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RESUMEN

El proceso de elaboracion del vino estd asociado a una gran diversidad de
microrganismos, desde aquellos que habitan el suelo del vifiedo -determinando la salud y
productividad de las vides- hasta aquellos que, como parte de la microbiota del mosto de
uva, llegan a la bodega y participan en los procesos fermentativos. Entre esta diversidad,
las levaduras destacan por llevar a cabo la fermentacion alcoholica, asi como, a través de
diversas rutas metabdlicas y actividades enzimaticas, ser responsables de la liberacion de
una gran variedad de metabolitos que determinan la composicion quimica, por tanto, las
propiedades sensoriales del vino. Desde las primeras practicas de vinificacion (datadas
hace unos 7.500 afios), las levaduras han estado sometidas a las severas condiciones del
mosto y durante la fermentacion del vino, debidas a factores abidticos (alta presion
osmotica, creciente concentracion de etanol, bajo pH, agotamiento de nutrientes) y
bioticos (interacciones intra- e interespecificas). Todo ello ha forzado un rapido proceso
adaptativo, conducido por las fuerzas de seleccion natural y artificial, dando origen a
cepas de levaduras altamente adaptadas al ambiente del vino y capaces de contribuir

positivamente a sus propiedades.

Entre los mecanismos metabolicos de interés por su contribucion sensorial en el
vino, destaca el papel de las levaduras en la liberacion enziméatica de aromas varietales, a
partir de precursores aromaticos del mosto. Entre estos aromas se encuentran los tioles
volatiles (4MSP, 3SH y 3SHA), de gran importancia en la tipicidad aromatica del vino.
Debido a su bajo umbral de percepcion, éstos tienen un gran impacto sensorial, aportando
aromas tropicales y frutales al vino. Las levaduras son capaces de internalizar los
precursores tiolicos (conjugados con cisteina o glutation, principalmente) a través de
permeasas de aminoacidos y después escindir su enlace C-S con enzimas [}-liasas,
liberando los correspondientes tioles volatiles. A pesar de que varios factores (variedad
de uva, nutricion en el vifiedo o las condiciones de fermentacion) pueden contribuir al
contenido tidlico en los vinos, el papel directo de las levaduras en su produccion hace que
la busqueda y seleccion de cepas con gran potencial de liberacion de estos compuestos

sea una estrategia interesante para la potenciacion aromatica del vino.

Pese a dominar la fermentacion alcohodlica y ser determinante de la composicion
quimica del vino resultante, Saccharomyces cerevisiae tienen una capacidad limitada de

liberacion enzimatica de tioles. Este hecho, ademas del efecto regulador de la represion
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catabolica por nitrogeno (NCR), parece deberse a que la mayoria de las cepas vinicas de
S. cerevisiae son portadoras de una variante alélica del gen /RC7 -codificante para una
enzima cistationina-B-liasa, responsable directa de la produccion de 4MSP- con una
delecion de 38bp (IRC7%) y que da lugar a una enzima menos funcional. En este contexto,
la primera parte de la investigacion realizada en esta Tesis Doctoral incluye el estudio de
la prevalencia de alelos /RC7 en distintos linajes, domesticados y salvajes, de S.
cerevisiae. Asi, se confirmo6 que la prevalencia mayoritaria del alelo /RC75 en el vino es
un hecho exclusivo de este linaje, ya que éste presenta una prevalencia minoritaria en
otros linajes domesticados y estd completamente ausente en linajes salvajes. Se observo,
ademas, que las cepas vinicas homocigotas para IRC7° (HS) muestran una ventaja
proliferativa y competitiva frente a las cepas homocigotas para el alelo wild-type de IRC7,
IRC7" (HF). Aunque se observo que ciertas actividades relacionadas directamente con la
actividad enzimatica de Irc7p pueden contribuir al fenotipo ventajoso de las cepas HS
(i.e. mejor respuesta al estrés oxidativo o mayor tolerancia al cobre), en este estudio se
identificaron, a nivel gendmico, una serie de variantes de secuencia con patrones de co-
ocurrencia significativos con el alelo IRC75, que pueden contribuir al patrén fenotipico

de las cepas HS, y por tanto, a su alta prevalencia entre las cepas vinicas.

