Torulaspora.

Se ha descrito previamente que Torulaspora produce cantidades insignificantes de
ésteres etilicos de acidos grasos saturados de Cg, Cg y Cip (Renault et al., 2009;
Taillandier et al., 2014), similar a lo que ocurrié en nuestros vinos de Torulaspora. Por
otro lado, segun la compafiia Lallemand, la fermentacién con T. delbrueckii TD291®
(kit Level2®TD) revela un amplio rango de ésteres aromaticos en el vino, en particular
de propionato de etilo y isoburitato de etilo, ambos con descriptor frutal. Estos
resultados también coinciden con los nuestros, aunque en nuestro caso, las diferencias
en las cantidades de isoburitato de etilo (descriptor fruta, citrico) no fueron
estadisticamente significativas, a pesar de ser mas abundante en los vinos de
Torulaspora. Sin embargo, la compafia Lallemand refiere un mayor contenido de
butanoato de etilo y hexanoato de etilo que intensificarian las notas de fruta en los vinos
de Torulaspora (Anonimo, 2012), mientras que nosotros encontramos lo contrario en la
cantidad de estos dos compuestos en los vinos de Torulaspora. Por tltimo sefialar que, a
pesar de que los VAOs resultaron mucho menores en los vinos blancos de Torulaspora
respecto a Saccharomyces, los primeros vinos presentaron unas notas aromaticas
positivas de “pasteleria”, caracteristica muy bien valorada por algunos catadores, y que
no fueron percibidas en los vinos de Saccharomyces.

IV.2.2.2. Efecto de la turbidez del mosto sobre fermentacion malolactica y la
calidad organoléptica de los vinos elaborados con levaduras Torulaspora.

Como hemos mencionado anteriormente, en ninguno de los vinos blancos
elaborados previamente con mosto bien desfangado (<100 NTU) se detecté consumo de
acido malico, aunque algunas de las fermentaciones inoculadas con Torulaspora fueran

inusualmente lentas al final de fermentacion pudiendo favorecer el desarrollo de
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bacterias lacticas. Sin embargo, cuando se realizé la fermentacion con el mismo mosto
Macabeo 2012 sin ajustar el pH con &cido tartarico por debajo de 3,3 (pH 3,58) y con un
desfangado menos exhaustivo (250 NTU, usual en la zona para elaborar vino tranquilo
de mesa), se produjo consumo de malico con la concomitante produccién de acido
lctico en la fermentacion inoculada con Torulaspora (Fig. 1V.6C). Esto es explicable
porque en estas condiciones (pH mayor de 3,5, mayor cantidad de microorganismos
silvestres en los fangos del mosto, y disponibilidad de azucares residuales en una
fermentacion con un final lento) el desarrollo de bacterias lacticas esta muy favorecido.
Sin embargo, en la fermentacién inoculada con Saccharomyces, mucho mas rapida que
la inoculada con Torulaspora, los azlcares se agotaron muy rapidamente dificultando el
desarrollo de las bacterias lacticas y el consumo de acido malico. De hecho, se pudieron
observar muchas bacterias en el vino de Torulaspora, tanto en el poso del vino como en
medio MLO (més de 10’ CFU/mL), mientras que se detectaron muy pocas bacterias
(10° CFU/mL) en el vino de Saccharomyces (Fig. 1V.7).

Coincidiendo con lo descrito previamente (Renault et al., 2009; Taillandier et al.,
2014), se observo un incremento en la cantidad lactato de etilo (descriptor fresa) en el
vino de Torulaspora respecto al de Saccharomyces, qué no se aprecié en los vinos
elaborados con mosto bien desfangado (Apartado 1V.2.2). Este compuesto aporta sabor
a fruta, notas cremosas y mantecosas, y contribuye a incrementar la sensacion en boca
(Canas et al., 2015; Izquierdo Canfias et al., 2011; Lerm et al., 2010). La sintesis de este
compuesto se produce durante la fermentacién maloléctica e implica la actividad
esterasa de las bacterias lacticas, aunque existen discrepancias sobre la influencia de la
fermentacion malolactica sobre el contenido final de estos ésteres (Boido et al., 2009).
En nuestro caso, solo detectamos incremento de lactato de etilo asociado a la existencia
de fermentacion malolactica en el vino de Torulaspora elaborado con el mosto de mas

turbidez.
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Figura 1V.6. Evolucion de las fermentaciones de mosto Macabeo 2012 desfangado
(250 NTU) e inoculado exclusivamente con levaduras Saccharomyces E7TARL (K2,
CYHF) o Torulaspora EX1180-11C4 (Kbarr, CYHF) en el encubado. A: Densidad en
g/L. B: Porcentaje de imposicion de cada levadura inoculada marcada genéticamente
con resistencia a cicloheximida (CYHF). C: Evolucién de la concentracion de los &cidos
malico y lactico. Simbolos: E7AR1 (—e—) y EX1180-11C4 (—=—). Acido lactico (---).
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Vinificacién inoculada con:

Saccharomyces Torulaspora

Posos vino ‘/
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natamicina
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Figura I1V.7. Presencia de bacterias al final de fermentacion de los vinos Macabeo 2012
inoculados con levaduras Saccharomyces (E7AR1) o Torulaspora (EX1180-11C4).
Micrografias de los posos del vino después del primer desfangado (dia 52), fotografias
de las bacterias viables en placas de MLO suplementado con jugo fresco de tomate y
natamicina 510 mL/L de Fungirol) sembradas con 100 pL de vino o con 100 pL de vino
diluido 10 veces en incubadas 15 dias a 25°C en anaerobiosis, y micrografia
(Nomarski, 1000x) de cada tipo de colonia aparecida en las placas de MLO.

El vino elaborado con Saccharomyces E7AR1 resulté franco y frutal con
intensidad media-alta. Se apreciaron aromas tropicales, anisados y recuerdos florales,
como cabria esperar por su mayor cantidad en ésteres etilicos de Cg-Cyo, hexanoato de
etilo (0,89 mg/L), octanoato de etilo (0,82 mg/L) y decanoato de etilo (0,27 mg/L)
respecto al vino de Torulaspora (0,36, 0,066 y 0,022 mg/L, respectivamente). Fue muy
agradable en boca, persistente y equilibrado (85% de aceptacion), destacando su baja
acidez volatil (0,20 g/L), baja cantidad de lactico (0,1 g/L, indicativo de no haber
sufrido fermentacién malolactica), y cantidades bajas de isobutirato de etilo (0,078
mg/L), lactato de etilo (0,077 mg/L), lactato de isoamilo (0,00 mg/L), &cido isobutirico
(0,68 mg/L) y succinato de etilo (4,9 mg/L). Por el contrario, una vez mas, en el vino de
Torulaspora EX1180-11C4 no aparecieron los intensos matices de frutas y flores del
anterior, y se volvieron a detectar recuerdos a pasteleria y vainilla. En boca result6 algo
evolucionado y con recuerdos a requemados. En conjunto fue menos agradable que el
vino de Saccharomyces (50% de aceptacion), tuvo mas acidez volatil (0,28 g/L), lactico
(0,74 g/L), isobutirato de etilo (0,161 mg/L), lactato de etilo (1,40 mg/L), lactato de
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isoamilo (0,131 mg/L), acido isobutirico (3,26 mg/L) y succinato de etilo (16,57 mg/L)
que el vino de Saccharomyces. El incremento de lactico y lactato de etilo en estos vinos
es indicativo de haber sufrido fermentacion malolactica, aunque la cantidad de succinato
de dietilo, también asociado a la fermentacion malolactica, fue mayor en
Saccharomyces respecto Torulaspora (0,114 mg/L y 0,104 mg/L respectivamente). En
su conjunto, el incremento de la acidez volatil y de algunos compuestos destacados
anteriormente en los vinos de Torulaspora (lactico, lactato de etilo, lactato de isoamilo,
acido isobutirico y succinato de etilo) se corresponden con lo esperado en vinos que han
sufrido una fermentacion maloléactica poco controlada y algunos pueden perjudicar su
calidad aromatica, dando notas a yogur rancio, sudor, fésforos quemados y fruta
podrida, y una pérdida de equilibrio y complejidad (Anénimo, 2014; Herraiz et al.,
1990b; Maicas et al., 1999; Miranda-Lopez et al., 1992; Tofterup, 2012).

IV.2.3. Vinificaciones de uva tinta inoculadas con levaduras Saccharomyces o
Torulaspora. Efecto sobre el consumo de azUcares, fermentacion maloléctica, y
calidad organoléptica de los vinos.

Al igual que hiciéramos con las vinificaciones de vino blanco, realizamos
vinificaciones con pasta de uva tinta siguiendo las recomendaciones de las casas
comerciales: inoculacion secuencial, inicialmente con Torulaspora y dos dias después
con Saccharomyces mas la adicion de activador de fermentacion para asegurar la
viabilidad de las levaduras. Al igual que ocurriera con las vinificaciones de mosto
blanco, las levaduras Torulaspora fueron frecuentemente desplazadas por las levaduras
Saccharomyces en menos de un dia después de su inoculacion; y no se aprecié ninguna
mejora digna de destacar en la calidad organoléptica de los vinos inoculados con
Torulaspora, probablemente debido a su baja participacion en el proceso de
fermentacion. A diferencia de lo que ocurriera en las vinificaciones de mosto blanco,
hubo muy pocos casos en los que las levaduras Torulaspora no fueran desplazadas
rapidamente y siempre hubo levaduras Saccharomyces y nutrientes suficientes como
para completar la fermentacion sin finales extremadamente lentos, y casi todos los vinos
quedaron secos (datos no mostrados).

En consecuencia, al igual que hiciéramos para los vinos blancos, decidimos
inocular la pasta de uva exclusivamente con levaduras Torulaspora, sin inoculacion
posterior con Saccharomyces. Se realizaron ocho series de vinificaciones con uva de

distintas variedades con un grado probable relativamente bajo (10,8-13,6 °Be) para

242



Capitulo IV: Elaboracién de vino tranquilos con nuevas levaduras killer Saccharomyces y Torulaspora

intentar evitar el efecto tdxico del alcohol sobre las levaduras Torulaspora y propiciar
que estas completaran la fermentacion quedando los vinos secos. Las fermentaciones
inoculadas con levaduras Saccharomyces fueron siempre las mas rapidas en comenzar y
terminar en todas las series de vinificaciones realizadas. Las inoculadas con
Torulaspora arrancaron también rapidamente pero se fueron haciendo algo mas lentas al
final de fermentacion, aunque no tanto como ocurriera con las fermentaciones de mosto
blanco (Apartado 1V.2.2), y nunca se observaron problemas de final de fermentacion,
quedando siempre los vinos secos. Las fermentaciones control sin inocular fueron las
ultimas en arrancar, aunque aceleraron una vez arrancadas y terminaron antes que las
inoculadas con Torulaspora (Figs. 1V.8, 1V.10, 1V.13 y 1V.15-17). Las levaduras
Torulaspora pudieron dominar la fermentacion, aunque con mas dificultad en la fase
final que en las fermentaciones de vino blanco, probablemente porque en estas
fermentaciones de tinto habia muchas levaduras Saccharomyces silvestres procedentes
de los hollejos. Esta dominancia fue mayor cuando se inocularon levaduras Torulaspora
killer (EX1180-11C4 o EX1257-CYHD5) respecto a las fermentaciones inoculadas con
Torulaspora no-killer (TL3 o0 EX1180-2K"). Solo se aprecié fermentacion malolactica y
presencia de bacterias en los vinos inoculados con Torulaspora (Figs. 1V.10, 1V.12,
IV.13 y 1V.15-17 para consumo de malico y Fig. 1V.14 para presencia de bacterias), y
esto fue mucho mas frecuente que en los vinos blancos de Torulaspora. En todas las
fermentaciones inoculadas con Torulaspora, si habia malico en la uva, se realizd
fermentacion maloléctica o maloalcohdlica en la segunda mitad de la fermentacion del
mosto. Esto no ocurri6 en las fermentaciones inoculadas con Saccharomyces ni en la
gran mayoria de las fermentaciones control sin inocular. En consecuencia, la acidez
volatil fue algo mayor en los vinos de Torulaspora que en el resto, aunque nunca llegé a
ser inaceptablemente alta (media de 0,45+0,11 g/L).

En general, y en contraste con lo ocurrido en vinos blancos, se apreciaron mejoras
evidentes en algunos parametros enoldgicos y en la calidad de los vinos de Torulaspora
(Tablas 1V.2-1V.8). Estos resultaron mas redondos en boca, con aromas a fruta
confitada/pasteleria, y tonos lacteados. En contraprestacion, como es logico, disminuyo
la intensidad de los aromas frutales respecto a los vinos inoculados con Saccharomyces
0 control sin inocular, en los que no se produjo fermentacion malolactica. Los
resultados fueron similares en las ocho series de fermentaciones realizadas con distintas
variedades de uvas tintas (Cabernet-Sauvignon, Tempranillo, Pinot-Noir, y Garnacha).

A continuacion detallamos los pormenores de cada serie de vinificaciones realizadas, y
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posteriormente se muestra un estudio conjunto para determinar la utilidad real de
Torulaspora en la mejora de la calidad del vino tinto.
IV.2.3.1. Primera serie de vinificaciones de uva Cabernet-Sauvignon (2011-1).

La vinificacion maés rapida fue la inoculada con la levadura S. cerevisiae que
domind durante toda la fermentacion en una proporcion del 100%. Las fermentaciones
inoculadas con levaduras T.delbrueckii fueron mas lentas y la tasa de imposicién de
cada levadura fue bajando progresivamente desde el 100% hasta llegar al entorno del
10% a los 18 dias del inicio. No obstante, las tres levaduras Torulaspora dominaron en
una proporcion superior al 70% durante la fase tumultuosa (dias 2 a 4). La Torulaspora
no-killer TL3 se impuso con una tasa ligeramente inferior a la correspondiente a las
levaduras Kkiller Kbarr EX1180-11C4 y EX1257-CYH5. La fermentacion
correspondiente al control espontaneo sin inocular fue la ultima en arrancar pero
termino antes que las inoculadas con Torulaspora (Fig. 1V.8). En esta fermentacion se
detectaron levaduras silvestres con patrones de RFLP-mtDNA distintos a los de las
levaduras inoculadas, algunos de los cuales también aparecieron en las fermentaciones
inoculadas con las levaduras T. delbrueckii, incrementando su proporcion a medida que
avanz6 la fermentacion. Sin embargo, estas levaduras no se detectaron en la
fermentacion inoculada con S. cerevisiae E7TAR1, qué domind la fermentacion en una
proporcion del 100% de principio a fin (Fig. 1V.9). Se observo una correlacion muy alta
entre la proporcién de levaduras inoculadas medida con marcador genético (CYHR) y
medida con el andlisis de los patrones de RFLP-mtDNA (Figs. 1V.8 y 1V.9).
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(CYHR)
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Figura 1V.8. Evolucion de las fermentaciones de uva Cabernet-Sauvignon 2011-1
inoculadas con distintas levaduras exclusivamente en el encubado. Estirpes de S.
cerevisiae: E7TARL (K2, CYHF). Estirpes de T. delbrueckii: EX1180-11C4 (Kbarr,
CYHF), EX1257-CYH5 (Kbarr, CYH®) y TL3 (no-killer, CYHR). A: Densidad. B:
Proporcién de levaduras inoculadas (CYHR). Simbolos: Sin inocular (—x—), E7ARI
(—+—), EX1180-11C4 (—m—), EX1257-CYH5 (—e—) y TL3 (— A —).
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Figura 1V.9. Evolucién de las distintas poblaciones de levaduras durante las
fermentaciones de uva Cabernet-Sauvignon 2011-1 sin inocular (A) o inoculadas con S.
cerevisiae E7TAR1 (B), T. delbrueckii EX1180-11C4 (C), T. delbrueckii EX1257-CYH5
(D) y T. delbrueckii TL3 (E). P47, P84, P131 y P140 son patrones de RFLP-mtDNA de
levaduras silvestres presentes en el mosto. IF, inicio de fermentacion (dia 0). FT,
fermentacidn tumultuosa (dia 4). FF, final de fermentacién (dia 11).

Como consecuencia de un final de fermentacion lento, los vinos de las tres
vinificaciones inoculadas con Torulaspora quedaron con mas azucares que el inoculado
con Saccharomyces o el control espontaneo. Esto debi¢ facilitar la fermentacién
malolactica incrementando la cantidad de lactico, el pH y la acidez volatil; a la vez que
disminuy6 la cantidad de malico y la acidez fija respecto al vino inoculado con
Saccharomyces y el control espontaneo, en los que no se produjo fermentacion
malolactica. Todos los vinos resultaron con mucho cuerpo y muy estructurados, como

corresponde a una elaboracion con 100% de Cabernet-Sauvignon. Los vinos elaborados
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con las dos levaduras T. delbrueckii autdctonas, EX1180-11C4 y EX1257-CYHS5,
fueron los més apreciados por los catadores. El elaborado con la Torulaspora comercial
TL3 fue menos apreciado junto con el vino control. El elaborado con S.cerevisiae
E7AR1 quedd en una posicion intermedia (Tabla 1V.2). Los catadores destacaron la
fase olfativa del vino inoculado con Torulaspora EX1180-11C4 como el mas complejo
de todos, aun siendo algo menos intenso que los de E7TAR1 y EX1257-CYHD5, con
recuerdos a la variedad y aromas a frutas rojas, regaliz y ligeros lacteados. En cuanto a
la fase gustativa, los vinos inoculados con Torulaspora presentaron en general una boca
mas agradable y equilibrada, probablemente debido a que tenian ligeros restos de aztcar
(5,1 g/L para EX1180-11C4, 4,8 g/L para EX1257-CYH5 y 6,1 g/L para TL3), con una
ligera sensacion abocada y un mejor equilibrio final.

Tabla I1V.2. Pardmetros generales de las fermentaciones y vinos
tintos Cabernet-Sauvignon 2011-1 elaborados con levaduras
seleccionadas Saccharomyces, Torulaspora o sin inocular (control

espontaneo).
Vino

Paradmetro EX1180- EX1257-

Control E7AR1 11C4 CYH5 TL3
T15 (dias) 1,76 0,90 1,38 1,67 1,43
T100 (dias) 10 8 11 11 11
Aceptacion (%) 60 70 90 80 60
Imposicion en FT
(%, dia 4) 4,0 100,0 88,0 72,0 80,0
Imposicion en FF
(%, dia 11) 4,0 100,0 12,0 8,0 16,0
Etanol (%, v/v) 14,2 13,5 13,3 13,3 13,8
pH 3,26 3,32 3,41 3,37 3,39
Acidez total (g/L) 8 8,8 7,3 7,6 7,2
Acidez volatil (g/L) 0,41 0,38 0,63 0,42 0,49
Densidad (g/L) 991 992 994 994 994
Az. reductores (g/L) 3,1 2,2 51 4,8 6,1
Ac. malico (g/L) 1,35 1,48 0,15 0,48 0,26
Ac. lactico (g/L) 0,14 011 0,76 064 0,66

Parametros del mosto: densidad 1092 g/L, acidez total 8,9 g/L, pH 3,27, malico 1,6
g/L, lactico 0,1 g/L. La temperatura de fermentacion fue 20-24°C. El descube se
realiz6 el dia 8 de fermentacion (densidad 1000 g/L para todos los vinos excepto
para el de ETARL que tenia 992 g/L) y el primer trasiego a los 11 dias de
fermentacién. La temperatura almacenamiento fue 12°C. FT, fermentacion
tumultuosa. FF, final de fermentacion.

1V.2.3.2. Segunda serie de vinificaciones de uva Cabernet-Sauvignon (2011-2).
Las cinéticas de fermentacion repitieron basicamente el mismo esquema de la
serie anterior. Las levaduras Saccharomyces fueron siempre las mas rapidas en

comenzar y terminar, las Torulaspora arrancaron también rapidamente pero se fueron
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haciendo algo mas lentas al final de fermentacion, y la fermentacion control fue la
ultima en arrancar pero aceler6 hasta terminar antes que las inoculadas con
Torulaspora. La tasa de imposicion de las levaduras T.delbrueckii fue bajando
progresivamente desde el 100% hasta el 30% a los 18 dias del inicio, no obstante
dominaron en méas del 90% en fase tumultuosa (dias 2 a 4). La Torulaspora no-killer
TL3 se impuso con una tasa bastante inferior a la correspondiente a las levaduras killer
Kbarr EX1180-11C4 y EX1257-CYH5. En la fermentacion control se detectaron
levaduras silvestres con patrones de RFLP-mtDNA distintos a los de las levaduras
inoculadas, algunos de los cuales también aparecieron en las fermentaciones inoculadas
con las levaduras T. delbrueckii, incrementando su proporcion a medida que avanzo la
fermentacion. Sin embargo, estas levaduras no se detectaron en la fermentacién
inoculada con S. cerevisiae E7TAR1, qué domind la fermentacidn en una proporcion del
100% de principio a fin (Figs. 1VV.10B y 1V.11B). Se observ6 una correlacion muy alta
entre la proporcién de levaduras inoculadas medida con marcador genético (CYHR) y
medida con el andlisis de los patrones de RFLP-mtDNA (Figs. IV.10By IV.11C, Dy
E). Sélo se aprecio fermentacion malolactica en los vinos inoculados con Torulaspora
(Fig. 1V.10C).
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Figura 1V.10. Evolucién de las fermentaciones de uva Cabernet-Sauvignon 2011-2
inoculadas con distintas levaduras exclusivamente en el encubado. Estirpes de S.
cerevisiae: E7AR1 (K2, CYHF). Estirpes de T. delbrueckii: EX1180-11C4 (Kbarr-1,
CYHR), EX1257-CYHS5 (Kbarr-2, CYH®) y TL3 (no-killer, CYHF). A: Densidad. B:
Proporcién de levaduras resistentes a cicloheximida (CYHT) C: Consumo de &cido
malico y azlcares, y produccion de acido lactico. Simbolos: Sin inocular (—X—),
E7AR1 (—e—), EX1180-11C4 (—=—), EX1257-CYH5 (—e—) y TL3 (— A —). Glucosa-
fructosa (g/L) (---) y acido lactico (g/L) (---).
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Figura 1V.11. Evolucion de las distintas poblaciones de levaduras durante las
fermentaciones de uva Cabernet-Sauvignon 2011-2 sin inocular (A) o inoculadas con S.
cerevisiae E7TAR1 (B), T. delbrueckii EX1180-11C4 (C), T. delbrueckii EX1257-CYH5
(D) y T. delbrueckii TL3 (E). P47, P84, P126, P131 y P421 son patrones de RFLP-
mtDNA de levaduras silvestres presentes en el mosto. IF, inicio de fermentacién (dia 0).
FT (dia 4), fermentacion tumultuosa. FF, final de fermentacion (dia 10). Trasiego,
realizado a los 18 dias de inicio de fermentacion.

Los vinos de Torulaspora quedaron con mas azlcares, mas acido lactico, mayor
pH, mayor acidez volatil, menos &cido malico y menos acidez fija que el vino inoculado
con Saccharomyces o el control espontaneo, en los que no se produjo fermentacion
maloléctica. Todos los vinos resultaron con mucho cuerpo y muy estructurados, como
corresponde a una elaboracion con 100% de Cabernet-Sauvignon. Los vinos elaborados
con las dos levaduras T. delbrueckii autoctonas, EX1180-11C4 y EX1257-CYHS5,

fueron otra vez los méas apreciados por los catadores, pero esta vez junto al vino control.
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El elaborado con la Torulaspora comercial TL3 fue menos apreciado, y el elaborado
con S .cerevisiae E7ARL1 volvi6 a quedar en una posicion intermedia (Tabla 1V.3). En
el vino mejor evaluado de Torulaspora, EX1180-11C4, todos los catadores detectaron
una agradable fase olfativa, con notas a frutas rojas y tonos lacteados que recordaban a
yogur de fresa y frambuesa. Este vino no presentd togques vegetales que recordaran a la
variedad, pero en boca fue el méas equilibrado destacando menos la acidez que en los
otros vinos, ademas de mostrar buena estructura y persistencia. Se apreciaron lacteados
y frutales persistentes en via retronasal. La fase olfativa de los dos vinos elaborados con
Saccharomyces, control y E7TARL, resulto claramente diferenciada con matices frutales
y vegetales que se asocian a la variedad y no presentaron notas de lacteados.
Claramente, los vinos elaborados con levaduras Torulaspora pierden buena parte del
caracter varietal y aparecen las notas lacteadas con diferente intensidad. En cuanto a la
fase gustativa, los vinos presentaron en general caracteristicas de vinos nuevos sin
madurar con perfiles astringentes y acidos que se presupone se redondeardn con el
tiempo. En el momento de las dos catas realizadas (aproximadamente al mes y a los dos
meses del final de fermentacion), el mas agradable en boca fue siempre el vino
elaborado con la levadura Torulaspora EX1180-11C4, habiendo mejorado muy
claramente en la segunda cata el vino de EX1257-CYH5. Ambos resultaron por tanto
mas equilibrados y presentaron sensaciones astringentes mas atenuadas que el resto,
probablemente debido también al ligero contenido en azlcares reductores que

contribuy6 a mejorar esta sensacion.
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Tabla 1V.3. Parametros generales de las fermentaciones y vinos
tintos Cabernet-Sauvignon 2011-2 elaborados con levaduras
seleccionadas Saccharomyces, Torulaspora o sin inocular (control

espontaneo).
Vino

Parametro EX1180- EX1257-

Control E7AR1 11C4 CYHS5 TL3
T15 (dias) 2,67 0,83 1,5 1,25 1,17
T100 (dias) 8,0 4,0 9,5 9,5 9,0
Aceptacion (%) 86 70 87 85 60
Imposicion en FT
(%, dia 4) 0,0 100,0 88,0 94,0 88,0
Imposicion en FF
(%, dials) 0,0 100,0 20,0 26,0 3,25
Etanol (%, v/v) 13,2 12,6 13,0 13,0 12,9
pH 3,3 3,28 3,43 3,4 3,47
Acidez total (g/L) 8,5 8,6 7,1 7,2 6,4
Acidez volatil (g/L) 0,31 0,24 0,65 0,43 0,63
Densidad (g/L) 990 990 991 992 990
Az. reductores (g/L) 2,4 2,0 3,9 3,7 3,1
Ac. malico (g/L) 1,54 1,43 0,08 0,09 0,07
Ac. lactico (g/L) 0,07 0,06 0,64 0,79 0,65

Pardmetros del mosto: densidad 1094 g/L, acidez total 8,8 g/L, pH 3,26, malico 1,6
g/L, lactico 0,08 g/L. La temperatura de fermentacion fue 20-26°C. El descube se
realiz6 el dia 4 de fermentacién para E7ARL, el dia 7 para TL3, el dia 8 para el
Control, y el dia 9 para EX1180-11C4 y EX1257-CYH5 (densidad 1000 g/L, 1003
g/L, 1002 g/L, 1003 g/L y 1005 g/L, respectivamente). El primer trasiego se realizd
a los 18 dias de fermentacion. La temperatura almacenamiento fue 12°C. FT,
fermentacién tumultuosa. FF, final de fermentacion.

IVV.2.3.3. Tercera serie de vinificaciones de uva Cabernet-Sauvignon (2012-1).

Las cinéticas de fermentaciones repitieron basicamente el mismo esquema de las
dos series anteriores. Las levaduras Saccharomyces dominaron con una tasa del 100% y
fueron las mas rapidas en comenzar y terminar, las Torulaspora arrancaron también
rapidamente pero fueron haciéndose mas lentas al final de fermentacion. En esta
ocasion no se realizd fermentacion control sin inocular. La tasa de imposicion de las
levaduras T.delbrueckii bajé ligeramente desde el 100% hasta algo mas del 80% a los
18 dias del inicio, no obstante dominaron en mas del 90% en fase tumultuosa (dias 2 a
4). Sblo se aprecié consumo de malico en los vinos inoculados con Torulaspora, y
fermentacion malolactica solo en el inoculado con EX1180-11C4 (Fig. 1V.12).
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Figura 1V.12. Evolucién de las fermentaciones de uva Cabernet-Sauvignon 2012-1
inoculadas con distintas levaduras exclusivamente en el encubado. Estirpes de S.
cerevisiae: EX73 (K2, CYHR) y E7AR1 (K2, CYHR). Estirpes de T. delbrueckii:
EX1180-11C4 (Kbarr-1, CYH®) y EX1257-CYH5 (Kbarr-2, CYHR). A: Densidad. B:
Proporcién de levaduras resistentes a cicloheximida (CYHRT) C: Consumo de &cido
malico y azucares, y produccion de éacido lactico. Simbolos: EX73 (—m—), E7AR1
(—e—), EX1180-11C4 (—m—) y EX1257-CYH5 (—e—). Glucosa-fructosa (g/L) (---) y
acido lactico (g/L) (---).

Los vinos de Torulaspora quedaron con mas azlcares, mas lactico (s6lo el de
EX1180-11C4), mayor pH, mayor acidez volatil, menos malico y menos acidez fija que
los vinos inoculados con Saccharomyces, en los que casi no se produjo consumo de
malico. Todos los vinos resultaron con mucho cuerpo y muy estructurados, como
corresponde a una elaboracion con 100% de Cabernet-Sauvignon. Los vinos elaborados
con las dos levaduras T. delbrueckii autoctonas, EX1180-11C4 y EX1257-CYHS5,
fueron otra vez los méas apreciados por los catadores, especialmente el que realizo
fermentacién maloléactica, EX1180-11C4 (Tabla 1V.4). Todos los vinos resultaron
francos pero con ligeros matices que los diferenciaban muy bien. Los dos vinos de
Saccharomyces, EX73 y E7AR1, se consideraron vinos secos, y los dos de Torulaspora,

EX1180-11C4 y EX1257-CYHS5, ligeramente abocados. En la segunda cata, realizada
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aproximadamente a los dos meses desde el inicio de fermentacion, en los vinos de
Saccharomyces bajd la calificacion final con respecto la primera valoracion, aunque el
resultado fue muy similar, destacando los aromas de frutas rojas maduras y vegetales
propios de la variedad. En los dos vinos de Torulaspora las caracteristicas fueron
similares a las mencionadas en la primera cata, aunque en ambos casos mejord
ligeramente la valoracidn, especialmente para el vino de EX1180-11C4 donde aumento
claramente la calidad al acentuarse las notas lacteadas (debido a la fermentacion
malolactica) y de frutos rojos manteniendo la presencia de un ligero toque a regaliz.
Ambos vinos de Torulaspora resultaron por tanto mas redondos en boca, maduros y con
mejores caracteristicas organolépticas que el resto, lo que los hacia aptos para ser
consumidos ya en ese momento.

Tabla IV.4. Pardmetros generales de las fermentaciones y vinos
tintos Cabernet-Sauvignon 2012-1 elaborados con levaduras
seleccionadas Saccharomyces, Torulaspora.

Vino

Parametro EX1180- EX1257-

EX73 E7AR1 11C4  CYHE
T15 (dfas) 1,5 1,1 1,7 2,0
T100 (dias) 11 11 15 15
Aceptacion (%) 65 75 85 80
Irpposmon en FT (%, 100 100 100 98
dia 4)
Imposicion en FF (%,
dials) 100 100 84 80
Alcohol (%, v/v) 14,8 14,5 14,6 14,6
pH 3,64 3,64 3,74 3,65
Acidez total (g/L) 7,4 6,9 51 5,7
Acidez volatil (g/L) 0,39 0,34 0,45 0,40
Densidad (g/L) 993 993 994 994
Az. reductores (g/L) 1,9 1,6 51 51
Ac. malico (g/L) 2,10 2,03 0,10 1,40
Ac. lactico (g/L) 0,19 0,19 1,562 0,21

Pardmetros del mosto: densidad 1105 g/L, acidez 7,6 g/L, pH 3,63, mélico
2,14 g/L, lactico 0,03 g/L. La temperatura de fermentacién fue 16,5-24 °C.
El descube se realiz6 el dia 8 de fermentacion para los vinos de
Saccharomyces (EX73 y E7TAR1, densidad 1000 g/L en ambos casos), y el
dia 9 para los de Torulaspora (EX1189-11C4 y EX1257-CYHS5, densidad
1014 g/L en ambos casos). El primer trasiego se realizé a los 18 dias de
fermentacion. La temperatura almacenamiento fue 12°C. FT, fermentacion
tumultuosa. FF, final de fermentacion.

IVV.2.3.4. Cuarta serie de vinificaciones de uva Cabernet-Sauvignon (2012-2).
Una vez mas, las cinéticas de fermentaciones repitieron basicamente el mismo

esquema que las series anteriores. Las levaduras Saccharomyces dominaron al 100% y

254



Capitulo IV: Elaboracién de vino tranquilos con nuevas levaduras killer Saccharomyces y Torulaspora

fueron siempre las mas rapidas en comenzar y terminar, las Torulaspora arrancaron
también rapidamente pero se fueron haciendo algo mas lentas al final de fermentacion, y
el control fue el ultimo en arrancar pero aceler6 hasta terminar antes que las levaduras
Torulaspora. La tasa de imposicion de las levaduras T.delbrueckii bajo progresivamente
desde 100% hasta a menos del 3% a los 18 dias del inicio, no obstante dominaron en
mas del 70% en fase tumultuosa (dias 2 a 4). Una vez mas, la Torulaspora no-killer
TL3 se impuso con una tasa bastante inferior a la correspondiente a las levaduras killer
Kbarr EX1180-11C4 y EX1257-CYH5. Sdlo se aprecio consumo de malico y presencia
destacada de bacterias (3,4-5,2x10* CFU/mL) en los vinos inoculados con Torulaspora,
aungue en ningan caso se produjo fermentacion maloléctica (Figs. 1V.13 y 1V.14),

probablemente debido a la alta acidez total y bajo pH de estos vinos.
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Figura 1V.13. Evolucién de las fermentaciones de uva Cabernet-Sauvignon 2012-2
inoculadas con distintas levaduras exclusivamente en el encubado. Estirpes de S.
cerevisiae: E7TARL (K2, CYHR). Estirpes de T. delbrueckii: EX1180-11C4 (Kbarr,
CYHR), EX1257-CYH5 (Kbarr, CYHF) y TL3 (no-killer, CYHR). A: Densidad. B:
Proporcién de levaduras resistentes a cicloheximida (CYHR) C: Consumo de &cido
malico y azlcares, y produccion de acido lactico. Simbolos: Sin inocular (—X—),
E7AR1 (—e—), EX1180-11C4 (—m—), EX1257-CYH5 (—e—) y TL3 (— A —). Glucosa-
fructosa (g/L) (---) y acido lactico (g/L) (:--).
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QBO- EX1257- EX1180-

11C4 CYH5 11C4 (repe)
MRS+Natamicina (20 dias, 20°C

Figura I1V.14. Presencia de levaduras y bacterias el dia 72 desde encubado en los vinos
Cabernet-Sauvignon 2012-2 inoculadas con distintas levaduras exclusivamente en
mosto. Crecimiento de levaduras en placa de YEPD y de bacterias en placa de
MRS+natamicina (10 mL/L de Fungirol). Se sembraron 20 pL de cada vino. La placa
de YEPD se incubd durante 7 dias a 30 °C y la de MRS+natamicina 20 dias a 20°C en
anaerobiosis. Se muestra una micrografia (Nomarski, 1000x) de las bacterias viables
procedentes de una colonia aislada en placa de MRS+natamicina inoculada con 100 pL
de vino EX1180-11C4. Estirpes de S. cerevisiae: ETARL (K2, CYHF). Estirpes de T.
delbrueckii: EX1180-11C4 (Kbarr, CYHR), EX1257-CYH5 (Kbarr, CYHR) y TL3 (no-
killer, CYHR).

Una vez mas, los vinos de Torulaspora quedaron con mas azlcares, y menos
malico que el vino inoculado con Saccharomyces o el control espontaneo, en los que no
se produjo consumo de malico. En esta ocasion no se apreciaron diferencias importantes
en lactico, pH, acidez total o acidez volatil. Todos los vinos resultaron con mucho
cuerpo y muy estructurados, como corresponde a una elaboracion con 100% de
Cabernet-Sauvignon. Los vinos elaborados con las dos levaduras T. delbrueckii
autoctonas, EX1180-11C4 y EX1257-CYHD5, fueron otra vez los mas apreciados por los
catadores, aunque esta vez junto al vino control. El elaborado con la Torulaspora
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comercial TL3 fue menos apreciado, y el elaborado con S. cerevisiae E7TAR1 volvié a
quedar en una posicion intermedia (Tabla 1V.5). Al igual que ocurri6 en las series de
vinificaciones anteriores, los vinos resultaron francos con ligeros matices que los
diferenciaban claramente. Esta diferencia se acrecentd en la segunda cata realizada
aproximadamente a los dos meses desde el inicio de la fermentacion. En la fase
gustativa resultaron muy &cidos debido a la adicion de acido mélico (1 g/L) en todos los
mostos, lo que unido a la astringencia propia de los vinos tintos jovenes 100% de
Cabernet-Sauvignon, los hizo bastante duros en boca. Solo los vinos de las Torulaspora
EX1180-11C4 y EX1257-CYHS5 resultaron mas equilibrados, més redondos, algo més
agradables en boca y aptos para consumir en ese momento. De nuevo, y como Yya
ocurriera en las vinificaciones anteriores, la intensidad de las notas vegetales y
varietales fue mayor en los vinos de Saccharomyces, Control y E7AR1, siendo los vinos
de Torulaspora de intensidad media con notas aromaticas de frutos rojos maduros y
toques lacteados, que sin duda le aportaron cierta complejidad en la valoracién final.
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Tabla IV.5. Parametros generales de las fermentaciones y vinos
tintos Cabernet-Sauvignon 2012-2 elaborados con levaduras
seleccionadas Saccharomyces, Torulaspora o sin inocular (control

espontaneo).
Vino
Parametro EX1180- EX1257- TL3
Control E7AR1 11C4 CYHS
T15 (dias) 3,4 1,7 2,8 5 3,1
T100 (dias) 9 7 16 16 16
Aceptacion (%) 87 75 83 85 70
Imposicion en FT
(%, dia 4) 0,00 100 73 84,1 70
Imposicion en FF
(%, dial8) 0,00 100 2,00 0,00 0,00
Etanol (%, v/v) 14 13,7 13,6 13,8 13,8
pH 3,23 3,31 3,29 3,23 3,29
Acidez total (g/L) 8,8 9,3 8,7 9,3 8,5
Acidez volatil (g/L) 0,31 0,25 0,37 0,33 0,36
Densidad (g/L) 993 993 995 995 994
Az. reductores 3,00
2,1 1,9 3,1 3,7 ’
(9/L)
Ac. malico (g/L) 2,01 2,16 1,43 1,80 1,47
Ac. lactico (g/L) 0,10 0,08 0,21 0,12 0,15

Parametros del mosto: densidad 1084 g/L, acidez 9,4 ¢g/L, pH 3,24, malico 2,45
g/L, lactico 0,01 g/L. La temperatura de fermentacion fue 16-26°C. El descube
se realizo el dia 7 de fermentacion (densidades: Control 1004 g/L, ETAR1 997
g/L, TL3 1003 g/L, EX1180-11C4 1006 g/L y EX1257-CYH5 1002 g/L). El
primer trasiego se realizé a los 23 dias. La temperatura almacenamiento fue
12°C. FT, fermentacion tumultuosa. FF, final de fermentacion.

IVV.2.3.5. Vinificaciones de uva Tempranillo (2012).

Una vez mas, las cinéticas de fermentacion repitieron el mismo esquema que las
series anteriores. Las levaduras Saccharomyces dominaron al 100% y fueron siempre
las méas rapidas en comenzar y terminar; las levaduras Torulaspora arrancaron también
rapidamente pero se fueron haciendo algo mas lentas al final de fermentacion; y el
control fue el altimo en arrancar pero acelerd hasta terminar antes que las Torulaspora.
La tasa de imposicion de las levaduras T.delbrueckii bajé desde 100% hasta el 20% a
los 15 dias del inicio, no obstante dominaron al 100% en fase tumultuosa (dias 2 a 4).
En esta ocasion se aprecidé consumo de malico, fermentacién malolactica y presencia de
bacterias en todos los vinos, aunque de manera mas destacada en el inoculado con
Torulaspora EX1180-11C4 (Fig. 1V.15).
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Figura 1V.15. Evolucion de las fermentaciones de uva Tempranillo 2012 inoculadas
con distintas levaduras exclusivamente en el encubado. Estirpes de S. cerevisiae:
E7AR1 (K2, CYHR). Estirpes de T. delbrueckii: EX1180-11C4 (Kbarr-1, CYHR). A:
Densidad. B: Proporcion de levaduras resistentes a cicloheximida (CYHF) C: Consumo
de &cido malico y azlcares, y produccién de acido lactico. Simbolos: Sin inocular
(—x—), E7TAR1 (—¢—) y EX1180-11C4 (—m—). Glucosa-fructosa (g/L) (---) y é&cido
lactico (g/L) (---).

Una vez mas, el vino de Torulaspora qued6 con algo mas de azlcares, menos
malico, méas lactico, mayor pH, menos acidez total y mas acidez volatil que el vino
inoculado con Saccharomyces o el control espontdneo, aunque en esta ocasion las
diferencias fueron minimas porque en todos los vinos se produjo fermentacion
malolactica. Probablemente, la relativamente baja acidez fija y alto pH de esta uva
Tempranillo, procedente de vifiedo sin riego y de vendimia muy tardia (5 de octubre),
fue determinante para favorecer el crecimiento de bacterias lacticas. Logicamente, estos
vinos resultaron con menos cuerpo y menos estructurados que los correspondientes a las
series anteriores de Cabernet-Sauvignon, como corresponde a una elaboracion con
100% de Tempranillo. EI vino mas apreciado fue otra vez el elaborado con la levaduras
T. delbrueckii autéctona EX1180-11C4, seguido del elaborado con la levadura

Saccharomyces E7ARL1 y del control, aunque en esta ocasion las diferencias fueron
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relativamente pequefias (Tabla 1V.6). No obstante, los tres vinos de esta serie se
consideraron nuevamente muy distintos segun la levadura inoculada. El vino control
resultd ser el tipico vino tempranillo con aromas propios de su variedad, regaliz y frutas
rojas; aunque en la segunda cata fue peor valorado tanto en calidad como en intensidad
aromatica. El vino inoculado con Saccharomyces E7AR1, como era de esperar, presento
mas notas de caracter vegetal, con una fase olfativa de intensidad media-alta, aromas
tipicos de la variedad muy agradables, y un toque de regaliz que se acentuaba via
retronasal. En boca resulté agradable, de cuerpo medio y buena persistencia. Ademas,
en general, las sensaciones de este vino se acercaban a la tipicidad de la variedad y
mejorGd claramente respecto al vino control. Por altimo, el vino elaborado con
Torulaspora, aunque con igual valoracion global que el de Saccharomyces E7AR1,
presento la tipica sensacidon a “pasteleria” descrita anteriormente y en la bibliografia
(An6nimo, 2012; Azzolini et al., 2012), de frutas rojas muy dulces y maduras, y algo de
regaliz en boca via retronasal. En resumen, aunque los tres vinos de esta serie resultaron
bastante bien valorados, el de Torulaspora resulté diferente una vez mas, ligeramente
mas redondo y algo mas evolucionado (maduro) en boca, aunque en fase olfativa fue

mejor valorado el vino de Saccharomyces E7AR1.
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Tabla [IV.6. Pardmetros generales de las
fermentaciones y vinos tintos Tempranillo 2012

elaborados con levaduras seleccionadas
Saccharomyces, Torulaspora o sin inocular (control
espontaneo).
Vino

Pardmetro EX1180-

Control E7AR1 11Ca
T15 (dias) 2,7 1,3 15
T100 (dias) 8 7 11
Aceptacion (%) 72 74 76
Irpposmlon en FT (%, 0.0 100 100
dia 4)
Imposicion en FF (%, 100
dia 15) 0.0 20
Etanol (%, v/v) 14,6 13,7 13,7
pH 4,00 3,96 4,05
Acidez total (g/L) 51 5,7 4,5
Acidez volatil (g/L) 0,30 0,25 0,32
Densidad (g/L) 990 991 993
Az. reductores (g/L) 1,5 1,5 4,7
Ac. mélico (g/L) 0,92 1,44 0,57
Ac. lactico (g/L) 1,94 124 1,67

Parametros del mosto: densidad 1105 g/L, acidez total 5,8 g/L,
pH 4,29 (pH 3,78 tras la adiccion de 1,5 g/l de tartarico),
méalico 1,94 g¢g/L, lactico 0,00 g¢g/L. La temperatura de
fermentacion fue 18-26°C. El descube se realizd el dia 7 de
fermentacion (densidades: Control 1002 g/L, E7AR1 1001 g/L
y EX1180-11C4 1003 g/L). El primer trasiego se realiz6 a los
21 dias de fermentacion. La temperatura almacenamiento fue
12°C. FT, fermentacion tumultuosa. FF, final de fermentacion.

1VV.2.3.6. Vinificaciones de uva Pinot-Noir (2012).

Las cinéticas de fermentacidn repitieron una vez mas el mismo esquema que en
las series anteriores. Las levaduras Saccharomyces dominaron al 100% y fueron las méas
rapidas en comenzar y terminar, las Torulaspora arrancaron también rapidamente pero
se fueron haciendo algo més lentas al final de fermentacion, y el control fue el Gltimo en
arrancar pero acelerd hasta terminar antes que las Torulaspora. La tasa de imposicion de
las levaduras T.delbrueckii se mantuvo en el 100% durante los 9 dias que durd la
fermentacion, y posteriormente se mantuvieron por encima del 90% hasta los 18 dias
del inicio, incluso en la levadura no-killer EX1180-2K". En la fermentacion control
dominaron levaduras apiculadas silvestres resistentes a cicloheximida al principio de
fermentacidn, y fueron decreciendo progresivamente hasta el 10% el dia 9 del inicio. Se
aprecié consumo de mélico, fermentacion maloléactica y presencia de bacterias (2-8x10°

CFU/mL) en todos los vinos excepto en el inoculado con Saccharomyces E7AR1,

261



incluso en el control y el inoculado con Torulaspora EX1180-11C4 con adicion de 60
mg/L de SO, (Fig. 1V.16). Aunqgue la uva tenia poca cantidad de malico (0,67 g/L), la
relativamente baja acidez total y baja graduacion alcohoélica pudo ser determinante para

favorecer el crecimiento de bacterias lacticas en las fermentaciones mas lentas.
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Figura 1V.16. Evolucion de las fermentaciones de uva Pinot-Noir 2012 inoculadas con
distintas levaduras exclusivamente en el encubado. Estirpes de S. cerevisiae: E7TAR1
(K2, CYHR). Estirpes de T. delbrueckii: EX1180-11C4 (Kbarr-1, CYHR) y EX1180-2K"
(no-killer, CYHF). A: Densidad. B: Proporcién de levaduras resistentes a cicloheximida
(CYHR) C: Consumo de 4cido mélico y azlcares, y produccién de &cido lactico.
Simbolos: sin inocular (—x—), E7AR1 (——), EX1180-11C4 (—m=—), EX1180-
11C4+S0O, (—m—) y EX1180-2K™ (— A —). Glucosa-fructosa (g/L) (---) y acido lactico
(g/L) ().

Como en las series de vinificaciones anteriores, los tres vinos de Torulaspora
guedaron con algo mas de azUcares, menos malico, mas lactico, mayor pH, menos
acidez total y mas acidez volatil que el vino inoculado con Saccharomyces E7ARL. El
vino control, también con menos malico y mas lactico que el vino de Saccharomyces,
quedd méas seco que los vinos de Torulaspora, pero con una acidez volatil
preocupantemente alta, 0,61 g/L. Estos vinos resultaron con menos cuerpo y menos

estructurados que los correspondientes a las series anteriores (incluyendo los elaborados
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con uva Tempranillo), como cabria esperar de un vino elaborado con 100% de Pinot-
Noir de nuestra region. El vino mas apreciado fue otra vez el elaborado con la levaduras
T. delbrueckii autoctona EX1180-11C4, aunque en esta ocasion las diferencias entre los
vinos inoculados con levaduras seleccionadas volvieron a ser relativamente pequefias
(Tabla IV.7), como ya ocurrié con los vinos Tempranillo. El vino control fue el menos
apreciado y estuvo cerca de la descalificacion, probablemente por el impacto de la
relativamente alta acidez volatil en el aroma de un vino con tan poca estructura para ser
un tinto de la D.O. Ribera del Guadiana.

La tonalidad de estos vinos fue en general aceptable menos para el vino de
Torulaspora EX1180-2K", que resulté evolucionado desde la primera cata. Todos los
vinos presentaron muy poca intensidad comparada con los tintos elaborados en la
comarca con las variedades de las vinificaciones anteriores, Cabernet-Sauvignon y
Tempranillo. En nariz se volvieron a observar diferencias similares a las descritas en las
vinificaciones previas entre los vinos de Torulaspora y el resto, pero los defectos
encontrados en algunos vinos complicaron la valoracion. No obstante, los vinos
elaborados con Saccharomyces presentaron notas con recuerdo a regaliz rojo, y los de
Torulaspora, concretamente el de EX1180-11C4, regaliz rojo dulce algo mas
evolucionado. En general, los vinos de esta serie presentaron desequilibrios de acidez y
amargor tenue. Posiblemente esta falta de equilibrio se deba a la baja graduacion de los
vinos propios de esta variedad. Ademas, de la primera a la segunda cata, los vinos
evolucionaron negativamente en todas las fases. En las vinificaciones anteriores, tal y
como se ha comentado, se observé una evolucidn positiva en los vinos, manteniéndose
la fase visual, olfativa y redondeandose (madurando) los vinos en boca. Esta Ultima
sensacion no se observo en esta serie de vinos, debido posiblemente a la poca estructura
y cuerpo que presentaban los vinos de Pinot-Noir desde su elaboracion. Se puede
concluir que la uva de la variedad Pinot-Noir no se vendimié en su momento 6ptimo;
ademas, esta variedad necesitaria mejoras en el disefio y conduccién del vifiedo en el

proceso de elaboracion para obtener vinos tintos tipicos de la comarca.
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Tabla IV.7. Parametros generales de las fermentaciones y vinos tintos
Pinot-Noir 2012 elaborados con levaduras seleccionadas Saccharomyces,
Torulaspora o sin inocular (control espontaneo).

Vino
. EX1180-
Parametro Control E7ARL —j.o00 11c4  F2%
(+SO,)
T15 (dias) 2,75 0,6 1,53 1,1 1,3
T100 (dias) 7 7 9 9 9
Aceptacion (%) 50 62 65 55 60
Imposicion en FT 88 100 100 100 100
(%, dia 4)
Imposicion en FF (%, 8 100 100 100 100
dia 9)
Etanol (%, v/v) 11,2 11,1 11 11,6 11,5
pH 3,47 3,51 3,57 3,60 3,59
Acidez total (g/L) 51 55 4,9 4,7 4,9
Acidez volatil (g/L) 0,61 0,36 0,35 0,35 0,35
Densidad (g/L) 994 993 994 995 993
Az. reductores (g/L) 1,7 1,7 3,4 3,3 3,1
Ac. malico (g/L) 0,09 0,61 0,09 0,07 0,09
Ac. lactico (g/L) 0,63 0,19 0,4 0,41 0,43

Parametros del mosto: densidad 1080 g/L, acidez 5,7 g/L, pH 3,45, mélico 0,67 g/L,
lactico 0,08 g/L. La temperatura de fermentacién fue 18-24 °C. EI descube se realizé el dia
7 de fermentacién (densidades: Control, 997 g/L; ETARL, 997 g/L; EX1180-11C4, 1000
g/L; EX1180-1C4 (+S0O2), 1001 g/L; y EX1180-2K", 999 g/L). El primer trasiego se
realiz6 a los 23 dias. La temperatura de almacenamiento fue 12°C. FT, fermentacion
tumultuosa. FF, final de fermentacion.

IVV.2.3.7. Vinificaciones de uva Garnacha (2013).

Una vez mas, las levaduras Saccharomyces fueron las mas rapidas en comenzar y
terminar, las Torulaspora arrancaron también rapidamente pero se fueron haciendo algo
mas lentas al final de fermentacion, y el control fue el Gltimo en arrancar pero acelerd
hasta terminar antes que las Torulaspora, excepto para EX1180-2K"™ que fue algo méas
rapida que el control. La tasa de imposicion de todas las levaduras inoculadas,
Saccharomyces o Torulaspora, se mantuvo en el 100% durante toda la fermentacion,
incluso en la fermentacién inoculada con levadura no-killer EX1180-2K". En la
fermentacion control volvieron a dominar levaduras apiculadas silvestres resistentes a
cicloheximida al principio de fermentacion (como ya ocurriera con el control de Pinot-
Noir), qué fueron decreciendo progresivamente hasta desaparecer dia 8 del inicio. Solo
se aprecié consumo destacado de malico en las fermentaciones inoculadas con
Torulaspora (incluso en la inoculada con Torulaspora EX1180-11C4 con adicion de 50

mg/L de SO;), no se aprecié consumo en el vino de Saccharomyces, y un consumo
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intermedio en el vino control; aunque no se aprecié fermentacion malolactica en ningun
caso (Fig. 1V.17). Una vez més, aunque la uva tenia poca cantidad de malico (1,3 g/L),

se aprecio fermentacion maloalcohodlica en las fermentaciones mas lentas.
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Figura 1V.17. Evolucién de las fermentaciones de uva Garnacha 2012 inoculadas con
distintas levaduras exclusivamente en el encubado. Estirpes de S. cerevisiae: E7TAR1
(K2, CYHR). Estirpes de T. delbrueckii: EX1180-11C4 (Kbarr, CYH®) y EX1180-2K"
(no-killer, CYHF). A: Densidad. B: Proporcién de levaduras resistentes a cicloheximida
(CYH®) C: Consumo de acido malico y azlcares, y produccién de &cido lactico.
Simbolos: sin inocular (—%—), E7AR1 (—e—), EX1180-11C4 (—m=—), EX1180-
11C4+S0O; (—m—) y EX1180-2K" (— A —). Glucosa-fructosa (g/L) (---) y acido lactico

(g/L) ().

Como en las series de vinificaciones anteriores, los tres vinos de Torulaspora
quedaron con algo més de azlcares, menos malico, mayor pH, algo menos acidez total y
méas acidez volatil que el vino inoculado con Saccharomyces E7ARL1. Estos vinos
resultaron con menos cuerpo y menos estructurados que los de las series anteriores de
Cabernet-Sauvignon y Tempranillo, como corresponde a una elaboracion con 100% de
Garnacha. Al contrario que en las series de vinificaciones anteriores, el vino méas
apreciado fue el elaborado con Saccharomyces E7AR1, y los elaborados con T.

delbrueckii fueron menos apreciados (Tabla 1V.8). En general, todos los vinos
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presentaron una fase visual similar, con baja intensidad, sin evolucion destacada, y
resultaron muy cortos de capa para ser vinos tintos elaborados tradicionalmente. En la
fase gustativa y olfativa, todos los vinos de esta serie presentaron claros defectos menos
el elaborado con Saccharomyces, que ademéas fue el mejor valorado: franco, de
intensidad media con notas de frutas rojas como fresa y cereza, con recuerdo a regaliz
rojo aunque en boca le faltdé cuerpo, y ligeramente &cido. El resto de los vinos de
Torulaspora presentaron defectos y no se apreciaron mejoras dignas de destacar, aunque
se apreciaran las diferencias aromaticas descritas previamente relativas a aromas de
pasteleria y fruta procesada. La impresion general fue que los vinos eran muy cortos
para ser vinos tintos, con poca intensidad aromatica y poco coloreados.

Tabla 1V.8. Parametros generales de las fermentaciones y vinos
tintos Garnacha 2013 elaborados con levaduras seleccionadas
Saccharomyces y Torulaspora.

Vino

Parametro Ex1180- 80 Exi1g0-

E7AR1 11C4 11C4 K-

(+SOz)

T15 (dias) 0,75 18 1,8 1,75
T100 (dias) 8 17 13 8
Aceptacion (%) 70 55 60 50
Irpposmon en FT (%, 100 100 100 100
dia 4)
Irpposmon en FF (%, 100 100 100 100
dia 20)
Etanol (%, v/v) 14,23 14,2 14,34 14,27
pH 3,47 3,51 3,52 3,53
Acidez total (g/L) 6,4 6,2 6,4 59
Acidez volatil (g/L) 0,36 0,67 0,67 0,53
Densidad (g/L) 990 991 991 990
Az. reductores (g/L) 1,4 4,1 51 3,1
Ac. malico (g/L) 1,27 0,73 0,73 0,79
Ac. lactico (g/L) 0,13 0,12 0,13 0,12

Parametros del mosto: densidad 1091 g/L, acidez 6,5 g/L, pH 3,65 sin corregir,
pH 3,48 corregido con 1g/L de &cido malico, malico 1,3 g/L, lactico 0,11 g/L. La
temperatura de fermentacion fue 15-26 °C. El descube se realizd el dia 8 de
fermentacién (densidades: Control, 1000 g/L; E7TAR1 990 g/L, EX1180-11C4
1007 g/L y EX1180-11C4 (+S02), 1012 g/L; y EX11802-K’, 995 g/L). El primer
trasiego se realiz6 a los 24 dias. La temperatura almacenamiento fue 12°C. FT,
fermentacién tumultuosa. FF, final de fermentacion.

En cuanto a la adicién de SO, en algunos vinos de las series de Pinot-Noir de
2012 (60 mg/L en EX1180-11C4) y Garnacha de 2013 (50 mg/L en EX1180-11C4), no
se apreciaron diferencias en la cinética de fermentacion, ambas levaduras Torulaspora,

con o sin SO, arrancaron rapidamente haciéndose algo mas lentas al final de
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fermentacion (Figs. 1V.16 y 1V.17). Ademas, tampoco observamos diferencias
destacables respecto al consumo de malico y formacién de lactico (Tablas IV.7 y 1V.8),
por lo que las cantidades de SO, (50-60 mg/L) afadidas no fueron determinantes para
inhibir el crecimiento de posibles bacterias lacticas que realizaron la fermentacién
maloléactica en el caso de la vinificacion de Pinot-Noir, o bien la fermentacion
maloalcoholica que tuvo lugar en el caso de Garnacha, por lo que no hubo inhibicién en
la degradacion de malico.

1VV.2.3.8. Analisis de los compuestos aromaticos de los vinos tintos.