Confirmada la menor capacidad de la mayoria de las cepas vinicas de S. cerevisiae
para producir tioles varietales, se explor6 el uso de levaduras no-Saccharomyces como
estrategia para la mejora del perfil tidlico de los vinos. Se estudi6 la contribucién que
tienen dos levaduras no-Saccharomyces (Torulaspora delbrueckii y Metschnikowia
pulcherrima) a las propiedades del vino en fermentaciones secuenciales de mosto
Verdejo, junto con dos cepas de S. cerevisiae (con distinto genotipo para el gen /RC7, HS
y HF). El uso de ambas levaduras increment6 la concentracion de tioles en el vino,
destacando la produccion de 4MSP por la cepa de 7. delbrueckii estudiada. Este
incremento en la concentracion de tioles, junto con la reduccion del contenido en aromas
fermentativos mayoritarios que, superado un umbral pueden tener un efecto
enmascarador de aromas minoritarios, supuso una mejora en calidad sensorial de los
vinos, incrementando la percepcion tropical y la tipicidad varietal de los vinos. Ademas,
las fermentaciones secuenciales con las levaduras no-Saccharomyces modificaron otros
pardmetros enoldgicos que contribuyen a la calidad sensorial de los vinos, como la
disminucién del contenido en 4cido acético y etanol, o el aumento del contenido en

glicerol.
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A pesar del impacto positivo de las levaduras no-Saccharomyces en el perfil
sensorial del vino, su menor capacidad fermentativa hace que su uso en vinificacion se
restrinja a condiciones de co-inoculacion con S. cerevisiae, asegurando la correcta
finalizacion de la fermentacion alcohoélica. En este contexto, se decidio explorar el efecto
fenotipico y transcripcional de la interaccion de S. cerevisiae con T. delbrueckii, en
condiciones de fermentacion bajo dos concentraciones extremas de amonio. El amonio,
aunque se emplea cominmente como fuente de nitrégeno para asegurar una correcta
fermentacion, tiene un impacto negativo (principalmente a través de la NCR) en la
liberacion de ciertos compuestos aromaticos, entre ellos los tioles. Asi, en esta parte de la
Tesis se analizd como la co-inoculacion de levaduras, no solo contribuye directamente al
perfil quimico de los vinos, sino también cémo esta afecta a la respuesta de las levaduras
a la alta concentracion de amonio. Se observo que el efecto de la interaccion con T.
delbrueckii parece reducir el impacto de la alta dosis de amonio en S. cerevisiae, tanto a

nivel fenotipico como a nivel de la respuesta transcripcional en S. cerevisiae.
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SUMMARY

Winemaking is related with a great diversity of microorganisms, from those that
inhabit the vineyards soil —determining health and productivity of vines- to those that,
establishing grape must microbiota, participate in the fermentative processes in the
winery. Among this diversity, yeasts stand out because they perform the alcoholic
fermentation and, thanks to their diverse metabolism and enzymatic pathways, release a
great variety of metabolites, determining the chemical composition of wine, and
therefore, its sensory properties. Since the first winemaking practices (dated about 7,500
years ago), yeasts have been exposed to the harsh conditions of must and wine
fermentation, due to both abiotic (high osmotic pressure, increasing ethanol
concentration, low pH, essential nutrients depletion) and biotic factors (inter- and
intraspecific microbial interactions). These conditions have forced a quick adaptive
process that, driven by natural and anthropic selection forces, has originated strains that
are highly adapted to wine environment and are able to positively contribute to wine

properties.

The enzymatic releasing of varietal aromas —from its conjugated precursors found
in grape must- is one of the yeast metabolic mechanisms that can contribute to the sensory
profile of wines. Volatiles thiols (4MPS, 3SH and 3SHA) stand out among these aroma
compounds, because of their great impact on aroma typicity of wines —explained by the
extremely low perception threshold-, imparting tropical and fruity aromas. Yeasts are able
to consume the thiolic precursors found in grape must (mostly conjugated with cysteine
or glutathione) through amino acids permeases and then cleave their C-S bound through
B-lyase enzymes, releasing the corresponding free volatile thiol. Although factors like
grape variety, vineyard nutrition or fermentation nutrition can contribute to the thiolic
content of wines, the direct role of yeast metabolism on thiols production makes the
search and selection of strains with a great enzymatic potential on the releasing of these

compounds a very interesting strategy for the aromatic enhance of wines.