Considerando todas las series de vinificaciones de tinto en conjunto y agrupando
las cantidades de los distintos compuestos por familias (X ésteres etilicos, X ésteres de
acetato, X acidos, X alcoholes, ¥ monoterpenos, X furanos+fenoles volatiles, X lactonas,
¥ norisoprenoides, ¥ compuestos carbonilicos y X otros), no se encontraron diferencias
estadisticamente en ningun caso entre los vinos elaborados con Saccharomyces o
Torulaspora (Fig. 1V.18). Sin embargo, si se encontraron diferencias estadisticamente
significativas segun la levadura inoculada en 29 de los 75 compuestos aromaticos
analizados. La cantidad de propionato de etilo (platano, manzana), lactato de etilo
(mantequilla, fruta, fresa), 3-etoxi propan-1-ol (frutal), acido isobutirico (queso, rancio,
agrio), acido butanoico (agrio, queso, rancio, mantequilla, fruta), gamma-hexalactona
(herbaceo, coco, dulce, balsamico, tabaco), metionol (patata cocida, cebolla, heno
cortado, vegetal) y etoxi-gamma-butirolactona (coco, caramelo, tostado) fue mayor en
los vinos de Torulaspora (Fig. 1V.19A). Repiten con respecto a los vinos blancos:
propionato de etilo, 3-etoxi propan-1-ol, &cido isobutirico y etoxi-gamma-butirolactona
en mayor cantidad en los vinos blancos de Torulaspora frente a los de Saccharomyces;
sin embargo, la cantidad de lactato de etilo, acido butanoico y gamma-hexalactona tuvo
un comportamiento distinto en vinos blancos respecto a los tintos, fue mayor en los
vinos blancos de Saccharomyces y en los tintos de Torulaspora. Por otra parte, la
cantidad de isovalerato de etilo (dulce, fruta, especies, manzana verde, pifia verde),
acetato de isopentilo (platano, fruta), hexanoato de etilo (platano, manzana verde, vino,
brandy), 3-metil-1-pentanol (penetrante, cacao, verde, vinoso), octanoato de etilo
(platano, pifia, pera, floral), 3-hidroxibutanoato de etilo (frutal, verde, uva, tropical, piel
de manzana, vinoso), blackberry tiofenona (azufre, fruta, baya), 2-hidroxihexanoato de
etilo (pifia, vino blanco), 1-octanol (cera, citrico, floral, graso, rosa), decanoato de etilo
(alcohdlico, frutal, graso, dulce, cera, jabdn), gamma-butirolactona (dulce, tostado,

caramelo, débilmente agradable), 4-hidroxibutanoato de etilo (uva, fruta, merengue),
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laurato de etilo (cera, jabon, floral, lacteo, fruta, ron), acido hexanoico (queso), malato
de dietilo (verde, frutal, caramelo), &cido octanoico (rancio, sudor, &spero), 2-
hidroxiglutarato de dietilo (algodon de caramelo), 4-etoxycarbonil-gamma-
butanolactona (coco, débilmente agradable), &cido decanoico (rancio, sudor), 2-hidroxi-
3-fenilpropanoato de etilo (pimiento negro, frutal, cuero, fresa, paja seca, animal) y
acido 9-decenoico (cera, graso, verde, fruta, mantequilla) fue mayor en los vinos tintos
de Saccharomyces (Fig. 1V.19A). Repiten con respecto a los vinos blancos: acetato de
isopentilo, hexanoato de etilo, 3-metil-1-pentanol, octanoato de etilo, 3-
hidroxibutanoato de etilo, 1-octanol, decanoato de etilo, 4-hidroxibutanoato de etilo,
laurato de etilo, 4cido hexanoico, acido octanoico, &cido decanoico, acido 9-decenoico;
y, isovalerato de etilo, 2-hidroxihexanoato de etilo, gamma-butirolactona, malato de
dietilo, 2-hidroxiglutarato de dietilo, 4-etoxycarbonil-gamma-butanolactona y 2-
hidroxi-3-fenilpropanoato de etilo también fueron mayores (aunque sin significacion
estadistica en los siete Ultimos) en vinos blancos de Saccharomyces frente a
Torulaspora. Solo la blackberry tiofenona se comportd de forma distinta en blancos y
tintos, fue mayor en los vinos blancos de Torulaspora y en los tintos de Saccharomyces.
También tuvieron un comportamiento distinto 4-vinilguaiacol y palmitato de etilo con
significativamente mas cantidad en blancos de Saccharomyces y menor cantidad (no
significativa) en tintos de Saccharomyces.

Similar a lo que ya ocurria en vino blanco, estos resultados coinciden de nuevo
con lo descrito previamente en vino sintético: la produccién de hexanoato, octanoato y
decanoato de etilo fue insignificante en Torulaspora respecto Saccharomyces (Renault
et al., 2009; Taillandier et al., 2014).
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Figura 1V.18. Composicion aromética de los vinos tintos elaborados con Torulaspora o
Saccharomyces. Los compuestos se agruparon por clases quimicas. Los datos son la
media (zerror estdndar) en mg/L de 34 experimentos independientes. En la parte
superior se muestra el nivel de significacion (p) correspondiente al andlisis de la
varianza. ns, no significativo.
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Figura I1V.19. Compuestos aromaticos para los que se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre las cantidades presentes en los vinos tintos
inoculados con Torulaspora o Saccharomyces. A, concentracién en mg/L. B, valor
medio de actividad odorante (VAQ). Los datos de mg/L corresponden a la media * error
estandar de 20 experimentos independientes de Saccharomyces y 26 de Torulaspora. *,
valor de umbral de deteccion desconocido; se ha tomado arbitrariamente el valor de 1
para el calculo del VAO. **, valor de umbral de deteccion desconocido; para el calculo
del VAO se ha tomado arbitrariamente el valor de 0,035 mg/L correspondiente a la
gamma-butirolactona.

Al igual que ocurria con los vinos blancos, las diferencias en las cantidades de
estos compuestos pueden explicar la diferencia observada en la calidad organoléptica
entre los vinos elaborados con Torulaspora o Saccharomyces. La mayoria de los
compuestos con descriptor aromatico frutal fueron mas abundantes en los vinos de
Saccharomyces respecto a los de Torulaspora. Tan solo tres compuestos con descriptor
frutal (propionato de etilo, lactato de etilo y 3-etoxi propan-1-ol) fueron mas abundantes
en los vinos tintos de Torulaspora; mientras que en los vinos de Saccharomyces fueron
once compuestos: isovalerato de etilo, acetato de isopentilo, hexanoato de etilo,

octanoato de etilo, 3-hidroxibutanoato de etilo, 2-hidroxihexanoato de etilo, decanoato

270



Capitulo IV: Elaboracién de vino tranquilos con nuevas levaduras killer Saccharomyces y Torulaspora

de etilo, 4-hidroxibutanoato de etilo, laurato de etilo, malato de dietilo, y 2-hidroxi-3-
fenilpropionato de etilo. Esto explica la mayor intensidad de aromas a fruta fresca
detectada por los catadores en los vinos de Saccharomyces. El toque agrio detectado
previamente en los vinos blancos de Torulaspora fue casi imperceptible en los
correspondientes vinos tintos, a pesar de que estos ultimos tuvieron mas acidez volatil
(0,36+0,07 g/L en vinos blancos versus 0,45+0,11 g/L en vinos tintos). Esto se puede
explicar porque la cantidad de &cido isobutirico (=isobutanoico) fue menor en los vinos
tintos que en los blancos de Torulaspora (1,29+0,15 mg/L y 2,25+0,47 mg/L
respectivamente), y al efecto de enmascaramiento de la matriz aromética de los vinos
tintos que fue mucho més compleja que la de los vinos blancos. En esta ocasion, en los
vinos de Torulaspora se apreciaron diferencias significativas para gamma-hexalactona
(herbaceo, coco, dulce, balsamico, tabaco) y etoxi-gamma-butirolactona (coco,
caramelo, tostado), mas abundante en los vinos tintos de Torulaspora que en los de
Saccharomyces, que pudieran ser responsable del caracteristico aroma a pasteleria, fruta
procesada o golosinas encontrado en estos vinos, y que normalmente se corresponden
con lactonas (Anonimo, 2012; Azzolini et al., 2012; Hernandez-Orte et al., 2008; Jolly
et al., 2014). Sin embargo, se volvio6 a detectar mayor cantidad de 4-hidroxibutanoato de
etilo en los vinos tintos de Saccharomyces, que podria ser un compuesto responsable de
cierto aroma a pasteleria (merengue) aunque fue casi imperceptible en estos vinos. No
obstante, hemos de considerar que los ésteres polares como el 4-hidroxibutanoato de
etilo, contribuyen de forma insignificante al aroma del vino, mas bien contribuyen a dar
cuerpo al vino (Thurston et al., 1981).

El analisis de estos mismos resultados teniendo en cuenta el umbral de percepcion
de cada compuesto aromatico viene a confirmar lo dicho anteriormente. En general, el
VAO de los compuestos aromaticos mas abundantes en los vinos de Torulaspora fue
menor que el VAO de los compuestos mas abundantes en los vinos de Saccharomyces
(Fig. 1V.19B), aunqgue esta diferencia fue menor que en los vinos blancos (Fig. 1V.5B).
Una vez mas, la influencia de tan solo cuatro de los compuestos méas abundantes en los
vinos de Saccharomyces (isovalerato de etilo, acetato de isopentilo, hexanoato de etilo y
octanoato de etilo) parece ser determinante en la destacada percepcion a fruta fresca de
los catadores, pudiendo eclipsar el posible efecto del resto de los componentes sobre el
aroma de los vinos. Esto podria ser la causa de que el impacto aromatico del 4-
hidroxibutanoato de etilo en los vinos de Saccharomyces no fuera detectado por los

catadores como aroma a pasteleria, igual que ocurrio en los correspondientes vinos
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blancos. Por el contrario, dado el menor impacto (VAO) de estos cuatro compuestos con
caracter frutal sobre el aroma de los vinos de Torulaspora, y a pesar del posible impacto
del propionato de etilo, los catadores pudieron detectar matices de fruta procesada o
golosinas; probablemente debido al significativo incremento de gamma-hexalactona
(5,0£2,84 ppb en vinos de Saccharomyces vs 15,6+£5,03 ppb en Torulaspora, VAO de
0,0004 vs 0,0012 respectivamente) y de etoxi-gamma-butirolactona (4,8+2,4 ppb en
vinos de Saccharomyces vs 120,0+39,8 ppb en Torulaspora, VAO de 0,138 vs 3,5
respectivamente). Por el contrario, en los vinos tintos de Torulaspora no se aprecio el
evidente toque agrio detectado en los correspondientes vinos blancos, probablemente
debido a que la VAO del &cido isobutirico fue considerablemente menor en los vinos
tintos (0,04) respecto a los blancos (0,08), ademéas del ya mencionado efecto de
enmascaramiento que pudiera ejercer la mayor complejidad aromatica de los vinos

tintos en comparacion con los blancos.

IV.2.4. Evaluacion de la utilidad del uso de Torulaspora en la elaboracion de vino
tinto.

Como se ha descrito en los apartados previos, las levaduras Torulaspora fueron
capaces de dominar la mayor parte de la fermentacién alcohdlica y originar vinos secos
con distinto perfil aroméatico que los elaborados con levaduras Saccharomyces. En
general, los vinos de Torulaspora destacaron por ser mas maduros, suaves en boca,
lacteados, con toques a pasteleria, y frutas rojas muy dulces maduras o procesadas; y los
vinos de Saccharomyces por la mayor intensidad de los aromas a fruta fresca y los
toques vegetales que recuerdan a la variedad de uva. Estas diferencias organolépticas
fueron claramente perceptibles tanto por catadores expertos como por consumidores
habituales de vino. No obstante, aunque frecuentemente los vinos de Torulaspora
fueron de calidad mas apreciada, esta diferencia en las caracteristicas aromaticas no
siempre result6 en un incremento en la preferencia de los catadores.

Analizando por separado los vinos elaborados con Cabernet-Sauvignon y
Tempranillo (secano), en general vinos de mas graduacion alcohdlica, mas acidos,
astringentes y estructurados, se aprecié una mejora evidente en la preferencia de los
catadores por los vinos de las levaduras Torulaspora EX1180-11C4 y EX1257-CYH5
respecto a los de Saccharomyces. Esta mejora se correspondié con una bajada de acidez
total y acido malico, y un incremento en la cantidad de acido lactico respecto a los vinos

de Saccharomyces, lo que debi6 mejorar la sensacion en boca detectada por los
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catadores en los vinos de Torulaspora. Adicionalmente, en estos vinos mejor evaluados
quedaron pequefias cantidades de azlcares reductores, en torno a los 4 g/L, lo que
también pudo contribuir a suavizar estos vinos. Sorprendentemente, esta mejora no se
observo en el vino de Torulaspora TL3 (procedente de la levadura comercial TD291 de
Lallemand), més bien ocurri6 lo contrario. Sin embargo, desde el punto de vista
analitico, los vinos de Torulaspora TL3 fueron muy similares a los mejores vinos de las
Torulaspora EX1180-11C4 y EX1257-CYHS5, con la Unica diferencia de que las
levaduras TL3 se impusieron menos en todas las fases de la fermentacion (Tabla 1V.9).
No se encontraron diferencias significativas para la mayoria de los distintos compuestos
analizados por familias o por separado. Esto podria deberse a la suma de mucho factores
con diferencias interdependientes unos de otros y dificiles de determinar por analisis
estadistico. No obstante, los vinos elaborados con Torulaspora TL3 presentaron mayor
cantidad de alcoholes y é&cidos en general, con mayor cantidad de &cido isobutirico,
acidos Cg-Cyp y acetato de etilo, asociados a malos olores y que podrian influir

negativamente en las caracteristicas organolépticas de estos vinos.
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Tabla 1V.9. Medias de los pardmetros generales de las fermentaciones y vinos tintos
elaborados con uva de las variedades Cabernet-Sauvignon o Tempranillo (vinos muy
estructurados), inoculados con levaduras seleccionadas Saccharomyces o Torulaspora.
Anélisis de la varianza para estudiar el efecto de la inoculacion del mosto con distintas
levaduras.

Vinos
, a
Parametro ETARL EX1180-  EX1257- L3 P
11C4 CYH5
T15 (dias) 1,22+0,12 1,84+0,26 2,41+0,87 1,90+0,60 0,336
T100 (dias) 7,8+1,12 11,941,55 12,1+2.0 12+2,1 0,153
Aceptacion (%) 70,7+19AB 812+18A 775+75A 63,3+3,3B 0,040
L, 100+0,00 A  89,4+4.79 87,53+6,13 79,33+5,21
0 1 1 1 1 1 ) )
Imposicion FT (%) AB AB B 0,027
Imposicion FF (%) 100+0,00 A 26,8+13,7B 29,5+189B 6,42+49B 0,000
Etanol (%, v/v) 13,8+0,3 13,6%0,3 13,7+0,4 13,5+0,3 0,938
pH 3,53+0,11 3,57+0,13 3,45+0,12  3,38+0,05 0,731
Acidez total (g/L) 7,78+0,6 6,66%0,7 7,3+0,8 7,37+0,61 0,673
) . 0,31+0,03 A  0,47+0,06 0,41+0,02 0,49+0,08
Acidez volatil (g/L) AB AB B 0,071
Densidad (g/L) 992+0,5 993+0,6 993+0,6 092+1,3 0,310
Az. reductores (g/L) 1,85+0,11 A 4,38+0,39B 4,32+0,37B 4,06§1,02 0,001
Acido malico (g/L) 1,77+0,15 A 0,47+0,26 B 0,9?;5,39 0,6050,44 0,014

Acido lactico (g/L) 0,31+0,19  0,96+0,28  0,44+0,16 0,49+0,17 0,177

Los datos corresponden a la media + error tipico de 6 experimentos independientes de E7AR1, 5 de
EX1180-11C4, 4 de EX1257-CYHD5, y 3 de TL3. Valores seguidos de letras (A y B) indican diferentes
grupos homogéneos obtenidos con el test de Duncan con un nivel de confianza del 95%. FT,
fermentacién tumultuosa. FF, final de fermentacion.

Respecto a los vinos Pinot-Noir y Garnacha (menos é&cidos, astringentes y
estructurados que los vinos Cabernet-Sauvignon y Tempranillo), no se aprecié ninguna
mejora en la preferencia de los catadores por los vinos de Torulaspora, méas bien lo
contrario, prefirieron los vinos de Saccharomyces. En estos casos, las levaduras
Torulaspora se impusieron al 100% en todas las fermentaciones, al igual que las
Saccharomyces (Tabla 1V.10), y pudieron agotar los azucares del mosto antes de que
las levaduras Saccharomyces pudieran desplazarlas al final de fermentacion. Es decir,
sorprendentemente, aunque la participacion de las levaduras Torulaspora en la
fermentacion de estos vinos fue ain mayor que en los vinos mas estructurados, no se
aprecié ninguna mejora en la preferencia de los catadores. Todo parece indicar que
demasiada presencia de Torulaspora hasta el final de fermentacion vence la estructura

del vino deteriorandolo, mientras que muy poca presencia no aporta diferencias

274



Capitulo IV: Elaboracién de vino tranquilos con nuevas levaduras killer Saccharomyces y Torulaspora

apreciables en la calidad como ocurria con la inoculacién secuencial de Torulaspora
seguida de Saccharomyces. Lo mas efectivo para mejorar la calidad del vino es una
dominancia destacada de Torulaspora durante la mayor parte de la fermentacion
seguida de un declive drastico en favor de una dominancia de Saccharomyces antes del
agotamiento de los azUcares, situacion que se repite con facilidad en los vinos muy
estructurados Cabernet-Sauvignon y Tempranillo. Aparte de esto, las diferencias en los
parametros analiticos de los vinos de Torulaspora respecto a los de Saccharomyces
fueron similares a las observadas para los vinos mas estructurados (Tabla 1V.10), con la
salvedad de que la acidez total y la cantidad de l&ctico fue significativamente menor y la
imposicion significativamente mayor en los vinos menos estructurados (Tabla 1V.11).
Logicamente, la cantidad de lactico fue menor en los vinos menos estructurados porque
la cantidad de malico en el mosto original también fue mas baja, mientras que en los
vinos mas estructurados hubo mas cantidad inicial de &cido malico y se produjo mas
fermentacion malolactica. Esta diferencia, junto con la menor necesidad de suavizar
estos vinos (ya de por si poco estructurados y astringentes) para mejorar la sensacion en
boca, pudo ser la causa de que los catadores no detectaran ninguna mejora en los vinos

poco estructurados de Torulaspora.
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Tabla 1V.10. Medias de los parametros generales de las fermentaciones y vinos
tintos elaborados con uva de las variedades Garnacha o Pinot-Noir (vinos poco
estructurados), inoculados con levaduras seleccionadas Saccharomyces o
Torulaspora. Analisis de la varianza para estudiar el efecto de la inoculacién del
mosto con distintas levaduras.

Vinos
Parametro EX1180- EX1180- p?
E7AR1 11C4 11C4 Eleé_SO‘
(+SO»)
] 0,68+0,07 1,67+0,13 1,45+0,35 1,53+0,22
T15 (dias) A B AB AB 0,106
T100 (dias) 7,5+0,5 13+4,0 11+2,0 85+05 0,416
Aceptacion (%) 66+4,0 60+5,0 57,5+2,5 55+5,0 0,408
Imposicion FT (%) 100+0,0  100+0,0 100+0,0 100+0,0 -
Imposicion FF (%) 100+0,0  100+0,0 100+0,0 100+0,0 -
Etanol (%, V/v) 12,7415 12,6416  129+13 12,8413 0,997
pH 3,49+0,02 3,54+0,03 3,56+0,04 3,56+0,03 0,431
Acidez total (g/L) 505+04 555+0,6  5,55+0,8 54405 0,931
Acidez volatil (g/L) 0,36+0,0 0,51+0,1  051+0,1  0,44+0,1 0,796
Densidad (g/L) 991+15  992+15 993+2.0 991+15 0,885
Az. reductores (g/L) 1,55;0,15 3,75;0,35 4,2+0,9 B 3,1:\&,00 0.064
Acido malico (g/L) 0,94+0,3 0,41+0,3  0,40+0,3  0,44+0,4 0,637

Acido lactico (g/L) 0,16+0,03 0,26+0,14 0,27+0,14 0,28+0,16 0,901

Los datos corresponden a la media + error tipico de 2 experimentos independientes de E7AR1, 2 de
EX1180-11C4, 2 de EX1180-11C4 (+S0O,), y 2 de EX1180-2K". Valores seguidos de letras (A y B)
indican diferentes grupos homogéneos obtenidos con el test de Duncan con un nivel de confianza
del 95%. FT, fermentacion tumultuosa. FF, final de fermentacion
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Tabla IV.11. Medias de los pardmetros generales de las
fermentaciones y vinos tintos muy estructurados
(elaborados con uva Cabernet-Sauvignon o Tempranillo)
y poco estructurados (elaborados con Garnacha o Pinot-
Noir) inoculados con levaduras Torulaspora. Analisis de
la varianza para estudiar el efecto de la inoculacion del
mosto con Torulaspora.

Vinos
, a
Parametro Vinos Vinos poco P
estructurados estructurados
T15 (dias) 2,04+0,32 1,55+0,12 0,304
T100 (dias) 12+0,96 10,8+1,42 0,499
Aceptacion (%) 75,5+3,9 57,5+2,14 0,002
Imposicion FT 86,25+3,1 1002000 0,007
(%)
Imposicion FF 22,618,4 100£0,00 0,000
(%)
Etanol (%, v/v) 13,6+0,17 12,8+0,65 0,138
pH 3,48+0,07 3,55+0,015 0,439
Acidez total (g/L) 7,1+0,42 5,5+0,31 0,026
ac/;;_d)ez volatil 0,46+0,03 049006 0657
Densidad (g/L) 993,33+0,45 992,33+0,8 0,255
(Agil'_;{educmres 428+029  3,68+0,32 0,219
Acido malico 0,66+0,19 0424015 0422
oy
Acido lactico 0,67+0,14 0.27+0,06 0077
(g/L)

Los datos corresponden a la media + error tipico de 12 experimentos
independientes de vinos muy estructurados y 6 de vinos poco
estructurados. FT, fermentacion tumultuosa. FF, final de
fermentacion.

En conjunto, los unicos pardmetros en los que destacaron significativamente los
vinos mejor evaluados y mas estructurados de Torulaspora fueron su mayor cantidad de
azUcares reductores y lactico y menor cantidad de malico e imposicion de la levadura

inoculada, especialmente al final de la fermentacion (Tabla 1V.12).
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Tabla 1V.12. Medias de los parametros generales de las fermentaciones y vinos tintos
elaborados con uva de las variedades Cabernet-Sauvignon o Tempranillo (vinos muy
estructurados), Garnacha o Pinot-Noir (vinos poco estructurados), inoculados con levaduras
seleccionadas Saccharomyces o Torulaspora. Andlisis de la varianza para estudiar el efecto de
la inoculacion del mosto con distintas levaduras.

Vinos

4 a

Parametro Torulaspora Saccharomyces Saccharomyces Torulaspora P
ME ME PE PE

T15 (dias) 2,04+0,32A 1,22+0,14AB 0,68+0,08B  1,55+0,12AB 0,088
T100 (dias) 12+0,96 7,83+1,11 7,540,5 10,83+1,42 0,055
Aceptacion (%) 75,5+3,29A  70,67+1,94A 66+4,00AB  57,5+2,14B 0,005
Imposicion FT (%) 86,26+3,1B  100+0,00A 100+0,00A 100+0,00A 0,002
Imposicion FF (%) 22,6+8,38B  100+0,00A 100+0,00A 100+0,00A 0,000
Etanol (%, v/v) 13,61+0,17  13,81+0,33 12,67+1,57 12,81+0,65 0,274
pH 3,48+0,07 3,5340,11 3,49+0,02 3,55+0,02 0,894
Acidez total (g/L) 7,1+0,42AB  7,78+0,56A  5,95+0,45AB  5,5+0,31B 0,026
Acidez volatil (g/L) 0,46+0,03 0,31+0,03 0,36+0,00 0,49+0,06 0,052
Densidad (g/L) 993,33+0,45 992+0,52 991,5+1,5 992,33+0,8 0,262
Az. reductores (g/L) 4,28+0,29A  1,85+0,12B 1,55+0,15B  3,68+0,32A 0,000
Acido malico (g/L) 0,66+0,19B  1,77+0,15A 0,94+0,33B  0,42+0,15B 0,001
Acido lactico (g/L) 0,67+0,14 0,31+0,19 0,16+0,03 0,27+0,06 0,148

Los datos corresponden a la media + error tipico de 12 experimentos independientes de Torulaspora ME, 6 de
Saccharomyces ME, 2 Saccharomyces PE, y 6 de Torulaspora PE. Valores seguidos de letras (A, B y C) indican
diferentes grupos homogéneos obtenidos con el test de Duncan con un nivel de confianza del 95%. FT,
fermentacion tumultuosa. FF, final de fermentacién. ME, vino muy estructurado. PE, vino poco estructurado.

Respecto a los compuestos aromaticos analizados por familias, solo se
encontraron diferencias significativas en X ésteres acetato y X norisoprenoides (Fig.
1VV.20). Esto fue debido a la mayor cantidad significativa de acetato de etilo en los vinos
poco estructurados (420,2 mg/L en Saccharomyces y 176,5 mg/L en Torulaspora) con
respecto a los muy estructurados (99,9 mg/L en Saccharomyces y 90,6 mg/L en
Torulaspora). Este compuesto es uno de los ésteres mas abundantes en el vino y
responsable en parte de las alteraciones de las propiedades sensoriales del mismo. Sin
embargo, de acuerdo con algunos autores puede tener un efecto favorable en el aroma
del vino a concentraciones por debajo de 80 mg/L (Ribereau-Gayon, 1978).
Precisamente, en los vinos poco estructurados de Pinot-Noir se detectaron muchas
levaduras apiculadas al principio de fermentacion, que han sido descritas productoras de
mucha cantidad de acetatos (Plata et al., 2003). En cuanto al ¥ norisoprenoides, la
cantidad de p-damascenona también fue mayor en los vinos poco estructurados (0,70
mg/L en Saccharomyces y 0,50 mg/L en Torulaspora) respecto a los muy estructurados

(0,11mg/L en Saccharomyces y 0,13 mg/L en Torulaspora). Esto podria ser debido a
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una mayor maceracion en los vinos poco estructurados que permitiria aumentar el
contenido de este compuesto descrito como potenciador de fruta (Pineau et al., 2007).
Analizando el resto de compuestos aromaticos por separado, casi ninguno de los
35 compuestos con diferencia significativa sigue un patron que explique la secuencia de
preferencia de la cata, excepto el butanoato de etilo (frutal, verde, uva, tropical, piel de
manzana, vinoso) (0,59 mg/L en To ME > 0,49 mg/L en Sc ME > 0,31 mg/L en Sc PE >
0,24 mg/L en To PE, p<0,05) y el lactato de isoamilo (fruta, lacteo, nuez) (0,22 mg/L en
To ME > 0,14 mg/L en Sc ME > 0,07 mg/L en Sc PE > 0,05 mg/L en To PE, p<0,05)
(Fig. 1V.21). No parece logico que la preferencia de los catadores dependa de las
diferencias en concentracion para uno o dos compuestos, mas bien cabria esperar que
dependiera de varios compuestos aromaticos en combinacion con la estructura del vino,
la necesidad de suavizarlo para mejorar su sensacion en boca, y de algunos parametros
generales relacionados con esta necesidad como la concentracion de lactico y azlcar.
Adicionalmente, esta preferencia se pudo ver penalizada en los vinos poco estructurados
de Torulaspora por su menor cantidad de aromas a fruta fresca (ésteres, Fig. 1V.20),
mayor cantidad de &cido isobutirico (1,78 mg/L en To PE, 1,03 mg/L en To ME)
respecto a los vinos de Saccharomyces (0,29 mg/L en Sc ME y 0,86 mg/L en Sc PE,
Fig. 1V.21), y su destacada cantidad de acetato de etilo (176,5 mg/L en To PE y 90,6
mg/L en To ME, Fig. 1V.21). Curiosamente, la cantidad de B-damascenona fue muy
superior en los vinos poco estructurados que fueron a su vez los menos apreciados (0,70
mg/L en Saccharomyces, 0,50 mg/L en Torulaspora) respecto a los muy estructurados
(0,21mg/L en Saccharomyces y 0,13 mg/L en Torulaspora). La p-damascenona tiene un
umbral de percepcion muy bajo (0,00005 mg/L) y parece ser un potenciador de otros
aromas, influyendo asi de forma indirecta sobre el impacto aromético de otros
compuestos (Pineau et al., 2007). En nuestro caso podria tener un efecto negativo al
potenciar el impacto del acetato de etilo mas abundante en los vinos poco estructurados
enmascarando la supuesta mejora que la B-damascenona realiza en otros vinos (Pineau
et al., 2007) y ejerciendo un efecto positivo en nuestros vinos méas estructurados con

mayor cantidad de hexanoato de etilo y de ésteres etilicos en general.
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Figura 1VV.20. Composicion aromética de los vinos tintos muy estructurados o poco
estructurados elaborados con Torulaspora o Saccharomyces. Los compuestos se
agruparon por clases quimicas. Los datos son la media (xerror estandar) en mg/L de 46
experimentos independientes. En la parte superior se muestra el nivel de significacion
(p) correspondiente al anélisis de la varianza. ns, no significativo. To, Torulaspora. Sc,
Saccharomyces. ME, vino muy estructurado. PE, vino poco estructurado.
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Figura 1V.21. Compuestos aromaticos para los que se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre las cantidades presentes en los vinos tintos muy
estructurados (Cabernet-Sauvignon o Tempranillo) y poco estructurados (Pinot-Noir o
Garnacha) elaborados con levaduras Torulaspora y Saccharomyces. A, concentracion
media en mg/L. B, valor medio de actividad odorante (VAO). Los datos de mg/L
corresponden a la mediazterror estandar de 46 experimentos independientes. *, valor de
umbral de deteccion desconocido; se ha tomado arbitrariamente el valor de 1 para el
calculo del VAO. **, valor de umbral de deteccién desconocido; para el calculo del
VAO se ha tomado arbitrariamente el valor de 0,035 mg/L correspondiente a la gamma-
butirolactona.

En conclusion, la inoculacion secuencial de levaduras Torulaspora seguida de
Saccharomyces no asegurd una participacion importante de Torulaspora en el proceso
de fermentacion y no resulté en mejoras evidentes de la calidad del vino blanco o tinto.
La inoculacion inicial y exclusiva del mosto con levaduras Torulaspora killer Kbarr
permitié la dominancia de estas levaduras durante toda o la mayor parte de la
fermentacion y origind vinos secos con distinto perfil aromatico que los elaborados con
levaduras Saccharomyces, que fueron de calidad méas apreciada cuando se traté de vinos
tintos muy estructurados elaborados con uva Cabernet-Sauvignon o Tempranillo. En los
vinos tintos poco estructurados y blancos se detectaron notas de evolucion excesiva que
fueron consideradas negativas para la calidad del vino, probablemente debido a que
demasiada presencia de Torulaspora hasta el final de fermentacion de estos vinos

vencio su poca estructura hasta deteriorarlos. Las diferencias en la cantidad de varios
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compuestos aromaticos entre los vinos de Torulaspora y Saccharomyces se
correspondieron muy bien con las diferencias aromaticas encontradas por los catadores,
aunque el grado de preferencia de los vinos solo se puede explicar si se toma
adicionalmente en consideracion algunos de los parametros generales como
concentracion de malico, lactico y azlcar; ademas del efecto negativo de compuestos

como el acido isobutirico.
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Capitulo V: Elaboracion de cava con nuevas levaduras killer Saccharomyces y Torulaspora

V.1. ANTECEDENTES.

La elaboracion de cava es una actividad en continuo crecimiento en Extremadura
y supone una alternativa para incrementar el valor afiadido del vino, que se comercializa
mayoritariamente a granel. La composicion quimica y la calidad de los vinos espumosos
dependen de muchos factores como la variedad de uva (Anderson et al., 2008), la
gestion del vifiedo (Pozo-Bayon et al., 2003), la calidad del vino base (Girbau-Sola et
al., 2002b), o la estirpe de levadura inoculada en la segunda fermentacion (Torrens et
al., 2008). Sin embargo, la segunda fermentacion y la crianza del vino con las lias de
levaduras son factores claves en la calidad de los vinos espumosos. Durante este
envejecimiento se produce la autolisis de las levaduras que realizaron la segunda
fermentacion, se hidrolizan los biopolimeros celulares y se liberan los compuestos
intracelulares (péptidos, aminoacidos, acidos grasos y nucleétidos) y de la pared celular
(glucanos, manoproteinas) en el vino. Esto determina en gran medida las propiedades
quimicas y sensoriales del vino espumoso (revisado por (Alexandre and Guilloux-
Benatier, 2006)). La autolisis natural de las levaduras es un proceso muy lento que
puede durar varios afios. Normalmente ocurre en células al final de la fase estacionaria
de crecimiento y esta asociada a la muerte celular (Babayan and Bezrukov, 1985a).
Desde hace afios se investiga la forma de acelerar este proceso. Una posibilidad consiste
en utilizar mezclas de levaduras asesinas (Kkiller) y sensibles como indculos en la
segunda fermentacién. La toxina asesina mata a las células sensibles y acelera su
autolisis (Charpentier et al., 1993). Aunque esta estrategia ha dado prometedores
resultados en sistemas modelo en laboratorio, ain no se ha aplicado en la industria ni se
ha analizado su efecto sobre las propiedades organolépticas de vinos espumosos. Estos
estudios iniciales se realizaron cuando sélo se conocia un tipo de levaduras vinicas
Saccharomyces Killer, K2. Hoy disponemos, de nuevas levaduras K2 con buenas
caracteristicas enoldgicas (Ambrona et al., 2005a; Ambrona et al., 2006; Pérez et al.,
2000; Ramirez et al., 1998; Ramirez et al., 1999a; Regodon et al., 1997), otro tipo de
levaduras Saccharomyces Kkiller, Klus (Rodriguez-Cousifio et al., 2011), y nuevas
levaduras Torulaspora killer, Kbarr-1 y Kbarr-2 (este estudio). En este capitulo se
estudia el fenotipo asesino de las distintas levaduras vinicas Saccharomyces y
Torulaspora killer en las condiciones de elaboracion de cava. El objetivo es utilizar
levaduras killer durante la segunda fermentacion del cava para acelerar o incrementar la
autolisis de las levaduras y mejorar el proceso de crianza, el bouquet y la calidad de la

espuma.
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V.2. RESULTADOS Y DISCUSION.
V.2.1. Utilidad de cepas autdctonas seleccionadas de levaduras Saccharomyces
cerevisiae en la elaboracién de cava. Analisis preliminar.

Con caracter preliminar, se analizé la idoneidad para elaborar cava de varias
levaduras Saccharomyces cerevisiae autoctonas comparandolas con levaduras
comerciales de referencia. Se utilizaron 16 levaduras vinicas autdctonas seleccionadas y
dos comerciales (IOC 18-2007 del Instituto Oenologique du Champagne, y levadura
encapsulada Cremanti® de la compafiia La Littorale Enologia, S.L.). En este
experimento en bodega no se incluyé ninguna levadura Torulaspora ya que era de
esperar que no realizaran correctamente la segunda fermentacion, como posteriormente
se comprobd cuando las usamos como levaduras complementarias en los tirajes
realizados con mezclas de levaduras killer (Apartado V.2.4).

Las fermentaciones se pudieron agrupar segun la evolucion del grado alcohdlico,
presion en la botella y consumo de azlcares (Fig. V.1). Segun el grado alcohdlico se
establecieron tres grupos de fermentaciones: 1) Con concentraciones finales de alcohol
superiores al 12% (v/v) (levadura Cremanti® y EX85R), 2) entre 12% y 11,75% (10C
18-2007, EX229, EX73, y EX229-R1), 3) entre 11,75 y 11,5% (EX1, EX34, EX47,
EX85, EX88, 7TAR, E3AR1, ETAR1, SMR10-11D, SMR16-5AR, R0od23-1B, y Rod25-
6D) (Fig. V.1A).

Segun la méaxima presion alcanzada en la botella se clasificaron en tres grupos: 1)
Con presiones superiores a 8 atms (Cremanti®, 10C 18-2007, EX1, EX34, EX73,
EX88, EX229, EX85R, EX229-R1, E3ARL, y SMR16-5AR), 2) entre 7 y 8 atms
(EX47, EX85, TAR, SMR10-11D), y menor de 7 atms pero siempre mayor de 6 atms
(E7AR1, Rod23-1B, y Rod25-6D) (Fig. V.1B).

Segun la cantidad de azucares residuales en el cava se establecieron tres grupos:
1) Con concentraciones menores de 3 g/L (Cremanti®, EX1, EX229, EX229-R1,
EX85R), 2) entre 3y 6 g/L (I0C 18-2007, EX34, EX47, EX73, EX88, SMR16-5AR), y
3) entre 6 y 12 g/L (EX85, 7AR, E7TARL1, E3AR1, SMR10-11D, Rod23-1B, Rod25-6D)
(Fig. V.1C).
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Figura V.1. Ejemplos de evolucion de la concentracion de etanol (A), presion en la
botella (B), y consumo de azlcares reductores (C) a lo largo de la segunda fermentacion
y crianza en los cavas elaborados con las diferentes levaduras. EX88 (—m—), E7ARI
(—e—), levadura comercial IOC 18-2007 (—A—), levadura comercial encapsulada
Cremanti® (—e—) y 7AR (—0—).

Las levaduras comerciales estuvieron siempre en el primer o0 segundo grupo, con
las mejores levaduras desde el punto de vista tecnoldgico. Practicamente todas las
levaduras autdctonas analizadas podrian ser utilizadas para la elaboracion de cava al
producir mas de 6 atms de presion y dejar menos de 12 g/L de azucar. Algunas
levaduras acompaiiaron siempre a las levaduras comerciales entre las mejores (EX229,
EX229-R1 y EX85R). Sin embargo, las mejores levaduras en base a la calidad
organoléptica de los cavas fueron las autdéctonas Rod23-1B, E7AR1 y E3AR1 (Tabla
V.1) que, lamentablemente, estuvieron entre las mas discretas en cuanto a sus

cualidades tecnoldgicas.
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Tabla V.1. Parametros analiticos y analisis organoléptico de los cavas elaborados con
distintas levaduras autoctonas y comerciales.

- Az. Acidez Acidez Acido  Acido L
Levadura Eta\r};)\:)(%, P(';Sr:%n reductores  volatil  total pH malico Ilactico Slgz;r(a\ 3}3 Ace(%;zj)mon
@) (SIS @) (@) ¢
EX88 11,76 7,9 4,4 0,35 4.2 3,36 0,09 0,87 23,2 60
Rod23-1B 11,6 6,3 8,3 0,38 41 3,38 0,09 194 27,9 85
Rod25-6D 11,63 6,9 8,1 0,38 4,1 339 0,09 0,89 26 70
SMR10-11D 11,66 7,8 74 0,39 41 3,42 0,09 0,9 26,1 50
SMR16-5AR 11,58 8,1 3,7 0,35 4.2 3,42 0,09 0,96 21,5 74
E7AR1 11,63 6,6 8 0,38 45 3,34 0,09 0,92 23,2 82
E3AR1 11,54 8,4 8 0,37 4.6 341 0,09 0,9 257 80
7TAR 11,62 7,7 6,3 0,36 44 3,34 0,09 0,88 23 55
EX1 11,86 8,2 2,6 0,37 3,7 349 0,09 1,65 22,3 40
EX229-R1 11,99 8,3 2,8 0,34 41 3,56 0,09 0,92 24,9 42
EX34 11,83 8 3,8 0,36 4.2 3,36 0,09 0,93 21,3 72
EX47 11,79 79 43 0,4 43 3,37 0,09 0,99 21,2 75
EX73 11,97 7,3 4,6 0,4 4.2 34 0,09 0,97 22,8 66
EX85 11,78 7,1 7 0,4 47 3,29 0,09 0,93 22,3 76
EX229 12,03 8,6 2,2 0,36 39 342 0,09 1,2 20,4 71
EX85R 12,2 8,6 2,6 0,35 49 3,25 0,21 1,1 16 69
10C 18-2007 12,01 8,2 3 0,36 4,4 3,37 0,09 1,24 19,9 72
Cremanti® 12,43 8,75 14 0,35 51 3,21 0,09 1,08 14,4 72

Los cavas con mas presion tuvieron mas grado alcoholico, menos azlcares
residuales, mas acidez volatil, mas &cido lactico y mayor pH. Es decir, a méas azlcares
consumidos més etanol y CO, se gener0, incrementando asi la presién. Los cavas con
mas alcohol tuvieron menos extracto seco, ya que tenian menos azucares residuales.
Ademas, los cavas con mas azucares reductores presentaron mas acidez volatil y mas
acido lactico, probablemente porque los azlcares residuales potencien la actividad de
bacterias lacticas. No encontramos explicacion a la correlacion entre la presion y mayor
acidez volatil, mayor cantidad de &cido lactico o mayor pH. Los cavas con mayor acidez
total fueron los preferidos por el comité de cata (Tabla V.2).

Tabla V.2. Coeficientes de correlacion de Pearson entre los pardmetros y la calidad del

cava.
Parametro Etanol Presion Az. reductores Acidez volatil Acidez total Acido lactico
(%, VIv) (atm) (g/L) (/L) (g/L) (9/L)
% Aceptacion ns ns ns ns 0,223(**) ns
Etanol (%, v/v) 1 0,932(**) -0,918(**) 0,490(**) 0,231(**) 0,710(**)
Presion (atm) 0,932(**) 1 -0,960(**) 0,524(**) ns 0,858(**)
Az. reductores (g/L) -0,918(**) -0,960(**) 1 -0,493(**) ns -0,850(**)
Acidez volatil (g/L) 0,490(**) 0,524(**) -0,493(**) 1 0,180(*) 0,540(**)
Acidez total (g/L) 0,231(**) ns ns 0,180(*) 1 -0,205(*)
Acido lactico (g/L) 0,710(**) 0,858(**) -0,850(**) 0,540(**) -0,205(*) 1
Extracto seco (g/L) -0,282(**) ns ns ns -0,509(**) 0,271(**)

La correlacion (bilateral) es significativa al nivel 0.01 (**) 6 0.05 (*). ns= no significativo.
En resumen, todas las levaduras autoctonas seleccionadas alcanzaron niveles de
presion superiores a 6 atms, y consumieron los azucares hasta niveles inferiores a 2,2 a

8,3 g/L. En consecuencia, se podrian utilizar para la elaboracion de cavas brut (hasta 12
g/L), extra brut (hasta 6 g/L) y brut nature (hasta 3 g/L).
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V.2.2. Analisis del fenotipo killer en las condiciones de elaboracién de cava. Efecto
de pHy temperatura.

Antes de elaborar cava con las distintas levaduras vinicas Saccharomyces y
Torulaspora Killer, se analiz6 su fenotipo Killer en placas de MB en condiciones
extremas, pH 3,2 y 12°C, distintas a las condiciones optimas para la mayoria de las
toxinas Killer previamente conocidas, pero que coinciden precisamente con las
condiciones dptimas y habituales para la elaboracion de cava.

V.2.2.1. Objetivo: matar a Saccharomyces killer K2 y no-killer K2°.

Las levaduras S. cerevisiae Klus (EX229) o K2 (Rod23-1B) no mataron a las S.
cerevisiae K2 a baja temperatura, 12°C. S6lo se aprecio cierta actividad killer a 20°C.
Las levaduras Torulaspora Kbarr-1 (EX1180 y EX1180-11C4) mataron a S. cerevisiae
K2 EX85 en todas las condiciones ensayadas, incluso a temperatura y pH bajos, 12°C y
pH 3,2. Sin embargo, las Torulaspora Kbarr-2 sélo fueron efectivas a 12°C y pH 4 v,
como era de esperar, el fenotipo killer desaparecid en la levadura desprovista del virus
TdV-Mbarr-1, EX1180-2K" (Fig. V.2). Resultados similares se obtuvieron frente a otra
levadura K2, Rod23-1B; aunque en este caso la intensidad de fenotipo killer fue
bastante menor que frente a EX85, excepto para las levaduras Saccharomyces EX229
Klus que mataron a la S.cerevisiae K2 Rod23-1B a 20°C y pH 4 con mayor intensidad
(Fig. V.3).
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r Kbarr-1 Kbarr-2 v Klus K2 A
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Figura V.2. Fenotipo asesino (killer) de las levaduras Torulaspora EX1180 (Kbarr-1,
CYH®), EX1180-11C4 (Kbarr-1, CYHR), EX1180-2K™ (Kbarr-1°, CYHR), EX1257
(Kbarr-2, CYH®), EX1257-CYH5 (Kbarr-2, CYHR) y Saccharomyces EX229 (Klus,
CYH®) y Rod23-1B (K2, ROD™, CYHR) frente a césped de EX85 (K2, CYH®) a pH 4
0 3,2, y temperatura de 12 o 20°C. Las condiciones de ensayo (césped, pH vy
temperatura) se muestran a los lados (izquierda o derecha) de cada foto.

Torulaspora S.cerevisiae

Kbarr-1 Kbarr-2 Klus
EX1180 EX1180-2K- EX1180-11C4)/EX1257-CYH5 EX1257 )\ EX229 EX8

Césped

Rod23-1B
K2) | |

Figura V.3. Fenotipo asesino (killer) de las levaduras Torulaspora EX1180 (Kbarr-1,
CYH?®), EX1180-11C4 (Kbarr-1, CYHR), EX1180-2K™ (Kbarr-1°, CYHF), EX1257
(Kbarr-2, CYH®), EX1257-CYH5 (Kbarr-2, CYHR) y Saccharomyces EX229 (Klus,
CYH?®), EX85 (K2, CYH?) y frente a césped de Rod23-1B (K2, RODP®, CYHR) a pH 4
0 3,2, y temperatura de 12 o 20°C. Las condiciones de ensayo (césped, pH y
temperatura) se muestran a los lados (izquierda o derecha) de cada foto.
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Las levaduras S. cerevisiae K2 Rod23-1B y EX88 mataron a las K2° (EX85R, que
han perdido el virus ScV-M2 y el fenotipo K2) a baja temperatura, aunque el fenotipo
killer siguié siendo mas intenso a 20°C. Las levaduras Klus (EX229) s6lo mostraron un
fenotipo killer muy débil a 20°C (Fig. V.4). Sorprendentemente, la levadura K2°
(EX85R) fue més resistente a las Torulaspora Kbarr-1 que su parental K2 (EX85). Sin
embargo, ocurrio lo contrario con la Torulaspora Kbarr-2, ya que se detect6 actividad
killer a 12°C y pH 3,2 frente a EX85R y no frente a EX85 (Figura V.4y V.2).

Torulaspora S.cerevisiae
Kbarr-1 Kbarr-2 Klus
EX1180  EX1180-2K EX1180-11C4\/EX1257-CYH5 EX1257 \  EX229 Rod231B EX88

pH4
. 20°C

pH 3,2
20°C

Césped
EX85R

& |
Wi £
i nnn nn-

Figura V.4. Fenotipo asesino (killer) de las levaduras Torulaspora EX1180 (Kbarr-1,
CYH®), EX1180-11C4 (Kbarr-1, CYHR), EX1180-2K™ (Kbarr-1°,CYHF), EX1257
(Kbarr-2, CYH®), EX1257-CYH5 (Kbarr-2, CYHR) y Saccharomyces EX88 (K2,
CYH®), Rod23-1B (K2, ROD®, CYH®) y EX229 (Klus, CYH?®) frente a césped de
EX85R (K2°, CYHR) a pH 4 0 3,2, y temperatura de 12 o 20°C. Las condiciones de
ensayo (césped, pH y temperatura) se muestran a los lados (izquierda o derecha) de cada
foto.

V.2.2.2. Objetivo: matar a Saccharomyces killer Klus y Klus’.

Las levaduras K2 (EX85 y Rod23-1B) mataron débilmente a las Klus a pH 4 y
20°C. Las levaduras Kbarr-1 (EX1180 y EX1180-11C4) mataron mas activamente a las
Klus en las mismas condiciones anteriores y también a pH 3,2 y 20°C aunque mas
débilmente que a pH 4.

A 12°C solo parece posible matar a las levaduras Klus con Torulaspora Kbarr-2, a
pH 4 (Fig. V.5). De nuevo, el fenotipo Killer desaparece en la levadura desprovista del
virus TdV-Mbarr, EX1180-2K", como era de esperar.
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Figura V.5. Fenotipo asesino (killer) de las levaduras Torulaspora EX1180 (Kbarr-1,
CYH®), EX1180-11C4 (Kbarr-1, CYHR), EX1180-2K™ (Kbarr-1°, CYHR), EX1257
(Kbarr-2, CYH®), EX1257-CYH5 (Kbarr-2, CYHY) y Saccharomyces EX85 (K2,
CYH®) y Rod23-1B (K2, ROD™, CYHF) frente a césped EX229 (Klus, CYH®) a pH 4 o
3,2, y temperatura de 12 o 20°C. Las condiciones de ensayo (césped, pH y temperatura)
se muestran a los lados (izquierda o derecha) de cada foto.

Las levaduras Klus casi no mataron a las Klus® (carentes de fenotipo killer y virus
ScV-Mlus). Sin embargo, las levaduras K2 mataron claramente a las Klus®,
especialmente a 20°C (pH 4-3,2) y también a 12°C y pH 4 (Fig. V.6). En este caso, las
Klus® fueron mas sensibles que sus parentales Klus (con fenotipo killer y virus ScV-
Mlus), resultados mas 16gicos y contrarios a los obtenidos frente a las levaduras K2° y
sus parentales K2. Las levaduras Torulaspora Kbarr-1 mataron a Saccharomyces Klus®
en todas las condiciones, mejor a 20°C y pH 4, siendo las Kbarr-2 mas efectivas a 12°C,

aunque con un fenotipo muy débil.

294



Capitulo V: Elaboracion de cava con nuevas levaduras killer Saccharomyces y Torulaspora

Torulaspora S.cerevisiae
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Flgura V.6. Fenotipo asesino (klller) de Ias levaduras Torulaspora EX1180 (Kbarr-1,
CYH®), EX1180-11C4 (Kbarr-1, CYHR), EX1180-2K™ (Kbarr-1°,CYHF), EX1257
(Kbarr-2, CYH®), EX1257-CYH5 (Kbarr-2, CYHR) y Saccharomyces EX229 (Klus,
CYH?®), EX85 (K2, CYH®) y Rod23-1B (K2, ROD, CYHR) frente a césped EX229-R1
(Klus®, CYHR) a pH 4 0 3,2, y temperatura de 12 0 20°C. Las condiciones de ensayo
(césped, pH y temperatura) se muestran a los lados (izquierda o derecha) de cada foto.

V.2.2.3. Objetivo: matar a Torulaspora killer Kbarr-1, Kbarr-2 y Kbarr-1°.

El efecto del pH y la temperatura sobre la sensibilidad de las levaduras Kbarr-1 y
Kbarr-2 ya fue analizado en profundidad en el Capitulo Ill, Apartado I11.2.3.
Brevemente, las levaduras Torulaspora Kbarr-2 no mataron a la Kbarr-1; sin embargo,
las levaduras Torulaspora Kbarr-1 si mataron a la Kbarr-2 en algunas condiciones,
mejor a 12°C, a pH 4 y pH 3,2. Las Unicas levaduras Saccharomyces capaces de matar a
Kbarr-1 y Kbarr-2 fueron las Klus a 20°C y pH 3,2, aunque muy débilmente, casi
imperceptible para Kbarr-2 (Fig. V.7); y este fenotipo killer no se increment6 frente a
las levaduras Kbarr-1° (procedente de la Kbarr-1) EX1180-11C4 y desprovistas del
virus TdV-Mbarr-1 (Fig. V.8). Por otro lado, las levaduras Torulaspora Kbarr-1 y
Kbarr-2 mataron a la Torulaspora Kbarr-1°. Es decir, Torulaspora Kbarr-2 solo mata a
Kbarr-1 si ésta pierde la molécula dsRNA Mbarr-1, y lo hace solo a 12°C y pH 4-3,2
(Fig. V.8). Por ultimo, las levaduras S. cerevisiae K2 no mataron a ninguna
Torulaspora en estas condiciones, provista 0 no de la molécula mediana de dsRNA
Mbarr-1 (datos no mostrados).
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Flgura V.7. Fenotipo asesino (klller) de las levaduras Torulaspora EX1180 (Kbarr-1,
CYH?®), EX1180-11C4 (Kbarr-1, CYHR), EX1180-2K™ (Kbarr-1°, CYHF), EX1257
(Kbarr-2, CYH®), EX1257-CYH5 (Kbarr-2, CYHR) y Saccharomyces EX229 (Klus,
CYH?®) frente a césped EX1180 (Kbarr-1, CYH®) y EX1257 (Kbarr-2, CYH®) a pH 4 o
3,2, y temperatura de 12 o 20°C. Las condiciones de ensayo (césped, pH y temperatura)
se muestran a los lados (izquierda o derecha) de cada foto.

Torulaspora S.cerevisiae
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Figura V.8. Fenotipo asesino (Killer) de las levaduras Torulaspora EX1180 (Kbarr-1,
CYH?®), EX1180-11C4 (Kbarr-1, CYHR), EX1180-2K™ (Kbarr-1°, CYHF), EX1257
(Kbarr-2, CYH?®), EX1257-CYH5 (Kbarr-2, CYHR) y Saccharomyces EX229 (Klus,
CYH?®), EX85 (K2, CYH?) frente a césped EX1180-2K™ (Kbarr1®, CYH®) a pH 4 0 3,2,
y temperatura de 12 o 20°C. Las condiciones de ensayo (césped, pH y temperatura) se
muestran a los lados (izquierda o derecha) de cada foto.

pH32
20°C

En resumen, de todas las condiciones ensayadas para matar a las levaduras
S.cerevisiae, el fenotipo killer fue menos intenso precisamente en las méas cercanas a las
condiciones habituales de elaboracion de cava, pH 3,2 y 12°C. En base a la actividad
Killer detectada en estas condiciones extremas, la inoculacién con mezclas de levaduras
S.cerevisiae K2 con levaduras K2° o Klus® podria ser a priori la opcién més viable para
incrementar la proporcion de levaduras muertas en la fase de tiraje del cava. La opcion
de utilizar EX229 (Klus) mezclada con Rod23-1B (K2) resulta en principio menos
atractiva ya que solo se encontré un efecto killer intenso a 20°C y pH 4. Si se trata de
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matar a las levaduras Torulaspora Kbarr-1°, sélo las mataron las Torulasporas killer a
12°C, Kbarr-1 a pH 4 y Kbarr-2 a pH 3,2-4; y entre las Saccharomyces sélo funcionaron
bien las Klus (EX229) a 20°C y pH 3,2. En consecuencia, la inoculacion con mezclas de
levaduras Torulasporas Kbarr-1 con levaduras Kbarr-1° o Klus también podrian
incrementar la proporcion de levaduras muertas en la fase de tiraje del cava.

En base a estos resultados previos de cinéticas de segunda fermentacion, presion
alcanzada en botella, calidad organoléptica del cava y capacidad killer en condiciones
similares a las de tiraje se preseleccionaron las levaduras S.cerevisiae EX85, EX85R,
Rod23-1B, EX229, EX229-R1; y las T.delbrueckii EX1180, EX1180-11C4, EX1180-
2K, EX1257 y EX1257-CYH5 para realizar sucesivos experimentos de elaboracion de

cava con distintos vinos base.

V.2.3. Elaboracion de cava con inéculos mixtos de levaduras killer/no-killer en
tubos de laboratorio a baja presion.

Antes de proceder a la elaboracion de cava en botella, se realizaron varios
experimentos con pequefio volumen en tubos de polipropileno con las levaduras
preseleccionadas. En las primeras series de experimentos se aprecié una contaminacion
de levaduras Saccharomyces en el vino base que desplazaron a las levaduras inoculadas
en el tiraje, especialmente a las de menor vigor fermentativo como las levaduras
Torulaspora, que ademas resultaron muy sensibles al tratamiento con Velcorin cuando
éste se adiciond para contrarrestar el efecto de la contaminacién. Por otro lado, cuando
se inocularon mezclas de levaduras Saccharomyces y Torulaspora a partes iguales, las
Saccharomyces siempre desplazaron a las Torulaspora independientemente del fenotipo
killer o sensible de cada levadura. Es decir, en estas condiciones, el mayor vigor
fermentativo de las levaduras Saccharomyces, killer o no-killer, fue suficiente para
desplazar a las levaduras Torulaspora killer de menor vigor fermentativo. Esto nos
permiti6 ajustar la proporcion de levaduras a utilizar en las mezclas
Saccharomyces:Torulaspora para optimizar el efecto killer de Torulaspora, que resulto
ser una proporcién inicial de 1:3 para este experimento.

Nuestro principal objetivo fue analizar el efecto killer entre las distintas levaduras
preseleccionadas durante la segunda fermentacion antes de seleccionar las estirpes que
se usarian para los tirajes en botella, mucho méas costosos y laboriosos.

Se utilizo el vino base-1 de la variedad Macabeo procedente de Bodegas Lopez-

Morena (Tabla 11.6). Se realizaron 19 experimentos, 9 controles con una sola levadura
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Saccharomyces y/o Torulaspora killer o no-killer, 10 con mezclas de levaduras killer y
no-killer o de dos levaduras killer de distinto tipo (Tabla V.3). Se prepararon 10 tubos
de tiraje para cada levadura o mezcla de dos, y se incubaron los 7 primeros dias a 12°C,
7 dias a 20°C con el objetivo de acelerar el efecto killer de las levaduras, y el resto a
12°C.

Tabla V.3. Levaduras y mezclas de levaduras inoculadas en los tirajes realizados en
tubos de polipropileno con el vino base-1.

Tiraje Levaduras Fenotipo

1 EX85R (Sc) K, CYH"

2 Rod23-1B (Sc) K2, ROD¢, CYH"

3 EX229 (Sc) Klus, CYH®

4 EX85 (Sc) K2, CYH®

5 EX1180 (To) Kbarr-1, CYH®

6 EX1257 (To) Kbarr-2, CYH®

7 EX1180-11C4 (To) Kbarr-1, CYHR

8 EX1180-2K ™ (To) K, CYH®

9 EX229-R1 (Sc) K, CYH®

10 EX85 + EX229-R1 (Sc + Sc) K2, CYH®+ K, CYHR

11 Rod23-1B + EX1180 (Sc + To) K2, ROD®, CYH® + Kbarr-1, CYH?®
12 EX229 + Rod23-1B (Sc + Sc) Klus, CYH+ K2, ROD™, CYHR
13 EX229 + EX85R (Sc + Sc) Klus, CYH® + K, CYHR

14 EX85 + EX85R (Sc + Sc) K2, CYH® + K, CYHR

15 EX85R + EX1180 (Sc + To) K, CYH® + Kbarr-1, CYH®

16 EX229 + EX1180-11C4 (Sc + To) Kbarr-1, CYHR + Klus, CYH?

17 EX85 + EX1180-2K™ (Sc + To) K2, CYH® + K, CYHR

18 EX1180 + EX1180-2K™ (To + To) Kbarr-1, CYH® + K*, CYHR

19 EX1180-11C4 + EX1257 (To + To) Kbarr-1, CYHR + Kbarr-2, CYH®

Sc, Saccharomyces cerevisiae. To, Torulaspora delbrueckii. K°, levadura no-killer; K2, levadura Killer
K2; Klus, levadura killer Klus; Kbarr-1, levadura killer Kbarr-1; Kbarr-2, levadura killer Kbarr-2; CYHR,
resistente a cicloheximida; CYHS, sensible a cicloheximida; RODC, levaduras color rosa claro en
presencia de rodamina-6G y resistentes a cicloheximida.