Saccharomyces cerevisiae strains, despite dominating alcoholic fermentation of
wine and being determinant on its chemical composition, have a limited enzymatic ability
to release thiols. This can be explained by the strong Nitrogen Catabolism Repression
(NCR) on §. cerevisiae strains, but mainly by the fact that most of the S. cerevisiae wine

strains harbour an allelic variant of /RC7 gen -encoding a cystathionine-S-B-lyase
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enzyme, directly related to 4MSP thiol production- with a 38pb deletion (IRC75), that
expresses a less functional enzyme. In this context, the first study presented in this
Doctoral Thesis includes the investigation of the distribution of /RC?7 alleles in different
phylogenetic lineages of S. cerevisiae. Thus, we confirmed that the high prevalence of
the IRC75 allele was exclusive of the Wine lineage. Although this allele was found, in a
minority way, in other domesticated lineages, it was completely absent in the wild
lineages of S. cerevisiae. Also, we demonstrated that the strains homozygous for the
IRC75 allele (HS) show a proliferative and competitive advantage against strains
homozygous for the IRC7 wild-type allele, IRC7" (HF). Although we observed that
certain activities directly related to the enzymatic activity of Irc7p can contribute to the
advantageous phenotype of HS strains (i.e. better response to oxidative stress and higher
tolerance to high concentration of copper), in this study we also identified a set of
sequence variants with significant co-occurrence patterns with the /RC7° allele, which
may contribute to the phenotypic pattern observed in the HS strains, and therefore, to its

high prevalence in wine strain populations.

Since the lower ability for thiol production of most of S. cerevisiae wine strains
was confirmed, we decided to explore the use of non-Saccharomyces as a strategy to
increase the thiolic content in wine. We studied the contribution of two non-
Saccharomyces species (Torulaspora delbrueckii y Metschnikowia pulcherrima) to the
wine properties in sequential fermentations of Verdejo grape must, with two S. cerevisiae
strains (with different /RC7 genotype, HS and HF). Both non-Saccharomyces yeasts
contributed to the increase in thiol concentration in wines, highlighting the production of
AMSP by T. delbrueckii strain. The high thiol production, along with a decrease in the
fermentative aroma content -which can have a masking effect over the minority aromas-
resulted in the improvement of wine sensory quality, enhancing the tropical character and
Verdejo typicity of wines. In addition, sequential fermentations with both non-
Saccharomyces yeasts modified other oenological parameters of interest, as the decrease

in acetic acid and ethanol concentration, or the increase in glycerol content in wine.

Even though the positive effect of non-Saccharomyces species was demonstrated
in wine sensory profile, they generally show a poor fermentative performance and low
ethanol tolerance. Hence, the use of the non-Saccharomyces yeasts in winemaking is
restricted to a co-inoculation with S. cerevisiae. In this context, we decided to explore the

phenotypic and transcripcional effect of 7. delbrueckii and S. cerevisiae in fermentations
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under two extreme nitrogen conditions. Ammonia is commonly added as a nitrogen
source to ensure a correct fermentation. However, it has a negative impact (mainly
through NCR mechanisms) on the production of certain aromatic compounds, such as
varietal thiols. Thus, in the last study included in this Doctoral Thesis we analysed how
yeasts co-inoculation affects, not only the chemical profile of wines, but also the response
of yeasts to high ammonia concentration. We observed that co-inoculation with 7.
delbrueckii seems to reduce the impact of high ammonium doses in S. cerevisiae during

wine fermentation, both at phenotypic and transcriptional levels.
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1 INTRODUCCION