V.2.3.1. Eficacia de las levaduras Saccharomyces y Torulaspora en la segunda
fermentacion en tubos de laboratorio a baja presion.

La eficacia de las levaduras para realizar la toma de espuma se determind
fundamentalmente considerando la cinética de la segunda fermentacion. Para facilitar su
analisis, los resultados se exponen separados en dos bloques. Por un lado los
correspondientes a mezclas de levaduras S. cerevisiae, y por otro los correspondientes a
mezclas de levaduras S. cerevisiae y T. delbrueckii, en ambos casos comparando con los
respectivos controles realizados con cada levadura por separado.

Todos los tirajes inoculados con S. cerevisiae, una levadura o mezclas, terminaron
la segunda fermentacion antes de 10 dias (Figs. V.9A y C). De la misma manera, la
mayoria de las mezclas de Saccharomyces y Torulaspora terminaron la segunda
fermentacién antes de 10 dias 0, como mucho, antes de 20 dias. Los tirajes inoculados
con una levadura T. delbrueckii EX1180, EX1180-11C4 o EX1180-2K" terminaron la
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fermentacién mucho mas tarde, a los 40 dias; y dejaron del orden de 2-3 g/L de azucar.
La mezcla de dos levaduras Torulaspora fue algo mas répida porque se inocul6 el doble
de levaduras, y agotaron los azUcares totalmente (Figs. V.9B y D). El vino sin inocular
y el tiraje de la Torulaspora EX1257 Kbarr-2 no terminaron la segunda fermentacion y
quedaron los vinos dulces (Fig. V.9).

En resumen, como ya se mencion6 en el Capitulo IV, las cinéticas de las
fermentaciones inoculadas con T. delbrueckii resultaron mucho mas lentas que las
inoculadas con S. cerevisiae, e incluso algunas de estas fermentaciones no llegaron a
completarse totalmente.
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Figura V.9. Cinética de fermentacion y evolucion del consumo de glucosa+fructosa de
los tirajes inoculados con mezclas de levaduras S. cerevisiae (A y C) y mezclas de S.
cerevisiae y T. delbrueckii (B y D) y sus correspondientes controles inoculados con
cada levadura por separado. Simbolos: Sin inocular (—%—), EX85 (—e—), EX85R
(—m—), Rod23-1B (—o—), EX229 (—A—), EX229-R1 (—A—), EX85+EX229-R1 (--A--
), EX229+R0d23-1B (--0--), EX229+EX85R (--0--), EX85+EX85R (--O--), EX1180
(—m—), EX1257 (—¢—), EX1180-11C4 (—e—), EX1180-2K™ (— A —), EX85R+EX1180
(--0--), Rod23-1B+EX1180 (--0--), EX229+EX1180-11C4 (--A--), EX85+EX1180-2K"
(--0--), EX1180+EX1180-2K" (--m--), EX1180-11C4+EX1257 (--¢--).

V.2.3.2. Evolucién de la viabilidad celular de las levaduras Saccharomyces y

Torulaspora en la segunda fermentacion en tubos de laboratorio a baja presion.
Partiendo de un inéculo del orden de 10 ufc/mL, se alcanzaron poblaciones de

10®y 10° ufc/mL aproximadamente a los 7 dias después de realizado el tiraje; y a partir

del dia 20 disminuyé la viabilidad progresivamente en todas las poblaciones, y fue méas
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acusada en las levaduras T. delbrueckii EX1180-11C4 y S. cerevisiae Rod23-1B que
tendieron a morir antes que el resto de levaduras después del dia 95 (Figs. V.10A y B).
La cantidad de yemas también disminuyd progresivamente hasta desaparecer a los 60
dias (Figs. V.10C y D). Sorprendentemente, a los 9 meses todavia se detectaron algunas
células viables en todas las fermentaciones (de 10°-10° ufc/mL), especialmente en la
mezcla de S. cerevisiae EX229 (Klus) + T. delbrueckii EX1180-11C4 (Kbarr-1) con
3,97x10° ufc/mL. Las levaduras fueron capaces de sobrevivir en estas condiciones de

bajo pH y baja temperatura, probablemente debido a la ausencia de presion en el tubo.
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Figura V.10. Evolucién de la viabilidad celular y del porcentaje de yemas en las
fermentaciones inoculadas con mezclas de levaduras S. cerevisiae (A 'y C) y mezclas de
S. cerevisiae y T. delbrueckii (B y D) y sus correspondientes controles inoculados con
cada levadura por separado. Simbolos: Sin inocular (—%—), EX85 (—e—), EX85R
(—m—), Rod23-1B (—o—), EX229 (—A—), EX229-R1 (—A—), EX85+EX229-R1 (--A--
), EX229+R0d23-1B (--0--), EX229+EX85R (--0--), EX85+EX85R (--O--), EX1180
(—m—), EX1257 (—¢—), EX1180-11C4 (—e—), EX1180-2K™ (— A —), EX85R+EX1180
(--0--), Rod23-1B+EX1180 (--0--), EX229+EX1180-11C4 (--A--), EX85+EX1180-2K"
(--0--), EX1180+EX1180-2K" (--m--), EX1180-11C4+EX1257 (--¢--).

V.2.3.3. Desplazamiento de las levaduras sensibles por las levaduras Killer y
evolucidn de la muerte celular en la segunda fermentacion en tubos de laboratorio
a baja presion.

En todas las fermentaciones inoculadas con mezclas de levaduras se aprecid
desplazamiento de la levadura no-killer por la levadura killer de la misma especie (Figs.
V.11 Ay B). Los resultados se correspondieron bastante bien con los obtenidos en el
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test en placa de fenotipo killer: la mayoria de las levaduras killer con fenotipo detectable
en placa desplazaron a sus comparieras sensibles de la misma mezcla. En la mezcla de
dos levaduras Killer, mezcla EX229+Rod23-1B, la levadura Rod23-1B (K2) fue
desplazada por EX229 (Klus) (Fig. V.11A). Aunque estas levaduras se mataron
mutuamente en el test en placa (20°C, pH 4), el efecto killer de EX229 sobre Rod23-1B
fue mas intenso que a la inversa (Figs. V.3 y V.5). Ademaés, la levadura Rod23-1B
(junto a EX85R) mostro una tasa de crecimiento y fermentacion de azucar algo inferior
al resto de las levaduras analizadas en estas condiciones de tiraje (12-20°C, pH 2,95;
Fig. V.9A). Estas dos circunstancias pueden explicar que EX229 desplazara a Rod23-
1B durante la fermentacion del vino base en lugar de ocurrir lo contrario.

En las fermentaciones inoculadas con mezclas de S. cerevisiae y T. delbrueckii, se
aprecioé desplazamiento de una de las dos levaduras en todas las fermentaciones (Fig.
V.11B). No obstante, en discordancia con los resultados del test de fenotipo killer en
placa, siempre prevalecieron las levaduras Saccharomyces, aunque fueran sensibles a
las Torulaspora killer. Ademas, el desplazamiento de las Torulaspora en las mezclas
EX85R+EX1180, EX229+EX1180-11C4 y EX85+EX1180-2K™ fue mas rapido de lo
esperable dado su prevalencia en el test killer en placa sobre las mismas levaduras
Saccharomyces, lo que hace sospechar que este desplazamiento no se debié realmente al
fenotipo Killer de las levaduras Saccharomyces (de hecho EX85R no es killer) sino mas
bien a su mayor tasa de crecimiento y fermentacion. La Gnica concordancia con este test
fue la mezcla de dos levaduras Torulaspora, donde la levadura EX1180 (Kbarr-1)
desplazé a la EX1180-2K™ (Kbarr®), como era de esperar dado que ambas tienen una tasa
de crecimiento similar (Fig. V.11B).

El porcentaje de levaduras muertas fue aumentando a medida que progreso la
segunda fermentacién. Hasta los 6 meses, la mayoria de las fermentaciones inoculadas
con mezclas de levaduras Saccharomyces (killer y no-killer, o dos levaduras killer de
distinto tipo) presentaron mayor porcentaje de muerte que los correspondientes
controles inoculados con cada levadura por separado, poniendo claramente de
manifiesto la influencia del fenotipo killer durante la segunda fermentacion en estas
condiciones. A partir de los 6 meses no hubo diferencias significativas entre las mezclas
y sus controles, debido a que la gran mayoria de las levaduras mueren
independientemente de la existencia de toxinas Killer. La excepcion fue la fermentacion
inoculada con Rod23-1B, que presentd una proporcion de células muertas cercana a la

de las mezclas de levaduras killer y sensibles (Figs. V.11C y D). La evolucion del
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porcentaje de levaduras muertas en las fermentaciones inoculadas con mezclas de
Saccharomyces y Torulaspora fue similar a la de los controles inoculados sélo con
Torulaspora, y en ambos casos la proporcion de células muertas fue mayor que en las
fermentaciones control de S. cerevisiae (Figs. V.11C y D). Es decir, todo parece indicar
que las levaduras menos eficaces para realizar la segunda fermentacion, S.cerevisiae
Rod23-1B y todas las T. delbrueckii, tienden a morir antes que los controles de

levaduras S. cerevisiae mas eficaces, independientemente de que sean Killer.
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Figura V.11. Evolucién del porcentaje de cada levadura inoculada, de la levadura
desplazada en las mezclas de dos levaduras (killer+no-killer o killer+killer) y de
levaduras muertas totales en las fermentaciones inoculadas con mezclas de levaduras S.
cerevisiae (A 'y C) y mezclas de S. cerevisiae y T. delbrueckii (B y D) y sus
correspondientes controles inoculados con cada levadura por separado. El porcentaje de
cada levadura inoculada y de la levadura desplazada en las fermentaciones inoculadas
con mezclas de levaduras se calcul6 analizando distintos marcadores genéticos de las
colonias aisladas de cada muestra: CYHR (resistencia a cicloheximida) para EX85R,
EX229-R1, EX1180-11C4, EX1180-2K"y Rod23-1B; ROD" (levadura color rosa claro
en presencia de rodamina-6B) para Rod23-1B; CYH® (sensibilidad a cicloheximida),
fenotipo Killer y/o perfil de restriccion del mtDNA (RFLPs) para EX229, EX85,
EX1180 y EX1257. Simbolos: Sin inocular (—%—), EX85 (—e—), EX85R (—m—),
Rod23-1B (—o—), EX229 (—A—), EX229-R1 (—A—), EX85+EX229-R1’ (--A--),
EX229+R0d23-1B" (--0--), EX229+EX85R" (--0--), EX85+EX85R" (--m--), EX1180
(—m—), EX1257 (—¢—), EX1180-11C4 (—e—), EX1180-2K (— A —), EX85R+EX1180°
(--0--), Rod23-1B+EX1180" (--0--), EX229+EX1180-11C4" (--A--), EX85+EX1180-
2K (--0--), EX1180+EX1180-2K™ (--m--), y EX1180-11C4+EX1257" (--¢--). El
simbolo (") indica la levadura que resulté desplazada en cada mezcla de dos levaduras y
cuyo porcentaje se representa en la correspondiente gréafica.
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V.2.3.4. Evolucion del contenido en polisacaridos y proteinas en la segunda
fermentacion en tubos de laboratorio a baja presion.

El contenido en polisacarido y proteinas en todas las fermentaciones inoculadas
con una levadura o mezclas de levaduras Saccharomyces aumento respecto el vino base
inicial (Figs. V.12 y V.13). El incremento medio de polisacaridos fue del 12% a los 30
dias, 28% a los 180 dias y 14% a los 270 dias; y el de proteinas fue 55%, 70% y 73%
respetivamente (Fig. V.13). En la mayoria de las fermentaciones inoculadas con
mezclas de levaduras S. cerevisiae incrementd significativamente la cantidad de
polisacaridos con respecto los controles de una sola levadura, con una media del 5% a
los 30 dias, 10% a los 180 dias y 9% a los 270 dias (Fig. V.13). Sin embargo, en
general, la cantidad de polisacaridos disminuyé una media del 17% durante el
envejecimiento del cava de 180 a 270 dias (Fig. V.13). La disminucion mas acusada
correspondid a la mezcla EX85+EX229-R1 (28,5%) y la menos acusada a la levadura
control Rod23-1B (5,85%) (Fig. V.12). La cantidad de proteinas también aumenté de
forma generalizada en los vinos de mezclas de S. cerevisiae con respecto los controles
de una sola levadura, una media de 19% a los 30 dias, 24% a los 180 dias y 25% a los
270 dias (Fig. V.13). A diferencia de lo que ocurrié con la cantidad de polisacaridos
durante el envejecimiento de 180 a 270 dias, la cantidad de proteinas aumenté de forma
generalizada un 10%, con la excepcion del vino de EX85R en el que disminuyo de 4,0
mg/L a 3,16 mg/L, que precisamente fue el vino con menor cantidad de proteina (Fig.
V.12).
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Figura. V.12. Concentracion de polisacaridos (método fenol-sulfurico) y de proteinas
(método Bradford) a los 30 dias (A), 180 dias (B) y 270 dias (C) de la segunda
fermentacion de cavas inoculados con Saccharomyces y mezclas de
Saccharomyces+Saccharomyces (dos levaduras con distinto fenotipo killer).

En sintesis, el contenido de polisacaridos y proteinas totales incrementd
significativamente a lo largo de las fermentaciones inoculadas con mezclas de levaduras
S. cerevisiae, con efecto killer, respecto a las fermentaciones sin este efecto inoculadas
con cada levadura en solitario (Fig. V.13A), hasta un 10% en la cantidad de

polisacaridos y un 25% en la cantidad de proteinas.
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Figura V.13. Evolucion de la concentracién media de polisacaridos y proteinas durante
la segunda fermentacion de los cavas inoculados con: (A), una levadura Saccharomyces
(no existe efecto killer), o mezclas de Saccharomyces+Saccharomyces (si existe efecto
killer); y (B), una levadura Saccharomyces o Torulaspora, o mezclas de
Torulaspora+Torulaspora o Saccharomyces+Torulaspora. En la parte superior se
muestra el nivel de significacion (p) correspondiente al analisis de la varianza.

La cantidad de polisacaridos y proteinas aumentd en todas las fermentaciones
inoculadas con wuna levadura Torulaspora o con mezclas de levaduras
Torulaspora+Torulaspora y Torulaspora+Saccharomyces respecto el vino base inicial.
El incremento medio de polisacaridos fue del 28% a 180 dias y 7% a 270 dias, y el de
proteinas de 73% los 180 o 270 dias. Sin embargo, en las fermentaciones inoculadas
con mezclas de Torulaspora+Torulaspora y Torulaspora+Saccharomyces no aumento
la cantidad de polisacaridos respecto los controles de una sola levadura, ni se apreciaron
diferencias significativas entre el contenido de polisacarido dependiente de la existencia
de efecto killer. No obstante, la cantidad de proteinas aumenté de forma significativa
una media del 16% a los 180 dias y del 17% a los 270 dias con mezclas de
Torulaspora+Torulaspora y Torulaspora+Saccharomyces respecto sus controles de
una sola levadura (Fig. V.13B).

En resumen, las levaduras T. delbrueckii EX1180-11C4 y S. cerevisiae Rod23-1B
perdieron la viabilidad antes que el resto de levaduras a partir del dia 95 de
fermentacion, independientemente de la presencia de toxina Killer, aunque esto ocurrié

una vez realizada la mayor parte del desplazamiento debido al efecto killer en las
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fermentaciones inoculadas con mezclas de estas levaduras. En las mezclas de levaduras
Saccharomyces, hubo una evidente correspondencia entre efecto killer e incremento de
la cantidad de polisacarido y proteina durante la segunda fermentacion y
envejecimiento, hasta el 10% y el 25% respectivamente. En las mezclas de levaduras
Torulaspora+Torulaspora y Torulaspora+Saccharomyces, no se aprecié ningln
incremento en la cantidad de polisacarido, y s6lo hubo un incremento medio de
proteinas de hasta el 17% asociado a efecto killer. Probablemente, este incremento de
proteinas fue menor que en las mezclas de Saccharomyces porque el incremento de la
muerte celular fue generalizado en las poblaciones de Torulaspora con independencia
del fenotipo killer. Ademés, Torulaspora no matd y desplaz6 a Saccharomyces en
ningln caso, lo que hubiese podido resultar en la liberacion de mas proteinas y

polisacaridos.

V.2.4. Elaboracion de cava con in6culos mixtos de levaduras Saccharomyces y
Torulaspora killer/no-killer en botella a alta presion.

Los resultados previos nos permitieron descartar algunas levaduras y mezclas de
levaduras Saccharomyces y Torulaspora (la Torulaspora EX1257 por su ineficacia; y
las mezclas EX85R+EX1180, EX229+EX1180-11C4 y EX85+EX1180-2K™ por la
sospecha de que la rapida imposicién de Saccharomyces sobre Torulaspora no se debi6
realmente al fenotipo killer de las levaduras Saccharomyces, sino méas bien a su mayor
tasa de crecimiento y fermentacion), e introdujimos una nueva mezcla Saccharomyces
killer + Torulaspora no-killer (EX229+EX1180-2K") para analizar su eficacia en botella
con presion (Tabla V.4). Los tirajes de levaduras Saccharomyces y mezclas de dos
Saccharomyces se incubaron a 18°C durante los primeros 30 dias de fermentacién
(series 1-8) para optimizar el efecto killer de estas levaduras que no funciona bien a 12-
14°C (ver Figs. V.2-V.6), y posteriormente se pasaron a 12-14°C para continuar con la
segunda fermentacién y crianza, excepto los inoculados con Saccharomyces EX229 y
Rod23-1B (serie 11 y 12), que fueron incubados a 12-14°C durante todo el tiempo. Los
tirajes inoculados con Torulaspora se incubaron a 12-14°C (series 9, 10, 13, 14 y 15)
desde el principio para mitigar en lo posible el efecto deletéreo de las condiciones de
tiraje sobre estas levaduras, mas sensibles al alcohol y la presion que S. cerevisiae (a
mayor temperatura mayor sensibilidad al alcohol). En ambas condiciones se realizo un
control sin inocular. Como ya se hiciera en las fermentaciones en tubos a baja presion,

se volvid a incrementar ain mas la proporcion de levaduras Torulaspora en las mezclas
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Saccharomyces: Torulaspora hasta 1:10 para optimizar el pretendido efecto killer de
Torulaspora en estas nuevas condiciones en botella, en prevision del posible efecto
deletéreo adicional de la presion sobre las levaduras Torulaspora. En total, se realizaron
15 tirajes con levaduras + 2 tirajes sin inocular a 18-12°C y 12°C, 7 controles con una
sola levadura killer o no-killer, 7 mezclas de dos levaduras killer y no-killer, o dos killer
de distinto tipo y 1 mezcla de cuatro levaduras S. cerevisiae killer y no-killer (Tabla
V.4). Se utilizo el vino base-2 de la variedad Macabeo procedente de Bodegas LOpez-
Morena (Tabla 11.6).

Tabla V.4. Levaduras y mezclas de levaduras inoculadas en los tirajes de cava
realizados en botella con vino base-2.

Tiraje Levadura Fenotipo

1 EX85 (Sc) K2, CYH®

2 EX85R (Sc) K, CYHR

3 EX229-R1 (Sc) K, CYHR

4 EX85 + EX85R (Sc+Sc) K2, CYH® + K, CYHR

5 EX85 + EX229-R1 (Sc+Sc) K2, CYHS+ K’, CYHR

6 EX229 + Rod23-1B (Sc+Sc) Klus, CYH® + K2, RODP¢, CYHR

7 EX229 + EX85R (Sc+Sc) Klus, CYH® + K, CYHR

8 EX229+EX85+Rod23-1B+EX85R Klus, CYH® + K2, CYH® + K2, ROD,
(Sc+Sc+Sc+Sc) CYHR+ K, CYHR

9 EX1180-2K (To) K, CYHR

10 EX1180 (To) Kbarr-1, CYH®

11 EX229 (Sc) Klus, CYH?®

12 Rod23-1B (Sc) K2, ROD¢, CYH"

13 EX1180 + EX1180-2K™ (To+To) Kbarr-1, CYH® + K', CYH®

14 EX229 + EX1180-2K™ (Sc+To) Klus, CYH® + K-, CYHR

15 Rod23-1B + EX1180 (Sc+To) K2, ROD™®, CYH® + Kbarr-1, CYH?®

Sc, Saccharomyces cerevisiae. To, Torulaspora delbrueckii. Abreviaturas: K, levadura no-killer; K2,
levadura killer K2; Klus, levadura killer Klus; Kbarr-1, levadura killer Kbarr-1; CYHR, resistente a
cicloheximida; CYH?®, sensible a cicloheximida; ROD™, levaduras color rosa claro en presencia de
rodamina-6G Y resistentes a cicloheximida.

V.2.4.1. Eficacia fermentativa de las levaduras a alta presion.

Todas las levaduras Saccharomyces (mezclas o controles de una sola levadura)
incubadas a 18°C terminaron la fermentacion antes de 30 dias (Fig. V.14A). De los
tirajes incubados a 12°C, sélo terminaron la fermentacion antes de 60 dias los
inoculados con S. cerevisiae EX229 (sola o mezclada con Torulaspora EX1180). La
fermentacion de los tirajes inoculados Unicamente con Torulaspora se paré el dia 60,
excepto EX1180 que continud lentamente hasta 270 dias, probablemente debido a una
contaminacion presente en el vino base-2. La fermentacion de S. cerevisiae Rod23-1B
fue de nuevo mas lenta que el resto de las levaduras Saccharomyces, probablemente
debido a que esta levadura es de fermentacion algo mas lenta y en este caso fue ademas
ralentizada por la baja temperatura y la presion (Fig. V.14B). Ningin control sin

inocular realizo la segunda fermentacion (Figs.V.14A y B).
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Se observé una clara correlacion entre la presién y el consumo de azUcares: a mas
consumo de azUcares, mas presion. En los tirajes de Saccharomyces incubados a 18°C,
con las cinéticas de consumo de azlcares mas rapidas, se alcanzé una presion de 6 atm
antes de 30 dias (Fig. V.14C). Sin embargo, el tiraje de S. cerevisiae EX229 incubado a
12°C (sola o mezclada con la Torulaspora EX1180-2K"), tard6 60 dias en alcanzar la
misma presion. Los cavas de Torulaspora, solas o en mezclas, alcanzaron su maxima
presion (1,4-3,3 atm) a los 60-90 dias; sin embargo, el de Torulaspora EX1180 alcanzé
una presién maxima de 5,6 atm debido a que continu6 lentamente la fermentacion hasta
los 270 dias, igual que ocurrié con S. cerevisiae Rod23-1B, poniendo nuevamente de
manifiesto la relacion entre presion y consumo de azucares (Fig. V.14D). La presion se
mantuvo practicamente a 0 atm en los controles sin inocular durante toda la

fermentacion ya que no hubo consumo de azdcares (Figs. V.14C y D).
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Figura V.14. Evolucion del consumo de glucosa+fructosa (A 'y B) y presion (C y D) en
funcién del tiempo de los tirajes realizados en botella con mezclas de S. cerevisiae 0
mezclas de S. cerevisiae y T. delbrueckii y sus correspondientes controles inoculados
con cada levadura por separado a 18°C y 12°C (A y C), 0 12°C (B y D). Simbolos: Sin
inocular (—x—), EX85 (—e—), EX85R (—m—), EX229-R1 (—A—), EX85+EX85R (--O--
), EX85+EX229-R1 (--A--), EX229+Rod23-1B (--0--), EX229+EX85R (--0--),
EX229+EX85+R0d23-1B+EX85R (-+--), EX1180 (—m—), EX1180-2K™ (—A—),
EX229 (—A—), Rod23-1B (—o—), EX1180+EX1180-2K™ (--m--), EX229+EX1180-2K"
(--0--) y Rod23-1B+EX1180 (--0--).

V.2.4.2. Evolucion de la viabilidad celular de las levaduras.
La poblacién de levaduras aumenté un orden de magnitud, de 10°a 10" ufc/mL, a

los 15-30 dias en los tirajes de Saccharamyces (Fig. V.15A), incremento que no se
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aprecio en los tirajes de Torulaspora. Las levaduras Torulaspora murieron mas
rdpidamente que las Saccharomyces, antes de 60-90 dias, aun teniendo mas yemas
(Figs. V.15B y D). En general, las levaduras de estos tirajes en botella a alta presion
murieron antes que las levaduras de los tirajes realizados en tubos a baja presion (Figs.
V.10A y B). Por ejemplo: EX85 y EX229 habian muerto totalmente a los 6 meses en
botella, mientras que en tubo a baja presién adn quedaban 1,86x10" ufc/mL y 1,2x10°
ufc/mL respectivamente. La proporcion de yemas de Torulaspora no disminuyo a
medida que el cultivo fue envejeciendo con el agotamiento de los nutrientes, como seria
de esperar (Fig. V.15D). Esto se podria explicar porque las levaduras mueren cuando se
estan dividendo quedando las yemas unidas a la célula madre al dejar de crecer por
agotamiento de nutrientes. En contraposicion, las levaduras Saccharomyces
permanecieron vivas mas de 90 dias, y algunas hasta los 180 o 270 dias (EX229,
EX229-R1, Ro0d23-1B y mezcla Rod23-1B+EX1180), y la cantidad de yemas
disminuyé a medida que el cultivo envejeci6 por falta de nutrientes (Fig. V.15C).

1E+09
1 1E+08 L
E 1E+07 TP
£ 1E+06 §
< 1E+05
o 1E+04 F°
= 1E+03
S 1E+02

1E+01

1E+00
120

% Yemas

Tiempo (dias)

Figura V.15. Evolucién de la viabilidad (A y B) y porcentaje de yemas (C y D) en
funcién del tiempo de los tirajes realizados en botella con mezclas de S. cerevisiae o
mezclas de S. cerevisiae y T. delbrueckii y sus correspondientes controles inoculados
con cada levadura por separado a 18°C y 12°C (A y C), 0 12°C (B y D). Simbolos: Sin
inocular (—x—), EX85 (—e—), EX85R (—m—), EX229-R1 (—A—), EX85+EX85R (--O--
), EX85+EX229-R1 (--A--), EX229+Ro0d23-1B (--0--), EX229+EX85R (--0--),
EX229+EX85+R0d23-1B+EX85R (--+--), EX1180 (—m—), EX1180-2K" (—A-),
EX229 (—A—), Rod23-1B (—o—), EX1180+EX1180-2K" (--m--), EX229+EX1180-2K"
(--0--) y Rod23-1B+EX1180 (--0--).
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V.2.4.3. Desplazamiento de las levaduras sensibles por las levaduras killer y
evolucion de la muerte celular.

En todas las mezclas de levaduras de la misma especie se observo desplazamiento
de la levadura sensible por la levadura killer, mas rapido a 18°C (Fig. V.16A) que a
12°C (Fig. V.16B). Esto no correlacioné con un incremento de la muerte celular a partir
de los 30 dias, probablemente debido a que en este punto la mayoria de las levaduras ya
estdn muertas debido a que ya han agotado los azlcares y hay un efecto deletéreo de la
presion sobre la viabilidad celular, especialmente sobre las levaduras Torulaspora (Fig.
V.16D). Solamente se observé correlacion entre el efecto killer y el incremento de la
muerte celular en las mezclas de levaduras S. cerevisiae antes de 30 dias (Fig. V.16C).
En las mezclas de Saccharomyces+Torulaspora domind siempre Saccharomyces,
aunque esta fuera la estirpe sensible (Fig. V.16B). Esto mismo ya ocurrio en los tirajes
realizados en tubos a baja presion, y es debido a la mayor tasa de crecimiento y vigor
fermentativo de Saccharomyces respecto a Torulaspora (Fig. V.11B).
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Figura V.16. Evolucién del porcentaje de cada levadura inoculada, de la levadura
desplazada en las mezclas de dos levaduras (killer+no-killer o killer+killer) (Ay B) y de
levaduras muertas totales (C y D) en funcién del tiempo de los tirajes realizados en
botella con mezclas de S. cerevisiae 0 mezclas de S. cerevisiae y T. delbrueckii y sus
correspondientes controles inoculados con cada levadura por separado a 18°C y 12°C (A
y C), 0 12°C (B y D). El porcentaje de cada levadura inoculada y de la levadura
desplazada en las fermentaciones inoculadas con mezclas de levaduras se calculd
analizando distintos marcadores genéticos en las colonias aisladas de cada muestra:
CYHR (resistencia a cicloheximida) para EX85R, EX229-R1 y EX1180-2K; ROD"®
(levadura color rosa claro en presencia de rodamina-6B) para Rod23-1B; CYH®
(sensibilidad a cicloheximida), fenotipo Killer y/o perfil de restriccién del mtDNA
(RFLPs) para EX229, EX85, EX1180. Simbolos: Control sin inocular (—X—), EX85
(—e—), EX85R (—m—), EX229-R1 (—A—), EX85+EX85R" (--O--), EX85+EX229-R1"
(--A--), EX229+R0d23-1B" (--0--), EX229+EX85R" (--0--), EX229+EX85+Ro0d23-
1B+EX85R" (--+--), EX1180 (—m=—), EX1180-2K™ (—A—), EX229 (—A—), Rod23-1B
(—o—), EX1180+EX1180-2K™" (--m--), EX229+EX1180-2K™" (--0--) y Rod23-
1B+EX1180" (--0--). El simbolo (") indica la levadura que resulté desplazada en cada
mezcla de dos levaduras y cuyo porcentaje se representa en la correspondiente gréfica.

En resumen, las levaduras Saccharomyces fueron muy eficaces alcanzando 6 o
mas atms de presién a los 30 dias, excepto EX229 y Rod23-1B a 12°C que alcanzaron
esta presion a los 60 y 270 dias respectivamente. Ademas, el incremento de temperatura
de 12 a 18°C durante los primeros 30 dias fue determinante para acelerar la
fermentacion y el efecto Killer en los tirajes de Saccharomyces. Por el contrario, las

levaduras Torulaspora mostraron poco vigor fermentativo y poca viabilidad en estas
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condiciones de alta presion y baja temperatura, y no completaron la segunda
fermentacion del cava sin la presencia de levaduras Saccharomyces.

El analisis organoléptico de todos los cavas se realizd a los 9 meses (270 dias) del
tiraje. Los inoculados exclusivamente con levaduras Torulaspora y el de S. cerevisiae
Rod23-1B, cuya fermentacion no fue completada correctamente, fueron descalifados
por el comité de cata y por tanto descartados para continuar con el analisis de los
parametros espumantes, polisacaridos, proteinas (excepto Rod23-1B) y compuestos
aromaticos de los vinos.

V.2.4.4. Andlisis de la espuma de los cavas.

En linea con lo descrito previamente (Cilindre et al., 2010; Girbau-Sola et al.,
2002b; Maujean et al., 1990a), los parametros de la espuma (HM, HS y TS) no
mejoraron respecto al vino base en la mayoria de los cavas, excepto en los dos
elaborados con las mezclas EX229+Ro0d23-1B y EX229+EX85+R0d23-1B+EX85R, en
los que ademas también mejoraron los parametros de espuma respecto a los cavas
elaborados con cada una de las levaduras por separado (Fig. V.17). Curiosamente, estos
cavas se correspondieron con los tirajes donde hubo maés cantidad de células destrozadas
(indicativo de efecto killer real) al principio de la segunda fermentacion (Fig V.18).
Ambas mezclas incluian la levadura Rod23-1B, que crece mas lentamente y tiene menor
vigor fermentativo a alta presion que las otras levaduras de estas mezclas, y que es por
tanto mas suceptible al efecto de las toxinas killer. En conjunto, los pardmetros de la
espuma mejoraron significativamente en los cavas elaborados con mezclas de levaduras,
donde hubo efecto killer, respecto a los cavas sin efecto killer elaborados con cada
levadura por separado (HM 23,45+4,22 no-killer, 35,9+4,91 Killer, p=0,062; HS
11,50+0,37 no-killer, 19,35+2,33 Kkiller, p=0,002; y TS 11,95+1,99 no-killer ,
288,2+89,74 killer, p=0,004) (Fig. V.19).
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Figura V.17. Evolucion de los pardmetros de espuma de los cavas elaborados con
levaduras Saccharomyces killer, no-killer o mezclas de levaduras Saccharomyces tras 9
meses de crianza respecto al vino base-2. HM, altura maxima de la espuma; HS, altura
de la espuma estabilizada; TS, tiempo de mantenimiento de la espuma.
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Figura V.18. Evolucion del porcentaje de células destrozadas (A) de los cavas
elaborados con levaduras Saccharomyces killer y no-killer y mezclas de levaduras
Saccharomyces durante la segunda fermentacion de cavas. Simbolos: Sin inéculo
(—x—), EX85 (—e—), EX85R (—m—), EX229-R1 (—A—), EX85+EX229-R1 (--A--),
EX229+R0d23-1B  (--0--), EX229+EX85R  (--0--), [EX85+EX85R (--O--),
EX229+EX85+R0d23-1B+ EX85R (--+--). Microfotografias (600x, Nomarski y campo
claro) de los cavas elaborados con EX229+Rod23-1B (B) y EX229+EX85+Rod23-
1B+EX85R (C) del dia 7 de fermentacion, las flechas indican células destrozadas.
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Figura V.19. Medias de los parametros de espuma de los cavas inoculados con
Saccharomyces (no existe efecto killer) y mezclas de Saccharomyces+Saccharomyces
(si existe efecto killer). En la parte superior se muestra el nivel de significacion (p)
correspondiente al andlisis de la varianza. HM, altura maxima de la espuma; HS, altura
de la espuma estabilizada; TS, tiempo de mantenimiento de la espuma.

V.2.4.5. Evolucion del contenido en polisacaridos, manano y proteinas durante la
fermentacion y envejecimiento del cava.

En general, la cantidad de polisacaridos disminuy6 durante la fermentacion una
media del 26% a los 60 dias, 7% a los 180 dias y 5% a los 270 dias respecto el vino
base (Fig. V.20). El cava en el que méas disminuy6 fue EX229-R1 (6,76%) y en el que
menos EX85+EX85R (3,66%). Es decir, los polisacaridos del vino base fueron
degradados durante el crecimiento inicial de las levaduras y posteriormente repuestos en
parte por la lisis de sus paredes a medida que fueron muriendo después de 2 meses de
tiraje. No obstante, aunque la cantidad de polisacaridos disminuyera durante la crianza,
la cantidad de manosa (que se mide para cuantificar el manano de la pared celular de la
levadura) increment6 dos veces a los 270 dias respecto el vino base; de forma similar a
lo descrito previamente con un incremento de 3-4 veces durante el envejecimiento de
los vinos espumosos en contacto con las lias (Caridi, 2006; Martinez-Lapuente et al.,
2013; Moreno-Arribas and Polo, 2009). En la mayoria de los cavas elaborados con
mezclas de levaduras S. cerevisiae incrementd ligeramente la cantidad de polisacaridos
(media del 3%) respecto a los controles elaborados con una sola levadura, aunque esta
diferencia no fue estadisticamente significativa. Sin embargo, el contenido de manosa
procedente de polisacaridos de la pared celular incrementé significativamente, un 31%
en los cavas elaborados con las mezclas de levaduras respecto a los elaborados con una
sola levadura, (Figs. V.20 y V.21). En cualquier caso, no se aprecio correlacion entre la
cantidad de polisacaridos o de manano de los cavas con los parametros de espuma (HM,
HS o TS). Otros autores han descrito mejora de las propiedades de la espuma con el

incremento en polisacaridos (Andrés-Lacueva et al., 1997; Andrés-Lacueva et al., 1996;
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Girbau-Sola et al., 2002a; Lépez-Barajas et al., 2001; Lopez-Barajas et al., 1997;
Moreno-Arribas et al.,, 2000), o mejora de la espuma debida al incremento de
manoproteinas (manano) liberadas durante la autolisis (Abdallah et al., 2010; Coelho et
al., 2011a; Nunez et al., 2005; Nufez et al., 2006).

A diferencia de lo ocurrido con los polisacaridos, la cantidad de proteinas de los
cavas aumento significativamente de forma generalizada respecto el vino base, una
media del 16% a los 60 dias y 70% a los 270 dias (Fig. V.20). Esto es contrario a lo
descrito previamente (Moreno-Arribas and Polo, 2009), con una caida constante del
contenido proteico de los vinos espumosos respecto el vino base de partida debido a que
las proteinas son hidrolizadas a compuestos de menor peso molecular durante la
fermentacion. También aumento la cantidad de proteinas en los cavas elaborados con
mezclas de levaduras (efecto killer) respecto los controles de una sola levadura (media
del 2%, Figs. V.20 y V.21), aunque esta diferencia no resultd estadisticamente
significativa. Como ocurriera con la cantidad de polisacaridos, tampoco se aprecio
correlacion entre la cantidad de proteinas de los cavas con los pardmetros de espuma
(HM, HS o TS), al contrario de lo descrito previamente (Moreno-Arribas et al., 2000).
Aunque otros autores, en consonancia con nuestros resultados, también han descrito que
las diferencias en la concentracion de proteinas no explica las diferencias en las
propiedades espumantes de los vinos espumosos (Girbau-Sola et al., 2002a; Marchal et
al., 2001).
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Figura V.20. Evolucién de la concentracion de polisacaridos, manosa (sélo a los 9
meses) y proteinas totales respecto al vino base-2 a los 60 (A), 180 (B) y 270 (C) dias
de los cavas elaborados con levaduras Saccharomyces killer, no-killer o mezclas de
ambas.
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Figura V.21. Evolucion de la concentracion media de polisacaridos y proteinas durante
la segunda fermentacion, y manosa (s6lo a los 9 meses) de los cavas inoculados con una
levadura  Saccharomyces (no existe efecto killer), o mezclas de
Saccharomyces+Saccharomyces (si existe efecto killer). En la parte superior se muestra
el nivel de significacion (p) correspondiente al analisis de la varianza.

V.2.4.6. Analisis de compuestos aromaticos.

Considerando todos los cavas de Saccharomyces en conjunto y agrupando las
cantidades de los distintos compuestos aromaticos por familias (X ésteres etilicos, X
ésteres de acetato, X acidos organicos, X alcoholes, X monoterpenos, X furanos+fenoles
volatiles, £ lactonas, ¥ norisoprenoides, £ compuestos carbonilicos y X otros), se
aprecié un aumento en X acidos (4,26%), £ monoterpenos (100%), X norisoprenoides
(100%), £ compuestos carbonilicos (100%) y X otros (100%) respecto el vino base-2.

El resto de familias de compuestos disminuyd una media del 63% en X ésteres
etilicos (con la destacada excepcion del succinato de dietilo que incrementé un 80%
respecto a vino base), 95,6% en X ésteres de acetato, 62% en X alcoholes, 89% en X
furanos y fenoles volatiles y 64% en X lactonas (Fig. V.22). La desaparicion de ésteres
etilicos en el cava podria deberse a un proceso de detoxificacion de las levaduras, se ha
descrito que los ésteres de acidos grasos de cadena larga (Cg-C14) Son téxicos para la
levadura, con una fuerte actividad antimicrobiana, que ademas se intensifica si son
insaturados, los ésteres de cadena corta (C,-Cg) podrian ser producidos a través del
mismo proceso de detoxificacion (Bardi et al., 1998). La desaparicion de los ésteres de
acetato en relacion con la crianza y la pérdida de aromas a fruta fresca en el cava
respecto al vino base ya ha sido descrita previamente junto con el incremento de
succinato de dietilo (Torrens et al., 2010), responsable de aroma de sobre-madurez
frutal (Zea et al., 2007) formado durante el envejecimiento del cava en contacto con las

317



lias de la segunda fermentacion (Bosch-Fusté et al., 2007), y el incremento de furfural,
responsable de aroma a caramelo, tostado o fruta seca (Torrens et al., 2010).
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Figura V.22. Sumatorios de los distintos compuestos aromaticos agrupados por
familias (X ésteres etilicos, X ésteres de acetato, X acidos organicos, X alcoholes,
monoterpenos, X furanost+fenoles volatiles, X lactonas, X norisoprenoides, X
compuestos carbonilicos y ¥ otros) en el vino base-2 y los cavas inoculados con
Saccharomyces y mezclas de Saccharomyces.

No se aprecio correlacion entre los sumatorios de las distintas familias de
compuestos con los parametros de espuma (HM, HS o TS). Tampoco se observo
correlacion de HM y HS con ningin compuesto analizado. No obstante, se aprecio
correlacion negativa (-0,647, p<0,05) del tiempo de permanencia de la espuma (TS) con
la cantidad de acido octandico, y positiva (0,733 ppm, p<0,05) con la cantidad del éster
etilico del mismo é&cido, octanoato de etilo. Algo similar ha sido descrito previamente
pero con la altura méxima de la espuma (HM), en lugar de con el TS, que fue negativa
con acidos grasos Cg, Cio y Ci2, Y positiva con los ésteres etilicos de los &cidos grasos
Cs, Cg y Cyo (Gallart et al., 2002). Adicionalmente, se observd correlacion positiva del
TS con 2-metilbutanoato de etilo (0,707, p<0,05), gamma-butirolactona (0,729, p<0,05)
y 4-hidroxibutanoato de etilo (0,756, p<0,05), y negativa con succinato de dietilo (-
0,728, p<0,05) y malato de dietilo (-0,693, p<0,05).

No se aprecié diferencia estadisticamente significativa en los sumatorios de los
distintos compuestos de cada familia en relacion con la existencia de fenotipo killer. Sin
embargo, se encontro diferencia significativa para distintos compuestos en relacion con

el incremento de células destrozadas como consecuencia del efecto killer (Fig. V.23):
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aumentd la cantidad de 2-metilbutanoato de etilo, octanoato de etilo, gamma-
butirolactona y 4-hidroxibutanoato de etilo (que ya correlacionaron positivamente con la
estabilidad de la espuma) y disminuyé la cantidad de succinato de dietilo, malato de
dietilo y acido octanoico (que ya correlacionaron negativamente con la estabilidad de la
espuma). Esto podria explicar, junto con el incremento significativo de la cantidad de
manosa Y el no-significativo de la cantidad de polisacéridos y proteinas, la mejora de los
parametros de la espuma observada en los cavas elaborados con mezclas de levaduras

(efecto Killer) respecto a los elaborados con una Unica levadura (Fig. V.21).

1

Concentracion (mg/L)
OFRPNWRARUIUIONOWOO

O Menos células destrozadas
B Mas células destrozadas

Figura V.23. Compuestos aromaticos estadisticamente significativos encontrados en
menor o mayor cantidad en los cavas con mas células destrozadas respecto a los cavas
con menor o sin efecto killer (menos células destrozadas). Mas células destrozadas,
>3%. Menos células destrozadas, <2,5%.

Agrupando el vino base y los cavas en tres categorias segun su capacidad para
generar espuma (baja en los cavas EX229, EX85, EX85R, EX229-R1, EX85+EX85R,
EX85+EX229-R1 y EX229+EX85R; media en el vino base-2; y alta en los cavas
EX229+Ro0d23-1B y EX229+EX85+R0d23-1B+EX85R), se observd diferencia
significativa en 38 compuestos de los 75 analizados. En la mayoria de los casos, la
cantidad de estos compuestos fue mayor en el vino base (con media espuma),
probablemente debido a la mayor complejidad de su matriz aromatica, que disminuyd
en los cavas (Fig. V.24). Solamente la cantidad de siete compuestos fue mayor en los
cavas que en el vino base, pero solo la cantidad de uno de ellos, octanoato de etilo, fue
mayor en los cavas con mas espuma y mas efecto killer (células destrozadas) que en los

cavas con menos espuma y menos efecto killer, y a la vez mantuvo una concentracion
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intermedia en el vino base con una cantidad media de espuma y una composicion muy
distinta a la de los cavas (Fig. V.24). Este dato confirma el papel real del octanoato de
etilo en la estabilidad de la espuma de estos cavas y descarta que las diferencias
encontradas sean mera coincidencia casuistica, como podria argumentarse para los seis
compuestos restantes que se encontraron en muy poca cantidad en el vino base, que a su
vez produjo mas espuma y més estable (HS y TS) que varios cavas con mayor cantidad

de estos compuestos, independientemente de la existencia de efecto killer.
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Figura V.24. Compuestos aromaticos estadisticamente significativos mas abundantes
en los cavas con alta espuma (HS y TS) y mas células destrozadas respecto a los cavas
con baja espuma y menos células destrozadas o sin efecto killer.

Por otro lado, la cantidad de polisacaridos fue ligeramente mayor en los cavas con
poca espuma respecto a los de mucha espuma, lo que pone una vez mas de manifiesto
su poca contribucion a la cantidad de la espuma del cava, quizas lo contrario. La
cantidad de proteinas fue ligeramente mayor en los cavas con mucha espuma respecto a
los de poca espuma, pero fue aun menor en el vino base con una cantidad media de
espuma (Figs. V.17, V.20 y V.21). Esto indica que las proteinas podrian ser
responsables de la cantidad de la espuma del cava solo en determinadas condiciones de
composicién bioguimica del vino. Es decir, podriamos seleccionar determinados vinos
(en nuestro caso excluir el vino base de partida) y demostrar la existencia de una
correlacion positiva entre concentracion de proteinas y calidad de la espuma, atribuir a

las proteinas un papel fundamental en la calidad de la espuma del cava, pero no
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necesariamente ser capaz de mejorar la espuma del cava simplemente incrementando la
concentracion de proteinas.
V.2.4.7. Analisis de la calidad organoléptica de los cavas.

Se observé diferencia significativa en la calidad organoléptica (sin considerar la
espuma) de los vinos en relacion con el efecto killer (74% de aceptacién en cavas con
killer vs 65% en no-killer, p<0,05). Los dos vinos mejor evaluados, elaborados con las
mezclas de levaduras killer y sensibles EX229+Ro0d23-1B y EX229+EX85+R0d23-
1B+EX85R (Tabla V.5), fueron curiosamente los vinos con mas cantidad espuma y de
levaduras destrozadas durante el tiraje (Fig. V.18). Aparte de esto, la calidad
organoléptica no correlacion6 con la cantidad de las distintas familias de compuestos
aromaticos (datos no mostrados).

Tabla V.5. Pardmetros analiticos y analisis organoléptico de los cavas elaborados con
indculos mixtos de levaduras killer, no-killer o mezclas de ambas en botella a alta presion.

Etanol Az. Acidez Acidez Masa Extracto Aceptacion
Levadura (%, reductores volatil total pH volumica seco (%)
viv) (9/L) (9lL) (9/L) (9/L) (9/L)

EX229 11,35 1,6 0,31 51 3,17  0,9887 14,5 65
EX85 11,31 15 0,25 53 3,14  0,9885 13,7 65
EX85R 11,35 1.4 0,24 53 3,18 0,9884 13,7 65
EX229-R1 11,32 1.4 0,29 52 3,16  0,9884 13,7 65
EX85+EX85R 11,35 1.4 0,25 53 3,17  0,9885 13,9 75
EX85+EX229-R1 11,29 1,3 0,28 52 3,2 0,9885 13,7 65
EX229+Rod23-1B 11,29 1.4 0,26 5,3 3,15 0,9884 13,4 85
EX229+EX85R 11,27 1,4 0,27 5,4 3,17  0,9885 13,7 65
EX229+EX85+Rod23- 11,79 15 0,25 6,2 2,96 0,9875 12,6 80

1B+EX85R

En resumen, el efecto killer increment6 la cantidad y estabilidad de la espuma en
los cavas mejorando su calidad organoléptica. Precisamente los dos cavas mejor
evaluados mostraron mas cantidad de células destrozadas durante el primer mes de tiraje
y mayor cantidad de espuma que el resto de vinos. No se aprecid correlacion evidente
entre los parametros de la espuma con la cantidad de proteinas, polisacaridos 0 manosa
procedente de polisacaridos hidrolizados. Aunque varios compuestos correlacionaron
positiva 0 negativamente con la espuma, solo el octanoato de etilo parece estar
realmente implicado en su estabilidad (TS).
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V.2.5. Elaboracion de cava con indculos mixtos de levaduras Saccharomyces
killer/no-killer en botella a alta presion con distintas concentraciones de fosfato di-
amonico.

En base a la eficacia de las distintas levaduras para realizar la segunda
fermentacion en botella (Apartado V.2.4), se realizdé una segunda seleccion de las
levaduras S. cerevisiae (0 sus mezclas) mas eficaces y se descartaron todas las levaduras
T. delbrueckii por su ineficacia. Se seleccionaron las mezclas de EX229 con Rod23-1B
y EX85R por su cinética de fermentacion y la rapida imposicion de EX229. Ademas
introdujimos una nueva mezcla de dos Saccharomyces Killer (EX229+EX85) para
probar la eficacia de un posible doble efecto killer en botella con presion (Tabla V.6).
Con estas levaduras se realiz6 un nuevo tiraje en botella para analizar la influencia de la
concentracion de fosfato di-aménico (DAP, fuente de nitrégeno para las levaduras
durante la segunda fermentacién) sobre el efecto killer y la posible mejora en la calidad
organoléptica y los parametros de la espuma del cava. En total se realizaron 14 tirajes
con levaduras mas 2 tirajes sin inocular, 4 controles con una levadura killer o no-Kkiller,
3 mezclas de levaduras Killer+no-killer o dos killer de distinto tipo con alta
concentracion (0,02%, tirajes 1-7) o baja concentracion (0,001%, tirajes 8-14) de DAP
(Tabla V.6). Se utilizé el vino base-3, variedad Macabeo procedente de Bodegas
Lopez-Morena (Tabla 11.6) y se pusieron las botellas en rimas a 12°C, temperatura
habitual en las cavas comerciales.

Tabla V.6. Levaduras y mezclas de levaduras inoculadas en los tirajes realizados en botella
con alta o baja concentracion de DAP.

Tiraje  Concentracion Levadura (Sc) Fenotipo
DAP (%)
1 0,02 EX85 (Sc) K2, CYH®
2 0,02 EX85R (Sc) K, CYHR
3 0,02 EX229 (Sc) Klus, CYHS
4 0,02 Rod23-1B (Sc) K2, ROD™, CYH"®
5 0,02 EX229 + Rod23-1B (Sc+Sc) Klus, CYH®+ K2, ROD®, CYH"
6 0,02 EX85R + EX229 (Sc+Sc) K, CYHR + Klus, CYHS
7 0,02 EX85 + EX229 (Sc+5c) K2, CYH®+ Klus, CYH?®
8 0,001 EX85 (Sc) K2, CYH?®
9 0,001 EX85R (Sc) K, CYHR
10 0,001 EX229 (Sc) Klus, CYH?®
11 0,001 Rod23-1B (Sc) K2, ROD™, CYH®
12 0,001 EX229 + Rod23-1B (Sc+Sc) Klus, CYH%+ K2, ROD®, CYH"
13 0,001 EX85R + EX229 (Sc+Sc) K, CYHR + Klus, CYH®
14 0,001 EX85 + EX229 (Sc+5c) K2, CYHS+ Klus, CYH®

Abreviaturas: Sc, Saccharomyces cerevisiae; K, levadura no-killer; K2, levadura killer K2; Klus, levadura killer
Klus; CYHR, resistente a cicloheximida; CYHS®, sensible a cicloheximida; ROD™, levaduras color rosa claro en
presencia de rodamina-6G y resistentes a cicloheximida.
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V.2.5.1. Eficacia fermentativa de las levaduras.

Todas las fermentaciones con alta concentracion de DAP terminaron antes de 30
dias, excepto la inoculada con Rod23-1B, que adn tenian 0,50 g/L de azlcar y que
acabaron posteriormente antes del dia 60 (Fig. V.25A). Las cinéticas de las
fermentaciones con baja concentracion de DAP fueron algo mas lentas en conjunto, aun
quedaba algo de azucar (0,48-0,89 g/L) en la mayoria de los tirajes a los 30 dias, aunque
todas terminaron también antes de 60 dias (Fig. V.25B). Una vez mas, la cinética del
cava de Rod23-1B fue la mas lenta, aunque con poca diferencia con el resto. No se
apreciaron diferencias importantes en la evolucion de la presion con poco o mucho
DAP, en la mayoria de los casos se alcanzo la presion maxima en torno a 6 atm a los 30
dias, con la excepcion de Rod23-1B que fue ligeramente mas lenta en ambas series
llegando al maximo de presion a los 60 dias (Figs. V.25C y D). Ningun control sin
inocular realizé la segunda fermentacién como ya ocurriera en el tiraje anterior (datos
no mostrados).
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Figura V.25. Evolucion del consumo de glucosa+fructosa (A 'y B) y presién (C y D) en
funcion del tiempo de los tirajes realizados en botella con mezclas de S. cerevisiae y sus
correspondientes controles inoculados con cada levadura por separado en presencia de
mucho (0,02%) DAP (A y C) o poco (0,001%) DAP (B y D). Simbolos: EX85 (—e—),
EX85R (—m—), EX229 (—A—), Rod23-1B (—o—), EX229+ Rod23-1B (--0--), EX229+
EX85R (--0--) y EX229+EX85 (--A--).

V.2.5.2. Evolucion de la viabilidad celular de las levaduras.
La poblacion de levaduras aumentd aproximadamente un orden de magnitud

durante los primeros 15 dias con mucho o poco DAP. Algunas levaduras murieron mas
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rapido con poco DAP, como EX85 y Rod23-1B (Fig. V.26B), ya no habia viables de
ninguna de las levaduras a los 6 meses, mientras que con mucho DAP aln quedaban
viables en la fermentacion EX229+EX85 (Fig. V.26A). En general, al igual que ocurrio
en los experimentos en botella del apartado anterior, las levaduras murieron antes en
estos tirajes que en los realizados en tubos a baja presion. Las células de EX85, EX85R
y Rod23-1B murieron antes que las deméas a partir del dia 30, especialmente en las
fermentaciones con poco DAP, donde ya no habia células viables de EX85 ni de Rod23-
1B a los 60 dias, aunque la segunda fermentacion concluyera correctamente (Fig.
V.26B). La cantidad de yemas fue mayor con mucho DAP durante los primeros 30 dias
de fermentacion y disminuyo en todos los casos a medida que el cultivo envejecio por
falta de nutrientes (Figs. V.26C y D). La presion se mantuvo cercana a 0 atm en los
controles sin inocular durante toda la fermentacién, similar a lo ocurrido en el tiraje

anterior (datos no mostrados).
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Figura V.26. Evolucion de la viabilidad (A y B) y porcentaje de yemas (C y D) en
funcién del tiempo de los tirajes realizados en botella con mezclas de S. cerevisiae y sus
correspondientes controles inoculados con cada levadura por separado en presencia de
mucho (0,02%) DAP (A 'y C) o poco (0,001%) DAP (B y D). Simbolos: EX85 (—e—),
EX85R (—m—), EX229 (—A—), Rod23-1B (—o—), EX229+ Rod23-1B (--o--), EX229+
EX85R (--0--) y EX229+EX85 (--A--).

V.2.5.3. Desplazamiento de las levaduras sensibles por las levaduras Killer y
evolucion de la muerte celular.
El desplazamiento de la levadura sensible por la killer fue casi total en las

fermentaciones con mucho DAP (Fig. V.27A), y mucho menor en las de poco DAP
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(Fig. V.27B), quizés porque las levaduras crecieron mas con mucho DAP durante los
primeros dias (mas células viables y yemas, Fig. V.26C) siendo asi méas susceptibles a
las toxinas killer en las zonas de crecimiento de la pared celular (revisado por (Magliani
et al., 1997)). La levadura EX229 domino siempre en la mezcla EX229+Rod23-1B
(ambas Killer), probablemente debido al menor vigor fermentativo de Rod23-1B.
También domino siempre la levadura EX229 en la mezcla EX229+EX85 (ambas Killer),
probablemente debido a la baja tasa de viabilidad que EX85 tuvo en estas condiciones,
mientras que en el test en placa (20°C, pH 4-3,2) se mataron mutuamente de forma debil
(Figs. V.2 y V.5). Al contrario de lo observado en el experimento anterior (vino base-2)
a 18-12°C con mucho DAP, no se observo correspondencia entre el desplazamiento de
las levaduras sensibles en las mezclas de levaduras y el incremento de la cantidad de
células destrozadas en ningun caso (datos no mostrados), quizas porque a 12°C el efecto
Killer de las toxinas fue menos completo, méas lento, 0 mas microbiostatico que

microbicida.
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Figura V.27. Evolucién del porcentaje de cada levadura inoculada, de la levadura
desplazada en las mezclas de dos levaduras (killer+no-killer o killer+killer) (Ay B) y de
levaduras muertas totales (C y D) en funcion del tiempo de los tirajes realizados en
botella con mezclas de S. cerevisiae y con cada levadura por separado en presencia de
mucho (0,02%) DAP (A y C) o poco (0,001%) DAP (B y D. El porcentaje de cada
levadura inoculada y de la levadura desplazada en las fermentaciones inoculadas con
mezclas de levaduras se calculd analizando distintos marcadores genéticos en las
colonias aisladas de cada muestra: CYHR (resistencia a cicloheximida) para EX85R;
RODP® (levadura color rosa claro en presencia de rodamina-6B) para Rod23-1B; CYH?®
(sensibilidad a cicloheximida), fenotipo killer y/o perfil de restriccion del mtDNA
(RFLPs) para EX229 y EX8S5. Simbolos: EX85 (—e—), EX85R (—m—), EX229 (—A—),
Rod23-1B (—o—), EX229+R0d23-1B" (--0--), EX229+EX85R (--0--) y EX229+EX85'
(--A--). El simbolo () indica la levadura que resulté desplazada en cada mezcla de dos
levaduras y cuyo porcentaje se representa en la correspondiente gréfica.

En sintesis, la cinética de fermentacion fue ligeramente mas rapida cuando se
aportd mas cantidad de DAP durante el tiraje, aunque la presion evolucion6 de forma
muy similar con mucho o poco DAP. El efecto Killer entre las poblaciones de levaduras
fue maés rapido y eficaz con el aporte extra de nitrdgeno, aunque en ningin caso se
aprecio correspondencia del efecto killer con un incremento de la cantidad de células
destrozadas.

V.2.5.4. Analisis de la espuma del cava.