1.1 Microbiologia del Vino

1.1.1 Enologia - La ciencia del vino

A lo largo de la historia y alrededor de todo el mundo, distintas culturas descubrieron
codmo la fermentacion de productos ricos en azlicares -a través de la produccion de etanol-
permitia preservar los alimentos, y ademas disfrutar de los efectos analgésicos y
euforizantes de los mismos. El vino, fruto de la fermentacion alcoholica del zumo de uva,
destaca entre estos productos fermentados por ser una bebida alcohdlica en la que tanto
los factores fisicos, quimicos y biologicos, como los factores culturales, convergen
creando una compleja matriz que hace de ¢l un alimento unico. Analisis sobre las jarras
de cerdmica encontradas en un emplazamiento del neolitico temprano en China han
permitido estimar que ya se producia una bebida fermentada a base de arroz, miel y frutas
hace alrededor de 9.000 anos (McGovern et al., 2004). Un estudio mas reciente encontrd
las primeras pruebas de elaboracion de vino en restos de cerdmica en Georgia hace entre
7.000 y 8.000 anos (McGovern et al., 2017). Asi, durante varios milenios de historia, y
gracias al desarrollo y expansion de la viticultura, el vino se ha convertido en uno de los
alimentos mas importantes en todo el mundo, tanto por su complejidad sensorial como
por su valor socioeconémico y cultural. La Organizacion Internacional de la Vid y el Vino
(OIV) estimé que en 2019 mas de 7.400.000 hectareas estan dedicadas a la produccion
de vino en todo el mundo, con una produccion global de mas de 260 millones de
hectolitros de vino, siendo Italia (18,3% del total), Francia (16,2%) y Espana (12,9%) los
mayores productores (OIV, 2019). En 2019, el mercado de exportacion mundial de vino
se estimo en un valor de mas de 31 mil millones de euros (OIV, 2019). Este impacto
econdmico tiene reflejo en el gran interés que suscita el vino como objeto de estudio
cientifico, con mas de 80.000 publicaciones cientificas al afio durante la tltima década
(Tempere et al., 2018), abarcando toda una disciplina cientifica, la enologia. Esta ciencia
multidisciplinar estudia la influencia de factores fisicoquimicos (clima, topografia,
composicion del suelo), tecnologicos (practicas en viiledo y en bodega), bioldgicos
(variedades de la uva, microbiota asociada), y la interaccion entre todos ellos, en las
propiedades del vino y su calidad final. El extenso conocimiento que aporta la enologia
permite optimizar el proceso de elaboracion del vino, haciéndolo mas seguro y predecible,

y adaptandolo a las nuevas demandas del consumidor y exigencias del mercado.
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Dentro de todos los factores que afectan a la produccion y propiedades del vino, los
microorganismos constituyen uno de los mas determinantes. Las comunidades
microbianas del suelo de los vifiedos que determinan su fertilidad, los hongos
fitopatogenos que afectan a las vides, las levaduras y bacterias que llevan a cabo la
fermentacion alcoholica y la fermentacion malolactica, o las levaduras alterantes del vino,
son ejemplos del papel fundamental que juegan los microorganismos en cada una de las
etapas de la elaboracion de elaboracion del vino. Dentro de este proceso, la fermentacion
alcohdlica es la etapa fundamental que determina la elaboracion de un vino, pues en ella
se produce la conversion del mosto de uva en vino. Las primeras civilizaciones que
desarrollaron la técnica de vinificacion ya eran conocedoras de que bastaba con prensar
las uvas y dejar reposar el mosto para obtener el vino. En ese proceso se llevan a cabo
fermentaciones espontaneas en las que las propias levaduras presentes en el hollejo de las
uvas realizan la fermentacion alcoholica, transformando los azicares del mosto en etanol
y didxido de carbono (Mortimer y Polsinelli, 1999). A pesar de que durante milenios las
técnicas de elaboracion del vino fueron perfecciondndose, no fue hasta 1857 cuando los
trabajos de Louis Pasteur en las fermentaciones vinicas demostraron que la
transformacion de mosto en vino no era un proceso meramente quimico, sino
predominantemente microbiologico (Pasteur, 1860). Afios mas tardes, en la década de
1880, se desarrolld el primer cultivo puro de levadura para su inoculacién en mostos, de
la mano de Emil Christian Hansen, en los laboratorios Carlsberg en Dinamarca (Hansen,
1896). Desde comienzos del siglo XXI, la investigacion sobre los microorganismos y su
aplicacion en la industria enologica han crecido de forma exponencial, convirtiéndose en
uno de los pilares més importantes de la investigacion enologica. Este conocimiento ha
permitido que, cada vez mas, la vinificacion sea un proceso microbioldgico controlado,

desde el vifiedo hasta el embotellado.