En general, como en el experimento anterior a 18-12°C, los parametros de la

espuma no mejoraron en la mayoria de los cavas respecto al vino base-3, de acuerdo con

lo descrito previamente (Cilindre et al., 2010; Girbau-Sola et al., 2002b; Maujean et al.,
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1990a). Tampoco mejord de forma generalizada la espuma en los cavas con efecto
killer, elaborados con mezclas de levaduras, respecto a los cavas sin efecto killer,
elaborados con cada levadura por separado. La Unica excepcion fue la mejora
marginalmente significativa (p=0,154) del TS del cava EX229+Rod23-1B elaborado
con mucho DAP respecto el vino base (52%) y a los dos cavas elaborados con cada
levadura por separado (media de 65,8%), lo que coincide con el experimento de 18-
12°C. Sin embargo, la adiccion extra de DAP mejord la espuma del cava una media del
8% para HM, 14% HS y 50% TS respecto los mismos cavas con poco DAP, con
diferencias estadisticamente significativas para HS y TS (19,35+£0,64 HS poco DAP,
22,89+0,84 HS con mucho DAP, p=0,001; 233,71+£50,46 TS poco DAP, 461,76+75,63
TS con mucho DAP, p=0,011) (Fig. V.28).
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Figura V.28. Parametros de espuma de los cavas elaborados con levaduras
Saccharomyces Kkiller, no-killer y mezclas de las mismas en presencia de mucho
(0,02%) o poco (0,001%, * en la figura) DAP respecto al vino base-3 a los 9 meses de
crianza. HM, altura méaxima de la espuma; HS, altura de la espuma estabilizada; TS,
tiempo de mantenimiento de la espuma.

V.2.5.5. Evolucion del contenido en polisacaridos y proteinas.

En general, la cantidad de polisacaridos en las fermentaciones con mucho DAP,
disminuyd progresivamente respecto el vino base un 1%, 13% y 18% a los 30, 180 y
270 dias respectivamente. Sin embargo, con poco DAP disminuyé un 4% a los 30 dias,
aumento un 13% a los 180 dias y volvio a disminuir un 23% a los 270 dias respecto el
vino base (Fig. V.29). Al contrario de lo ocurrido en el tiraje del vino base-2 (Apartado
V.2.4) a 18-12°C, aunque los polisacéridos del vino base fueron degradados durante el
crecimiento inicial de las levaduras en ambos casos, esta vez no fueron repuestos

posteriormente por la lisis de sus paredes celulares. También al contrario de lo ocurrido
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en el tiraje anterior a 18-12°C, la cantidad de manosa disminuy6 a los 270 dias respecto
el vino base (27,7% de media con poco y mucho DAP, 53,6% con poco DAP y 1,7%
con mucho DAP), aunque la cantidad de glucosa incrementd 4 veces (datos no
mostrados), similar al incremento de 3-4 veces descrito previamente durante el
envejecimiento de los vinos espumosos en contacto con las lias (Caridi, 2006; Moreno-
Arribas and Polo, 2009). Quizas en esta ocasion, dada la mayor cantidad de manosa en
vino base-3 (53,9 mg/L) respecto al vino base-2 (29,7 mg/L), resulte mas dificil apreciar
la cantidad de manosa que se repone por la lisis de las paredes de las levaduras
destrozadas que, ademas, en este caso fueron menos frecuentes que en los tirajes del
vino base-2. La cantidad de polisacaridos y manosa disminuyé en la mayoria de los
cavas elaborados con mezclas de levaduras respecto a los de una sola levadura, aungque
las diferencias no fueron significativas. No obstante, en general, la adiccion de DAP
extra incrementd significativamente la cantidad de polisacaridos y de manosa respecto
al cava elaborado con poco DAP (125,54+3,93 mg/L polisacéridos con poco DAP y
134,79+1,34 mg/L con mucho DAP, p<0,05; 25,02+1,29 mg/L manosa con poco DAP y
52,97+1,25 mg/L con mucho DAP, p<0,001) (Fig. V.29 y V.30). A pesar de todo esto y
una vez mas, no se aprecio correlacion entre la cantidad de polisacaridos o de manosa
del cava con los pardmetros de espuma (HM, HS o TS).

A diferencia de lo ocurrido con la cantidad de polisacaridos, la cantidad de
proteinas disminuyd significativamente respecto el vino base-3 inicial tanto para los
cavas con poco DAP (21% a los 30 y 4,35% a 180 dias) y 0 mucho DAP (29% y 14%
respectivamente), pero aumento significativamente a los 9 meses tanto con poco DAP
(25% de media) como con mucho DAP (20% de media) (Fig. V.29). Es decir, las
proteinas del vino base también fueron degradadas durante el crecimiento inicial de las
levaduras pero posteriormente repuestas con creces por la muerte y lisis de las
levaduras, como ocurriera con los polisacéridos en el tiraje de 18-12°C (Figs. V.20 y
V.21). La cantidad de proteinas también aumento en los cavas elaborados con mezclas
respecto los de una levadura, tanto con mucho (5%) como con poco (6%) DAP, aunque
estas diferencias no fueron estadisticamente significativas. En general, la adiccion extra
de DAP disminuyé la cantidad de proteinas del cava aunque la diferencia no fue
significativa (12,93£0,24 mg/L con poco DAP, 12,24+0,45 mg/L con mucho DAP, Fig.
V.29 y V.30); probablemente debido a que hubo méas crecimiento celular con mas
consumo de proteinas al principio de la segunda fermentacion y menos autolisis celular

de unas células que mantuvieron mejor la viabilidad al final de crianza con mucho DAP

328



Capitulo V: Elaboracion de cava con nuevas levaduras killer Saccharomyces y Torulaspora

(Fig. V.26). Una vez mas, tampoco se aprecio correlacion entre la cantidad de proteinas
en los cavas con los pardametros de espuma (HM, HS 0 TS).
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Figura V.29. Evolucién de la concentracion de polisacaridos, manosa (s6lo 9 meses) y
proteinas totales al mes (A), 6 meses (B) y 9 (C) meses de los cavas elaborados con
vino base-3 y levaduras Saccharomyces killer, no-killer, o mezclas de las mismas en
presencia de alta (0,02%) o baja (0,001%, * en la figura) concentracion de DAP.
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Figura V.30. Evolucion de la concentracion media de polisacaridos y proteinas durante
la segunda fermentacion, y manosa (s6lo a los 9 meses) de los cavas inoculados con una
levadura  Saccharomyces (no existe efecto killer), o mezclas de
Saccharomyces+Saccharomyces (si existe efecto killer) (A) y, de los cavas inoculados
con levaduras Saccharomyces Killer, no-killer, 0 mezclas de las mismas en presencia de
alta (0,02%) o baja (0,001%) concentracion de DAP (B). En la parte superior se
muestra el nivel de significacion (p) correspondiente al andlisis de la varianza.

V.2.5.6. Analisis de compuestos aromaticos.

Considerando todos los cavas en conjunto, con poco y mucho DAP, y agrupando
los compuestos arométicos por familias, se aprecié un incremento X ésteres etilicos
(26%), X ésteres de acetato (6,7%), ¥ monoterpenos (100%), X furanos+fenoles
volatiles (62,5%), X lactonas (9,4%), y X otros (44%) respecto el vino base-3. El
comportamiento de X ésteres etilicos, X ésteres de acetato y X lactonas fue inverso al
observado en el experimento de vino base-2, probablemente debido a que el vino base-3
tenia muy poca cantidad de estos compuestos (Tabla 11.6) que pudieron incrementar
mas facilmente con el metabolismo de las levaduras durante la segunda fermentacion.
El resto de familias de compuestos disminuyo una media de 10% X alcoholes, 13% X
acidos organicos, y 21% X compuestos carbonilicos. El comportamiento de X
compuestos carbonilicos también fue inverso al observado en el anterior experimento
con vino base-2. La acetoina (o 3-hidroxibutanona, Unico compuesto englobado en este
sumatorio) tiene bajo impacto olfativo en la matriz aromatica del vino espumoso
(Torrens et al., 2010), aunque también se ha descrito que estad implicado en el bouquet
del vino y es un compuesto clave en la biosintesis de diacetilo y 2,3-butanodiol
(Romano and Suzzi, 1996). Las Unicas diferencias entre los cavas elaborados con

mucho o poco DAP respecto al vino base inicial fueron: X ésteres acetato que
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disminuyo6 (8%) con mucho DAP y aument6 (18%) con poco DAP, X alcoholes que
disminuyé (23%) con mucho DAP y aument6 (4%) con poco DAP, y X norisoprenoides
que disminuyo (34%) con mucho DAP mientras que se mantuvo con poco DAP (Fig.
V.31). Entre los compuestos mas importantes para el aroma y a excepcion de X ésteres
etilicos que probablemente subid porque ya habia muy poco en el vino base-3, X ésteres
de acetato bajo (solo en cavas con mucho DAP), y X furanos+fenoles volatiles subio de
forma similar a lo observado en los cavas del vino base-2, y tal como se ha descrito

previamente (Torrens et al., 2010).
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Figura V.31. Sumatorios de los distintos compuestos aromaticos agrupados por
familias (X ésteres etilicos, X ésteres de acetato, X acidos organicos, X alcoholes, X
monoterpenos, X furanos+fenoles volatiles, X lactonas, X norisoprenoides, X
compuestos carbonilicos y X otros, en el vino base-3 y los cavas inoculados con
Saccharomyces y mezclas de Saccharomyces en presencia de mucho (0,02%) o poco
(0,001%) DAP.

Se apreci6 correlacion significativa negativa de X acidos organicos con HM, HS y
TS, tal como se ha descrito previamente para HM (Gallart et al., 2002). También hubo
correlacion significativa negativa de la espuma con 14 compuestos de los 75 analizados:
acetato de isobutilo, 3-hidroxibutanoato de etilo, 2-hidroxihexanoato de etilo, lactato de
isoamilo, &cido isobutirico, acido butanoico, &cido isovalérico, 4-hidroxibutanoato de
etilo, lactato de 2-feniletilo, acido hexanoico, 2-hidroxiglutarato de dietilo y acido 9-
decenoico con HM; isovalerato de etilo, acido isobutirico, 4-hidroxibutanoato de etilo,
acido hexanoico y acido octanoico con HS; acetato de hexilo, 2-hidroxihexanoato de
etilo, &cido isobutirico, 4-hidroxibutanoato de etilo, lactato de 2-feniletilo y acido

octanoico con TS. Sin embargo, s6lo hubo correlacion positiva para dos compuestos,
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etoxi-gamma-butirolactona con HS y TS, y succinato de dietilo con TS. No obstante, al
contrario de lo observado en los cavas elaborados con el vino base-2, no se observo la
correlacion esperada entre octanoato de etilo y TS, o cualquiera de los otros parametros
de espuma; y tampoco hubo diferencias significativas para ningn compuesto o familia
de compuestos entre el cava con mejor espuma (EX229+Rod23-1B con mucho DAP) y
el resto de vinos o el vino base. Esto ya indica que los datos de correlacion para cada
compuesto, a pesar de su significacion estadistica, no constituyen un argumento sélido
para explicar las diferencias en la espuma de los cavas elaborados en estas condiciones
experimentales.

El efecto killer de las mezclas de levaduras incrementd significativamente la
cantidad de X ésteres (5%) y X acidos organicos (4%), probablemente debido a que el
dafio de las toxinas killer en las células sensibles de las mezclas de levaduras
provocaron la liberacion de su metaboloma al medio extracelular.

V.2.5.7. Andlisis de la calidad organoléptica de los cavas.

La calidad organoléptica (sin considerar la espuma) incremento significativamente
en los cavas con efecto killer elaborados con las mezclas de levaduras (62,38% no-
Killer, 74% Kkiller, p<0,05), que resultaron mas complejos con sensaciones propias de la
crianza (levaduras, pan, tostados) y con matices en boca mas agradables que los cavas
sin efecto killer. Sin embargo, la adicién extra de DAP no mejoré la calidad
organoléptica, mas bien lo contrario, porque los catadores encontraron un togque a
manzana fermentada (sidra), indeseable segun su criterio, y ausente en los cavas
elaborados con poco DAP; aunque esta diferencia no fue significativa (69,28%
aceptaciéon poco DAP, 65,43% mucho DAP, p=0,359) (Tabla V.7). El incremento de
este descriptor de manzana fermentada (sidra) coincidié con un incremento significativo
en la concentracion de succinato de dietilo y malato de dietilo, responsables de aromas a
fruta sobremadura o fermentada (Zea et al., 2007). Aparte de esto, la calidad
organoléptica no correlacion6 con la cantidad de las distintas familias de compuestos
aromaticos, con la excepcion de X monoterpenos (0,568, p<0,05); aunque se
encontraron incrementos significativos de 24 compuestos en los cavas con poco DAP y
de 9 en los cavas con mucho DAP (Fig. V.32). Los catadores prefirieron en general los
cavas con poco DAP porque encontraron mas intensidad a fruta fresca que en los cavas
con mucho DAP, lo que puede explicarse por la mayor concentracion de tres
compuestos en estos cavas respecto a los de mucho DAP: lactato de etilo y octanoato de

etilo (probablemente debido a una mayor liberacion del metaboloma de las levaduras
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gue murieron antes en los cavas con poco DAP) y terpineol (compuesto con aromas a
flores de origen varietal, libre o asociado a un azucar (Mendes Ferreira et al., 2001), que
podria liberarse por la actividad glucosidasa de las levaduras con poco DAP (Fig.
V.32).

Tabla V.7. Pardmetros analiticos y analisis organoléptico de los cavas elaborados con indculos
mixtos de levaduras Killer/no-killer en botella a alta presion con mucho (0,02%) y poco
(0,001%) DAP.

Etanol Az. Acidez Acidez  pH Masa Extracto  Acido  Aceptacion
Levadura (%, Vviv) reductores volatil (g/L) total volUmica seco lactico (%)
(g/L) (9/L) (o/L) (g/L) (9/L)
EX85 11,65 15 0,28 6,1 3,03 0,9885 14,7 0,47 55
EX85R 11,63 1,6 0,27 6,1 3,04 0,9884 14,7 0,46 64
EX229 11,64 1,6 0,31 6,1 3,05 0,9884 14,5 0,46 67
Rod23-1B 11,65 1,6 0,28 6,2 3,02 0,9886 15,0 0,49 60
EX229+ Rod23-1B 11,61 1,6 0,29 6,2 3,06 0,9886 15,0 0,49 75
EX229+EX85R 11,63 15 0,3 6,2 3,04 0,9884 14,5 0,48 70
EX229+EX85 11,67 1,6 0,29 6,0 3,02 0,9886 15,1 0,47 67
EX85* 11,73 15 0,27 6,2 2,98 0,9881 13,9 0,47 57
EX85R * 11,77 15 0,27 6,2 2,99 0,988 13,9 0,47 65
EX229 * 11,71 15 0,29 6,2 3,00 0,9882 14,2 0,46 69
Rod23-1B * 11,77 1,6 0,27 6,2 2,99 0,9881 14,2 0,48 62
EX229+ Rod23-1B* 11,79 14 0,29 6,1 3,00 0,9884 15,0 0,47 80
EX229+EX85R * 11,71 15 0,28 6,3 2,98 0,9882 14,2 0,48 75
EX229+EX85 * 11,83 1,5 0,29 6,1 2,98 0,9883 15,0 0,49 77

*, poco DAP (0,001%).
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Figura. V.32. Compuestos aromaticos significativamente mas abundantes en los cavas
elaborados con mucho DAP (A) o con poco DAP (B).

En resumen, el efecto killer increment6 la cantidad de proteinas, la cantidad de
algunas familias de compuestos aromaticos (ésteres y acidos organicos) y la calidad
organoléptica de los cavas. Sin embargo, y a diferencia del experimento realizado a 18-
12°C con vino base-2, este efecto killer no incremento la cantidad de células destrozadas
durante el primer mes de fermentacién ni la cantidad de espuma de forma generalizada
respecto a los cavas sin efecto killer a 12°C. La adiccion extra de DAP incrementd la
cantidad de polisacaridos, manosa (procedente de manano hidrolizado) y mejoré los
parametros de la espuma de forma generalizada; aunque la calidad organoléptica se vio
penalizada al incrementar la concentracion de succinato de dietilo y malato de dietilo
(descriptor manzana fermentada). No se observé la correlacidn positiva entre octanoato
de etilo y TS observada previamente en el experimento de 18°C.

Con los resultados mostrados hasta aqui, ya se vislumbra la posibilidad de que la
espuma Yy la calidad organoléptica del cava dependan méas de la liberacion del
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metaboloma de las levaduras dafiadas/muertas que de la cantidad de proteinas o
polisacaridos procedentes de la degradacion de las paredes de las células muertas; y que
esta liberacion del metaboloma se puede incrementar o acelerar con la presencia de
efecto killer durante la fermentacion, efecto que mejora si la fermentacion se realiza a
18°C durante el primer mes, provocando una liberacion de compuestos variable segin la

composicion del muy regulado metaboloma de las levaduras.

V.2.6. Elaboracién de cava con indculos mixtos de levaduras Saccharomyces Killer,
no-killer y mutantes afectados en las manoproteinas estructurales de la pared
celular.

En base a los resultados previos de elaboracion de cava (Apartados V.2.4 y
V.2.5), se realiz6 un tercer tiraje con mezclas de levaduras killer y killer+no-Kkiller para
confirmar la mejora debida al uso de este fenotipo, y mezclas de levaduras S. cerevisiae
killer+mutantes diploides de S. cerevisiae afectados en las manoproteinas de la pared
celular (Mnn) para intentar optimizar esta mejora en la calidad organoléptica y los
pardmetros de la espuma. La obtencion de mutantes Mnn diploides de S. cerevisiae se
realiz6 por conjugacion de dos estirpes de distinto tipo sexual (Apartado 11.6.6).

Se realizaron 6 tirajes con levaduras: dos controles con sendas levaduras Killer y
no-killer, dos mezclas de levaduras killer+killer y killer+no-Kkiller, y dos mezclas de
levaduras killer+mutante con severos defectos en la pared celular (Tabla V.8). Ademas
se realizo un tiraje sin inocular. Se utiliz6 el vino base-4, variedad Macabeo procedente
de Bodegas Lopez-Morena (Tabla 11.6). Las botellas se incubaron a 18°C durante los
primeros 17 dias y posteriormente a 12°C.

Tabla V.8. Levaduras inoculadas en los tirajes realizados en botella con el vino base-4.

Tiraje Levaduras (Sc) Fenotipo

1 EX229 (Sc) Klus, CYH>

2 EX229-R1 (Sc) K, CYH®

3 EX229 + Rod23-1B (Sc+Sc) Klus, CYH®+ K2, ROD®, CYH"®
4 EX229-R1 + Rod23-1B (Sc+Sc) K, CYHR + K2, ROD™, CYHR
5 EX229 + Mnn6 (Sc+Sc) Klus, CYH>+ K-, CYH?®

6 EX229 + Mnn9 (Sc+Sc) Klus, CYH® + K-, CYH®

Sc, Saccharomyces cerevisiae. To, Torulaspora delbrueckii. K', levadura no-killer; K2, levadura killer
K2; Klus, levadura killer Klus; CYHR, resistente a cicloheximida; CYHS, sensible a cicloheximida;
ROD"®, levaduras color rosa claro en presencia de rodamina-6G y resistentes a cicloheximida.

V.2.6.1. Eficacia fermentativa de las levaduras.
Las fermentaciones fueron mas réapidas que en el experimento anterior de vino
base-3 a 12°C, y aproximadamente igual que el experimento de vino base-2 realizado a

18-12°C, tal y como cabria esperar. Todas las fermentaciones terminaron antes de 60
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dias, y algunas (EX229+Mnn6 y EX229+Mnn9) antes de 30 dias. Las cinéticas fueron
algo mas lentas en los tirajes inoculados con una sola levadura (EX229 y EX229-R1)
que en la mayoria de las mezclas en las que se inoculé el doble de levaduras, excepto en
la mezcla EX229-R1+Rod23-1B, aunque las diferencias no fueron importantes (Fig.
V.33A). En la mayoria de los cavas se alcanz6 una presion maxima en torno a 6 atm a
los 15 dias. La mezcla EX229-R1+Rod23-1B y la levadura no-killer EX229-R1
tardaron mas en llegar al maximo de presién, 30 dias. El control sin inocular no realiz6
la segunda fermentacion, por consiguiente la presion se mantuvo cercana a 0 atm

durante toda la fermentacion, similar al tiraje 2 y 3 (datos no mostrados).
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Figura V.33. Evolucion del consumo de glucosa+fructosa (A) y presion (B) durante la
segunda fermentacién de los cavas elaborados en botella con S. cerevisiae, mezclas de
S. cerevisiae, y mezclas de S. cerevisiae+mutantes defectuosos en la pared celular.
Simbolos: EX229 (—A—), EX229-R1 (—A—), EX229+Ro0d23-1B (--o0--), EX229-
R1+Ro0d23-1B (--e--), y EX229+Mnn6 (--A--), EX229+Mnn9 (-- A --).

V.2.6.2. Evolucion de la viabilidad celular de las levaduras.

La poblacion de levaduras no llegé a aumentar un orden de magnitud durante los
primeros 15 dias, como ya ocurriera en la mayoria de las fermentaciones de los
experimentos anteriores, a excepcion de la fermentacion de EX229 y la mezcla con
Mnn9 que aumentaron de 10° a 10" UFC/mL (Fig. V.34A). Una vez mas y en general,
las levaduras murieron antes que en los tirajes realizados en tubos a baja presion, antes
de 90 dias en casi todas las fermentaciones, y antes de 60 dias en las mezclas
EX229+R0d23-1B, EX229+Mnn6 y EX229+Mnn9. Solamente la mezcla de EX229-

R1+Rod23-1B y su control EX229-R1 permanecieron vivas mas de 90 dias. La segunda

336



Capitulo V: Elaboracion de cava con nuevas levaduras killer Saccharomyces y Torulaspora

fermentacion concluyd correctamente en todos los casos y la cantidad de yemas

disminuyé a medida que el cultivo envejecio por falta de nutrientes (Fig. V.34B).
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Figura V.34. Evolucion de la viabilidad (A) y porcentaje de yemas (B) durante la
segunda fermentacion de los cavas elaborados en botella con S. cerevisiae, mezclas de
S. cerevisiae, mezclas de S. cerevisiae+mutantes defectuosos en la pared celular.
Simbolos: EX229 (—A—), EX229-R1 (—A—), EX229+Rod23-1B (--0--), EX229-
R1+R0d23-1B (--e--), y EX229+Mnn6 (--A--), y EX229+Mnn9 (-- A --).

V.2.6.3. Desplazamiento de las levaduras sensibles por las levaduras Killer y
evolucion de la muerte celular.

Al igual que ocurrié en los tirajes anteriores con vino base-2 y -3 (Apartados
V.2.4y V.2.5), la levadura EX229 domino en todas las mezclas en las que se incluyo,
incluso en la mezcla EX229+Rod23-1B (ambas killer) debido al menor vigor
fermentativo de Rod23-1B. EIl desplazamiento de la levadura killer-sensible fue mas
rapido que en el experimento anterior a 12°C con mucho DAP (Apartado V.2.5) y
similar al experimento de vino base-2 a 18-12°C (Apartado V.2.4). El desplazamiento
de la levadura sensible fue aun mas rapido en las mezclas EX229+Mnn6 y
EX229+Mnn9, probablemente debido a su mayor sensibilidad a las toxinas killer
provocada por los defectos de pared celular de ambas levaduras sensibles (Tabla 111.4,
Capitulo I11). Sin embargo, el desplazamiento de la levadura sensible EX229-R1 en la
mezcla EX229-R1+Rod23-1B no fue total (Fig. V.35A), probablemente también debido
al menor vigor fermentativo de la levadura killer Rod23-1B vy a la alta tasa de viabilidad
de la levadura sensible EX229-R1 en estas condiciones.

Una vez mas, el desplazamiento de las levaduras sensibles no correlacion6 con un

incremento de la muerte celular a partir de los 60 dias, probablemente debido a que, una
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vez agotados los azlcares, la mayoria de las levaduras murieron debido al efecto
deletéreo de la presion. Solamente se observo correspondencia entre efecto killer e
incremento de muerte celular en las mezclas de levaduras antes de 30 dias (Fig. V.35B).
Al igual que en el experimento de vino base-2 a 18-12°C con mucho DAP, se observo
correspondencia entre el desplazamiento de levaduras sensibles y la cantidad de células
destrozadas en las mezclas EX229+Ro0d23-1B y EX229+Mnn6 (Fig. V.36).

% Levaduras desplazadas

% Levaduras muertas

0 30 60 90 120 150 180 210 240 270
Tiempo (dias)

Figura V.35. Evolucién del porcentaje de cada levadura inoculada, de la levadura
desplazada en las mezclas de dos levaduras (killer+no-killer o killer+killer) (A) y de
levaduras muertas totales (B) durante la segunda fermentacion de los cavas elaborados
en botella con S. cerevisiae, mezclas de S. cerevisiae, y mezclas de S.
cerevisiae+mutantes defectuosos en la pared celular. El porcentaje de cada levadura
inoculada y de la levadura desplazada en las fermentaciones inoculadas con mezclas de
levaduras se calcul6 analizando distintos marcadores genéticos en las colonias aisladas
de cada muestra: CYHFR (resistencia a cicloheximida) para EX229-R1; ROD (levadura
color rosa claro en presencia de rodamina-6B) para Rod23-1B; CYH® (sensibilidad a
cicloheximida), fenotipo killer y/o perfil de restriccion del mtDNA (RFLPs) para
EX229, MNN6 y MNN9. Simbolos: EX229 (—A—), EX229-R1 (—A—),
EX229+R0d23-1B (--0--), EX229-R1+R0d23-1B (--e--), EX229+MNN6' (--A--), y
EX229+MNN9' (--A--). El simbolo (') indica la levadura que resulté desplazada en
cada mezcla de dos levaduras y cuyo porcentaje se representa en la correspondiente
gréfica, excepto para la mezcla EX229-R1+Rod23-1B" donde se indica la levadura
Rod23-1B (no desplazada en este caso) para comparar mejor con la mezcla
EX229+Rod23-1B" donde si fue desplazada esta misma levadura.
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Figura V.36. Evolucién del porcentaje de células destrozadas (A) durante la segunda
fermentacion de los cavas elaborados en botella con S. cerevisiae, mezclas de S.
cerevisiae, y mezclas de S. cerevisiae+mutantes defectuosos en la pared celular. EX229
(—A—), EX229-R1 (—A—), EX229+R0d23-1B (--0--), EX229-R1+R0d23-1B (--e--),
EX229+Mnn6 (--A--), y EX229+Mnn9 (-- A--). Microfotografias (600%, Nomarski y
campo claro) de los cavas elaborados con EX229+Ro0d23-1B (B) y EX229+MNN6 (C)
del dia 15 de fermentacion, las flechas indican células destrozadas.

En resumen, las cinéticas de fermentacion transcurrieron de forma correcta en
todos los cavas alcanzandose 6 0 mas atms de presion a los 15 dias, excepto en la
mezcla EX229-R1+Rod23-1B y la levadura no-killer EX229-R1 que lo hicieron a los
30 dias. El incremento de temperatura de 12 a 18°C durante las dos primeras semanas de
fermentacion fue determinante para acelerar la fermentacion y potenciar el efecto killer.
De nuevo, se aprecid correspondencia del efecto killer con un incremento de la cantidad
de células destrozadas en las mezclas EX229+Rod23-1B durante los primeros dias de la
segunda fermentacion, al igual que ocurriera con el tiraje de vino base-2 incubado
también a 18°C durante el primer mes. También se aprecid esta correspondencia en el
cava de EX229+Mnn6.

V.2.6.4. Andlisis de la espuma del cava.

Como ocurriera con los cavas de experimentos anteriores y de acuerdo con lo
descrito previamente (Cilindre et al., 2010; Girbau-Sola et al., 2002b; Maujean et al.,
1990a), los parametros de espuma no mejoraron en general respecto al vino base-4 con
la excepcion del HM que mejoré un 19% de media (Tabla 11.6). Una vez mas, el TS
mejoro (21%) en los cavas de la mezcla EX229+Rod23-1B respecto el vino base-4,
aunque esta diferencia no fue estadisticamente significativa. EI TS también mejoro
(79%) significativamente (p<0,05) en los cavas con efecto Kkiller (con claro

desplazamiento de la levadura sensible) respecto a los cavas sin efecto killer o
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elaborados con cada levadura por separado; y la mejora mas importante volvio a
corresponder a la mezcla EX229+Rod23-1B (88,4%). Ademaés, la espuma mejord en el
cava de la mezcla EX229+Rod23-1B (en presencia de la toxina Klus de EX229)
respecto a la mezcla EX229-R1+Rod23-1B (en ausencia de la misma toxina, ya que
EX229-R1 ha perdido el virus ScV-Mlus), 13% HM, 26% HS y 98% TS (Fig. V.37),
aunque esta mejora solo fue estadisticamente significativa para TS. Estos resultados
confirman la mejora del efecto killer sobre los parametros de la espuma, aunque no

siempre suponga una mejora adicional respecto a la espuma del vino base de partida.
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Figura V.37. Evolucidon de los parametros de espuma de los cavas elaborados en botella
con S. cerevisiae, mezclas de S. cerevisiae, y mezclas de S. cerevisiae+mutantes
defectuosos en la pared celular. HM, altura maxima; HS, altura de estabilidad; TS,
tiempo de estabilidad.

V.2.6.5. Evolucion del contenido en polisacaridos y proteinas.

En general, a diferencia de lo ocurrido en los tirajes en botella anteriores
(Apartados V.2.4 y V.2.5), la cantidad de polisacaridos de los cavas no disminuyd
durante la crianza, aumentd un 23% a los 180 dias y un 15% a los 270 dias respecto el
vino base-4 (Fig. V.38). Parece que fueran repuestos por la lisis de las paredes de las
levaduras hasta los 180 dias y después degradados de nuevo parcialmente. Quizas este
aumento global de polisacaridos en estos cavas fue debido a que el vino base-4 tenia
menos polisacaridos (99,7 mg/L) que los vinos bases de los experimentos anteriores
(163,21 mg/L en vino base-2 y 163,6 mg/L en vino base-3). Ademas, la cantidad de
manosa incrementd aproximadamente dos veces a los 270 dias respecto el vino base-4,
contrario al experimento anterior con vino base-3 (Apartado V.2.5), y similar al vino
base-2 (Apartado V.2.4) y a lo descrito previamente con un incremento de 3-4 veces
durante el envejecimiento de los vinos espumosos en contacto con las lias (Caridi, 2006;

Martinez-Lapuente et al., 2013; Moreno-Arribas and Polo, 2009). Por otra parte, a
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diferencia de lo ocurrido en los cavas del vino base-2 elaborados a 18-12°C (Apartado
V.2.4) y de forma similar a lo ocurrido con los cavas del vino base-3 elaborados a 12°C
(Apartado V.2.5), la cantidad de polisacaridos y manosa disminuy0 en la mayoria de
los cavas elaborados con mezclas de levaduras respecto a los de cada levadura por
separado, aunque las diferencias no fueron significativas (Fig. V.39). Como ya
indicamos anteriormente, el incremento de polisacéridos en los cavas elaborados con
mezclas de levaduras de vino base-2 se puede deber al incremento de ceélulas
destrozadas respecto a los cavas elaborados con cada levadura por separado.

La cantidad de proteinas de los cavas aumentd respecto al vino base-4 un 9% a los
180 dias y un 18% a los 270 dias, al igual que ocurrio a los 270 dias en los
experimentos previos a 18-12°C y a 12°C con mucho DAP (Fig. V.38), y al contrario de
lo descrito previamente (Moreno-Arribas and Polo, 2009). Igualmente, la cantidad de
proteinas aumento en los cavas elaborados con mezclas respecto los de una levadura,
aunque estas diferencias tampoco fueron estadisticamente significativas (Fig. V.39).

Como ya ocurriera en los experimentos anteriores en botella y al contrario de lo
descrito previamente (Abdallah et al., 2010; Andrés-Lacueva et al., 1997; Andrés-
Lacueva et al., 1996; Coelho et al., 2011b; Girbau-Sola et al., 2002a; Lopez-Barajas et
al., 2001; Lopez-Barajas et al., 1997; Moreno-Arribas et al., 2000; Nunez et al., 2005;
Nufiez et al., 2006), no se aprecid correlacion entre la cantidad de polisacaridos, manosa
0 de proteina en los cavas con los parametros de espuma (HM, HS o TS). Y en
consonancia con otros autores para la cantidad de proteinas (Girbau-Sola et al., 2002a;
Marchal et al., 2001).
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Figura V.38. Evolucién de la concentracion de polisacaridos, manosa (sélo a los 9
meses) y proteinas totales a los 180 dias (A) y 270 dias (B) meses durante la segunda
fermentacion de los cavas elaborados en botella con S. cerevisiae, mezclas de S.
cerevisiae, y mezclas de S. cerevisiae+mutantes defectuosos en la pared celular.
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Figura V.39. Evolucion de la concentracion media de polisacaridos y proteinas durante
la segunda fermentacion, y manosa (solo a los 9 meses) de los cavas inoculados con una
levadura  Saccharomyces (no existe efecto killer), o mezclas de
Saccharomyces+Saccharomyces (si existe efecto killer). En la parte superior se muestra
el nivel de significacion (p) correspondiente al analisis de la varianza.

V.2.6.6. Analisis de compuestos aromaticos.

Considerando todos los cavas en conjunto y agrupando los compuestos aromaticos
por familias, increment6 X ésteres etilicos (11%), X ésteres acetato (76%), X alcoholes
(20%) y £ monoterpenos (42%) respecto el vino base-4. Estos resultados son contrarios

a los de los cavas del vino base-2 excepto para ¥ monoterpenos, probablemente debido
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a que el vino base-4 tenia ain menor cantidad de estos compuestos que los vinos base-2
y -3, y que incrementaron con el metabolismo de las levaduras durante la segunda
fermentacion. El resto de familias de compuestos disminuyo una media de 19% X
acidos (similar al tiraje de vino base-3 y contrario al de vino base-2), 14% X
furanos+fenoles volatiles (similar al tiraje de vino base-2 y contrario al vino base-3),
36% X lactonas (contrario a vino base-3 y similar a vino base-2), 67% X
norisoprenoides (similar al tiraje de vino base-3 y contrario al vino base-2) y un 46% X
otros (contrario a los vinos base-2 y -3). No se detectaron cantidades de compuestos
carbonilicos en los cavas elaborados con el vino base-4, mientras que aumenté en los

cavas de vino base-2 y disminuyd en los de vino base-3 (Fig. V.40).
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Figura V.40. Sumatorios de los distintos compuestos aromaticos agrupados por
familias (X ésteres etilicos, X ésteres de acetato, X acidos organicos, X alcoholes,
monoterpenos, X furanos+fenoles volatiles, X lactonas, X norisoprenoides, X
compuestos carbonilicos y X otros en el vino base-4 durante la segunda fermentacion de
los cavas elaborados en botella con S. cerevisiae, mezclas de S. cerevisiae, y mezclas de
S. cerevisiae+mutantes defectuosos en la pared celular.

Respecto a la espuma, se aprecio correlacion significativa en los siguientes casos:
negativa de X alcoholes con HM, y positiva de £ norisoprenoides (0,841, p<0,05) con
HM y X otros con TS. También hubo correlacion significativa de la espuma con la
cantidad de 19 compuestos: negativa de HM con isobutanol, isoamil alcohol, 1-hexanol,
2-feniletanol y 4-etoxicarbonil-gamma-butanolactona; positiva de HM con 3-
etoxipropan-1-ol, furfural, 3-hidroxibutanoato de etilo, 1-octanol, lactato de isoamilo,
acido isobutirico, acido butanoico, terpineol, gamma-hexalactona, 4-hidroxibutanoato
de etilo, B-damascenona y laurato de etilo; y positiva de HS con furfural, 3-

hidroxibutanoato de etilo, linalol, 1-octanol, acido isobutirico, fenilacetaldehido, acido
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isovalérico y &cido decanoico; y positiva de TS con linalol. A diferencia de lo ocurrido
en los cavas de los vinos base-2 y -3, no hubo correlacién negativa entre el &cido
octanoico con TS, ni positiva entre octanoato de etilo y TS como ocurriera con los cavas
del vino base-2.

Agrupando el vino base-4 y sus cavas en tres categorias segun su capacidad para
generar espuma (baja en los cavas EX229, EX229-R1+Rod23-1B y EX229+Mnn9;
media en los cavas EX229-R1 y EX229+Mnn6; y alta en el vino base-4 y en el cava
EX229+R0d23-1B), se observd diferencia significativa en X otros (p=0,002) y la
cantidad fue mayor en el vino base-4 y los cavas con méas espuma y mas efecto Killer
(células destrozadas), seguido de una concentracion intermedia en los cavas con una
cantidad media de espuma, y menor en los cavas con menos espuma y menos efecto
killer (Fig. V.41). S6lo se encontré diferencia significativa en 5 compuestos por
separado, y correspondencia con la cantidad de espuma en la concentracion de 1-

pentanol, linalol y fenilacetaldehido.
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Figura V.41. Familia de compuestos aromaticos de los cavas con alta espuma y mas
células destrozadas respecto cavas con media espuma y cavas con baja espuma y menos
células destrozadas o sin efecto killer. En la parte superior se muestra el nivel de
significacion (p) correspondiente al analisis de la varianza. ns, no significativo.

Considerando solo los cavas, el efecto killer de las mezclas de levaduras
incremento la cantidad de £ furanos+fenoles volatiles (27%) y Z otros (40%), aunque
esta diferencia no fue estadisticamente significativa. Probablemente, este incremento
fue consecuencia del dafio de las toxinas Killer en las células sensibles de las mezclas de

levaduras que liberaron su metaboloma al medio.
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V.2.6.7. Analisis de la calidad organoléptica de los cavas.

Se observé diferencia significativa en la calidad organoléptica de los vinos en
relacion con el efecto killer (68,5%=1,5 en Kkiller, 58%+2,35 en no-killer, p<0,05). El
vino mejor evaluado fue el elaborado con la mezcla de EX229+Mnn6, seguida de la
mezcla EX229+Rod23-1B (Tabla V.9), y el peor evaluado el de la mezcla EX229-R1+
Rod23-1B sin efecto killer. La calidad organoléptica no correlacion6 con la cantidad de
las distintas familias de compuestos aromaticos (datos no mostrados), aunque hubo
correlacion negativa con la cantidad de isobutirato de etilo, decanoato de etilo y acido
octanoico; y positiva con la cantidad de acetato de isopentilo y lactato de etilo.

Tabla V.9. Parametros analiticos y analisis organoléptico de los cavas elaborados con
indculos mixtos de levaduras Killer, no-killer o mezclas de ambas en botella a alta presion.

Etanol Az. Acidez Acidez Masa Extracto

Levadura (%, reductores volatil total pH volumica seco ACE?;SC'O”
viv) (9/L) QL) (9/L) (9/L) (9/L)
EX229 11,7 1,8 0,38 6,5 3,04  0,9890 16,2 56
EX229-R1 11,7 1,8 0,40 6,6 3,02 0,9891 16,4 56
EX229+Ro0d23-1B 11,7 1,5 0,37 6,4 3,056 0,9889 15,9 67
EX229-R1+ Rod23-1B 11,7 15 0,37 6,5 3,03 0,9889 15,9 55
EX229+Mnn6 11,3 1,4 0,29 6,2 3,01 0,9889 14,7 70
EX229+Mnn9 11,5 14 0,30 6,2 3,02 0,9887 15 65

En resumen, la espuma volvio a correlacionar con efecto Killer real, cantidad de
células destrozadas y liberacion del metaboloma al medio extracelular, que en este caso
también destacO en el tiraje inoculado con la mezcla EX229+Mnn6, indicando la
posible utilidad de este mutante para mejorar la espuma del cava. Sin embargo y una
vez mas, la espuma no correlaciond con la concentracion de la mayoria de los
compuestos analizados agrupados en familias, ni con la cantidad de polisacaridos o

proteinas del cava.

V.2.7. Analisis general del metaboloma celular de las levaduras Saccharomyces con
y sin efecto Killer en la elaboracion de cava en el conjunto de todas las
vinificaciones.

En un analisis global de todos los cavas elaborados para este estudio, de nuevo y
en linea con lo descrito previamente (Cilindre et al., 2010; Girbau-Sola et al., 2002b;
Maujean et al., 1990a), los pardmetros de la espuma (HM, HS y TS) no mejoraron
respecto al vino base en la mayoria de los cavas (HM 38,9+5,2 vino base, 39,2+1,9
cavas, p= 0,959; HS 28,3+5,2 vino base, 18,2+1,1 cavas, p=0,010; y TS 561,1+108,2
vino base, 287,3t50,1cavas, p=0,099). Sin embargo, excluyendo los cavas de la

vinificacion realizada a 12°C y con distintas concentracion de DAP, se aprecio una
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mejora de la espuma de forma generalizada en los cavas con efecto killer respecto a los
cavas sin efecto killer, no significativa para HM (34,7+5,3 no-killer, 39,5£5,3 killer,
p=0,546), marginalmente significativa para HS (12,6+£0,5 no-killer, 18,5+3,3 Killer,
p=0,082) y significativa para TS (57,6+27,8 no-killer, 376,6+147,4 killer, p=0,041).
Ademaés, en conjunto, los pardmetros de la espuma mejoraron significativamente en los
cavas donde hubo un claro efecto killer real, con mas células destrozadas, respecto a los
cavas sin efecto killer, con menos células destrozadas (HM 51,3+5,2 mas células
destrozadas, 32,8+4,3 menos células destrozadas, p=0,050; HS 26,3+4,8 mas células
destrozadas, 12,1+0,3 menos células destrozadas, p=0,000; y, TS 772,1+68,1 mas
celulas destrozadas, 25,14+10,6 menos células destrozadas, p=0,000).

La cantidad de polisacaridos disminuyé en la mayoria de los cavas elaborados con
mezclas de levaduras respecto a los de una sola levadura, aunque las diferencias no
fueron significativas (135,1+£3,3 no-killer, 134,3+5,9 killer, p=0,899). No obstante la
cantidad de manosa procedente de polisacaridos de la pared celular, incremento
ligeramente (media del 1%) en los cavas elaborados con las mezclas de levaduras
respecto a los elaborados con una sola levadura, aunque esta diferencia tampoco resultd
significativa (50,5+6,3 no-killer, 51,0£5,3 killer, p=0,962). Por otro lado, la cantidad de
proteinas también aumentd ligeramente en los cavas elaborados con mezclas de
levaduras (efecto killer) respecto los controles de una sola levadura (media del 2%),
aunque esta diferencia no resultdé estadisticamente significativa (10,0£0,7 no-Killer,
10,2+0,7 killer, p=0,861). No obstante, se aprecid cierta correlacion positiva entre HM y
manosa (0,516, p=0,003) y entre HS y proteina (0,438, p=0,018), de acuerdo a lo
descrito previamente (Moreno-Arribas and Polo, 1996; Moreno-Arribas et al., 2000;
Nufiez et al., 2006) y negativa entre HM y polisacaridos totales (-0,506, p=0,004)
(Tabla V.10), contrario a lo descrito previamente (Girbau-Sola et al., 2002a). De forma
global, la cantidad de polisacaridos fue ligeramente mayor en los vinos con poca
espuma respecto a los de mucha espuma, y alin menor respecto a los cavas con una
cantidad media de espuma. La cantidad de proteinas fue mayor en los cavas con mucha
espuma respecto a los de poca espuma, pero fue ain menor en los cavas con una

cantidad media de espuma.
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Tabla V.10. Coeficientes de correlacion de Pearson entre
cantidad de polisacarido, manosa y proteina (mg/L) y los
parametros de espuma.

Parametro HM HS TS
Polisacarido (mg/L) -0,506(**) ns ns
Manosa (mg/L) 0,516(**) ns ns
Proteina(mg/L) ns 0,438(*) ns

La correlacion (bilateral) es significativa al nivel 0,01 (**) 6 0,05 (*).
ns= no significativo.

En relacion a los cambios en las concentraciones de compuestos volatiles de los
cavas respecto al vino base, se aprecié un incremento de ¥ monoterpenos (con un
incremento del 60% en terpineol), ¥ compuestos carbonilicos (incremento del 53% en
acetoina) y X otros (96% en n-pentadecano, 100% en N-3-metilbutilacetamida y
solerone y 46% en blackberry tiofenona). La liberacion de alcoholes terpénicos
(geraniol, terpineol, citroneol y farnesol) durante la autolisis ya ha sido descrita
previamente (Kemp et al., 2014; Loyaux et al., 1981; Molnar et al., 1981), al igual que
la implicacién de la acetoina en el bouquet del vino (Romano and Suzzi, 1996). El resto
de familias de compuestos disminuyé una media de 33% X ésteres etilicos, 90% X
ésteres acetato, 4% X acidos, 31% X alcoholes, 77% X furanos+fenoles volatiles, 33% X
lactonas y 10% X norisoprenoides. La desaparicion de ésteres de acetato en relacion con
la crianza y la pérdida de aromas a fruta fresca en el cava respecto al vino base ya ha
sido descrita previamente (Torrens et al., 2010), junto con el incremento de succinato de
dietilo (en nuestro caso un 70%, p<0,001), responsable de aroma de sobre-madurez
frutal (Zea et al., 2007) formado durante el envejecimiento del cava en contacto con las
lias de la segunda fermentacion (Bosch-Fusté et al., 2007). Y el incremento significativo
(de un 97% de media en nuestro caso, p<0,001) de furfural, perteneciente al X
furanos+fenoles volatiles, responsable de aroma a caramelo, tostado o fruta seca
(Torrens et al., 2010). La disminucion de la cantidad de p-damascenona en el cava,
perteneciente al X norisoprenoide, también ha sido descrita previamente en relacion a la
interaccion con las manoproteinas secretadas por levaduras con compuestos volatiles
(Chalier et al., 2007; Torrens et al., 2010).

Respecto a la espuma, se aprecio correlacion significativa negativa de X ésteres
etilicos, X acidos, X furanos+fenoles volatiles y ¥ compuestos carbonilicos con HM, £
ésteres acetato y X compuestos carbonilicos con HS; y correlacion significativa positiva

con X monoterpenos con HM y X lactonas con HS y TS. También hubo correlacién
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significativa negativa de la espuma con 30 compuestos de los 75 analizados: 22 con HM
(acetato de isopentilo, acetato de hexilo, acetoina, 3-metil-1-pentanol, n-pentadecano, 3-
hidroxibutanoato de etilo, 2-hidroxihexanoato de etilo, lactato de isoamilo, 4-
hidroxibutanoato de etilo, acetato de 2-feniletilo, N-3-metilbutilacetamida, 2-
feniletanol, acido 2-transhexenoico, malato de dietilo, acido octanoico, 4-vinilguaicol,
acido decanoico, 2-hidroxi-3-feniletilpropanoato de etilo, acido 9-decenoico, succinato
de etilo y 4-vinilfenol); 5 con HS (acetato de etilo, acetoina, succinato de dietilo, etil 9-
decenoato y acido 9-decenoico); y 3 con TS (malato de dietilo, 4-vivilguaiacol y acido
9-decenoico). Y correlacion significativa positiva con 35 compuestos: 8 con HM
(isobutirato de etilo, 2-metilbutanoato de etilo, isovalerato de etilo, 1-pentanol, 1-
octanol, 2-furoato de etilo, terpineol y laurato de etilo); 15 con HS (butanoato de etilo,
hexanoato de etilo, 1-hexanol, 3-hexén-1-ol, cis-3-hexenol, octanoato de etilo,
blackberry tiofenona, 2-furoato de etilo, gamma-butirolactona, fenilacetaldehido,
metionol, etoxi-gamma-butirolactona, alcohol bencilico, 2-hidroxiglutarato de dietilo y
4-etoxicarbonil-gamma-butanolactona; y, 12 con TS (1-hexanol, 3-hexén-1-ol, cis-3-
hexenol, octanoato de etilo, blackberry tiofenona, 2-furoato de etilo, gamma-
butirolactona, fenilacetaldehido, metionol, etoxi-gamma-butirolactona, alcohol
bencilico y 4-etoxicarbonil-gamma-butanolactona). De nuevo, como ya se Vio
anteriormente (Apartado V.2.4, V.2.5 y V.2.6), algunos acidos grasos (de Cg y Cip)
correlacionaron negativamente con la espumabilidad (HM), mientras que algunos
ésteres etilicos (isovalerato de etilo, 2-furoato de etilo y laurato de etilo) lo hicieron
positivamente; otros ésteres etilicos también correlacionaron positivamente en nuestro
estudio con la estabilidad de la espuma (HS) (butanoato de etilo, hexanoato de etilo,
octanoato de etilo y 2-furoato de etilo) y con el tiempo de estabilidad (TS) (octanoato de
etilo y 2-furoato de etilo), similar a lo descrito previamente (Gallart et al., 2002).
Ademas, algunas lactonas correlacionaron positivamente con HS (gamma-butirolactona,
etoxi-gamma-butirolactona y 4-etoxicarbonil-gamma-butanolactona) similar a lo
descrito previamente (Pueyo et al., 1995) y también con el TS.

El efecto killer de las mezclas de levaduras incrementd significativamente la
cantidad de X otros (50% de media), con un incremento medio significativo de 60% en
n-pentadecano (p<0,05). Probablemente debido a que el dafio de las toxinas killer en las
células sensibles de las mezclas de levaduras provoco la liberacion de su metaboloma al
medio. Puede que esta liberacion del metaboloma al principio de la segunda

fermentacion aumente la concentracion de muchos compuestos para igualarse
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posteriormente durante la crianza sobre lias haciendo desaparecer las diferencias entre
los distintos cavas a excepcion del n-pentadecano. Quedaria pendiente analizar la
evolucion de los aromas y su posible correlacion con la espuma a lo largo de la segunda
fermentacion y posterior crianza hasta los 9 meses, como ya se hiciera con la cantidad
de polisacérido y proteinas, lo cual nos permitiria confirmar esta hipotesis.

De nuevo la calidad organoléptica (sin considerar la espuma) aumento
significativamente en los cavas con efecto Kkiller elaborados con las mezclas de
levaduras (61,9% no-killer, 73,15% killer, p<0,001), que resultaron mas complejos con
sensaciones propias de la crianza (levaduras, pan, tostados) y con matices en boca méas
agradables que los cavas sin efecto killer. La calidad organoléptica no correlaciond con
la cantidad de las distintas familias de compuestos aromaticos (datos no mostrados),
aunque hubo correlacion negativa con la cantidad de isovalerato de etilo; y positiva con
la cantidad de 2-hidroxihexanoato de etilo, 4-hidroxibutanoato de etilo y acido trans-2-
hexenoico.

En sintesis global, nuestros resultados muestran la existencia de una mejora de la
espuma y la calidad organoléptica del cava cuando se produce un efecto killer real (con
un claro desplazamiento de las levaduras sensibles, mayor cantidad de células
destrozadas y por ende mayor liberacion del metaboloma al medio extracelular) entre
las poblaciones de levaduras durante la fermentacidn, aunque esto no siempre suponga
una mejora adicional respecto a la espuma del vino base de partida. Esta mejora es mas
patente con el aumento de temperatura de 12 a 18°C durante los primeros dias de
fermentacion y mejora con un aporte extra de nitrégeno, aunque este Ultimo pudiera
aumentar la cantidad de algunos compuestos relacionados con matices de sobremadurez
frutal. No obstante, la correlacion de la espuma con la concentracion de los distintos
compuestos, considerados individualmente o agrupados por familias, fue variable entre
las distintas series de cavas realizados con cada vino base. Esto indica que los datos de
correlacion para cada compuesto, a pesar de la significacion estadistica encontrada en
muchos casos, no constituyen un argumento suficientemente solido para explicar las
diferencias en la espuma de los cavas elaborados en estas condiciones experimentales.
En general, la espuma no correlaciono con la cantidad de polisacaridos, méas bien lo
contrario, poniendo claramente de manifiesto su poca contribucion a la cantidad de la
espuma del cava. Sin embargo, la cantidad de proteinas podria ser responsable de la
cantidad de la espuma del cava solo en determinadas condiciones de composicién

bioquimica del vino, y no necesariamente ser capaz de mejorar la espuma del cava
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simplemente incrementando su concentracion. Estos resultados sugieren la posibilidad
de que la espuma y la calidad organoléptica del cava dependan més de la liberacion del
metaboloma de las levaduras dafiadas/muertas que de la cantidad de proteinas o
polisacaridos procedentes de la degradacion de las paredes de las células muertas; y que
esta liberacion se puede incrementar o acelerar con la presencia de efecto Killer durante
la fermentacion, efecto que mejora si la temperatura se eleva de 12 a 18°C durante el
primer mes, provocando una liberacion de compuestos variable segun la composicion

del muy regulado metaboloma de las levaduras.
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Conclusiones

1. Las nuevas levaduras Torulaspora delbrueckii killer Kbarr tienen un amplio espectro de
accion. Matan a todos los tipos de levaduras Saccharomyces cerevisiae conocidos, Killer y
sensibles, ademas de muchas otras especies de levaduras no-Saccharomyces, lo que las postula
como Uutiles para eliminar levaduras contaminantes indeseables en la industria alimentaria y en
la prevencion de infecciones fungicas.

2. Las levaduras T. delbrueckii killer con fenotipo mas intenso fueron las Kbarr-1 frente a
K2 a pH 4,7 y 12°C, que ademas resultaron ser las mas resistentes a todas las demas levaduras
Killer ensayadas, por lo que podrian ser recomendadas para su uso en fermentaciones
industriales en el caso de problemas frecuentes con levaduras killer silvestres. El receptor de la
pared celular de las levaduras sensibles a la toxina Kbarr-1 parece ser el beta-glucano, igual que
se ha descrito para las toxinas K1 y K2 y se ha sugerido para Klus de S. cerevisiae.

3. Las nuevas levaduras T. delbrueckii killer Kbarr contienen en su interior virus con
genomas de dsRNA de tamafio mediano (TdV-Mbarr), cuya longitud varia de 1,3 a 1,7 kb, y
poseen un patrén caracteristico de restriccion del DNA mitocondrial que permiten profundizar
en su identificacién mediante el andlisis de polimorfirmos moleculares. Esto es Gtil para su
monitorizacion en bodega con la finalidad de determinar su grado de participacion en las
fermentaciones industriales.

4. El fenotipo Killer de estas levaduras esté4 codificado en el genoma de dsRNA de un virus
M, TdV-Mbarr, con una parte no codificante con fragmentos de secuencias idénticas a las de
otros virus M de levaduras, indicando un origen filogenético comun. La secuencia tedrica de
aminodacidos de la pre-pro-toxina Kbarr-1 muestra una organizacion similar a la de otras pre-
pro-toxinas killer. Esto sugiere que esta toxina, al igual que otras toxinas de S.cerevisiae, se
sintetiza como una preprotoxina que pierde su péptido sefial y se procesa proteoliticamente a lo
largo de la ruta secretora pudiendo originar una heterotoxina madura con dos posibles
subunidades como las toxinas K1 o K28. Este virus M se comporta como un virus satélite y
acompafia siempre a un virus helper, TdV-LAbarr, que pertenece a la misma familia que el virus
LA de S. cerevisiae 0 es una variante mas del mismo virus.

5. La produccion de levaduras Torulaspora en los medios habituales de laboratorio y la
industria resulté mas complicada que la de Saccharomyces, porque crecen mas lentamente y
pierden mas viabilidad a medida que el cultivo envejece. La produccién de levaduras
Torulaspora resulta interesante si se alarga el tiempo de cultivo al menos hasta tres dias, con el
consiguiente incremento en los costes de produccion.

6. Las levaduras T. delbrueckii killer Kbarr pudieron dominar la fermentacion de vino
blanco co-inoculadas con Saccharomyces, mientras que las mismas levaduras no-killer fueron
facilmente desplazadas por las levaduras Saccharomyces con mayor vigor fermentativo. La
inoculacion secuencial de levaduras Torulaspora seguida de Saccharomyces no aseguré una

participacion importante de Torulaspora en el proceso de fermentacion y no resulté en mejoras
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evidentes de la calidad del vino blanco o tinto. La inoculacion inicial y exclusiva del mosto con
levaduras Torulaspora Killer Kbarr permitié la dominancia de estas levaduras durante toda o la
mayor parte de la fermentacion y origind vinos secos con distinto perfil aroméatico que los
elaborados con levaduras Saccharomyces, que fueron de calidad mas apreciada cuando se tratd
de vinos tintos muy estructurados elaborados con uva Cabernet-Sauvignon o Tempranillo. En
los vinos tintos poco estructurados y blancos se detectaron notas de evolucién que fueron
consideradas negativas para la calidad del vino, probablemente debido a que demasiada
presencia de Torulaspora hasta el final de fermentacion de estos vinos vencid su poca estructura
hasta deteriorarlos.

7. Las diferencias en la cantidad de varios compuestos aromaticos entre los vinos de
Torulaspora y Saccharomyces se correspondieron muy bien con las diferencias aromaticas
encontradas por los catadores, aunque el grado de preferencia de los vinos solo se puede
explicar si se toma adicionalmente en consideracion algunos de los parametros generales como
concentracion de malico, lactico y azlcar; ademas del efecto negativo de compuestos como el
acido isobutirico.

8. En la elaboracion de cava, las levaduras Saccharomyces fueron muy eficaces alcanzando
6 0 mas atms de presion a los 30 dias de segunda fermentacion. El incremento de temperatura de
12 a 18°C durante los primeros 15-30 dias y el aporte extra de nitrdgeno, fueron determinantes
para acelerar la fermentacion y el efecto killer en los tirajes de Saccharomyces. La mezcla killer
de levaduras Saccharomyces “EX229 (Klus) + Rod23-1B (K2)” resulté6 una buena estrategia
para aumentar el nimero de células destrozadas (indicativo de efecto killer real) durante los
primeros dias de fermentacion, con el consiguiente aumento de espuma y calidad organoléptica
a los 9 meses de crianza. Por el contrario, las levaduras Torulaspora mostraron poco vigor
fermentativo y poca viabilidad en estas condiciones de alta presion y baja temperatura, y no
completaron la segunda fermentacion del cava sin la presencia de levaduras Saccharomyces.

9. Parece que la espuma y la calidad organoléptica del cava dependan mas de la liberacion
del metaboloma de las levaduras dafladas/muertas que de la cantidad de proteinas o
polisacéaridos procedentes de la degradacion de las paredes de las células muertas y de los
distintos compuestos aromaticos, tanto considerados individualmente como agrupados por
familias; y que esta liberacion se puede incrementar o acelerar con la presencia de efecto killer
durante la fermentacion, provocando una liberacion anticipada de compuestos variables segln la

composicion  coyuntural del muy regulado metaboloma de las levaduras.
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