1.1.2 El vino como modelo de estudio en ecologia

El vino, al igual que otros productos fermentados como el queso o el pan, es
producido por la accion de una mezcla, mas o menos compleja, de microorganismos sobre
una materia prima, en este caso la uva. Tanto en el suelo del vifiedo como en la superficie
de las uvas, el mosto y el vino (durante las fermentaciones alcoholica y malolactica), se
puede encontrar una elevada diversidad de microorganismos que se han adaptado
eficientemente a vivir en estos ambientes, y cuyas interacciones son un interesante

ecosistema microbiano para su estudio (Liu et a/., 2018) (Figura 1). A pesar de lo efimero
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de este ecosistema (los procesos fermentativos se desarrollan durante unos pocos meses
al afno), en el vifiedo y la bodega se establece un reservorio de microorganismos que
permite, vendimia tras vendimia, estabilizar una determinada microbiota residente que
contribuira, en mayor o menor medida, a los procesos fermentativos desarrollados en la

bodega (Morrison-Whittle y Goddard, 2018; de Celis y Ruiz et al., 2019).

1.1.2.1 Microbiologia en el vifiedo
A pesar de que durante las primeras décadas de investigacion en microbiologia
enoldgica han pasado inadvertidos o subestimados, los microorganismos asociados al
vifiedo representan un interesante objeto de estudio por su gran impacto, directo o

indirecto, en la industria del vino.

1.1.2.1.1 Microorganismos fitopatogenos en el vifiedo

Ciertas especies de hongos filamentosos tienen una influencia negativa como
agentes causantes de algunas de las principales enfermedades de la madera de la vid, y de
distintos tipos de podredumbre sobre la uva. Entre las principales enfermedades de origen
fungico en la vid, destacan la yesca (causada por especies de los géneros
Phaeoacremonium'y Cadophora)y el pie negro (Campylocarpon) (Gramaje et al., 2018).
Ademas, ciertos hongos ascomicetes de la vid pueden colonizar las uvas cuando su piel
estd dafiada, no solo deteriorandolas o impidiendo su maduracion, sino también
produciendo micotoxinas o compuestos aromaticos que pueden influir negativamente en
la calidad sensorial del vino (Kassemeyer, 2017). A modo de ejemplo cabe mencionar la
infeccion por Botrytis cinerea, causante de la botritis y productor de acido glucénico, que
proporciona un caracteristico y pronunciado sabor en el vino (Steel ef al., 2013), y puede
tener un efecto directo sobre la composicion de las poblaciones microbianas (Mills ef al.,
2002). Bacterias como Agrobacterium vitis o Xylella fastidiosa también se han descrito

como fitopatdogenos causantes de enfermedades en las vides.

1.1.2.1.2 Microbiota en el suelo del viiedo
La microbiota asociada al suelo del viniedo resulta determinante, no solo para las
propiedades quimicas y nutricionales del suelo, sino también para la salud, el rendimiento
y la calidad de las vides y las uvas. Ademads, la microbiota del suelo puede servir como
reservorio de la microbiota de las uvas, principalmente bacterias (Zarraonaindia ef al.,
2015), pero también hongos o ciertas levaduras fermentativas (Morrison-Whittle y

Goddard, 2018), que pueden participar en la fermentacién del vino (Mandl et al., 2015).
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De esta manera, los microorganismos asociados al suelo del vifiedo, cuyas comunidades
son especificas de los distintos tipos de suelo, pueden contribuir, junto con otros factores,
a la expresion de las variaciones regionales en los rasgos de calidad del vino,
contribuyendo asi al Terroir en el vino (Knight et al., 2015; Bokulich et al., 2016; Belda
etal.,2017a; Liu et al., 2019). Este concepto se define como la expresion de los factores
fisicos (clima, propiedades del suelo, orientacion, etc.) y biologicos (variedad de uva,
biodiversidad asociada, microbiota de las uvas y vides) del vifiedo -que son
representativos de las distintas regiones vitivinicolas- en la composicién quimica del vino,

y, por tanto, en sus propiedades sensoriales del vino.

1.1.2.1.3 Microbiota en las uvas

Las uvas constituyen el reservorio natural de multitud de microorganismos,
muchos de los cuales tienen un gran interés en el posterior proceso de elaboracion del
vino. En las uvas se han identificado mas de 50 especies diferentes de bacterias, que van
desde especies ubicuas (Enterobacter, Enterococcus, Bacillus o Staphylococcus) sin
capacidad de desarrollarse apreciablemente en el mosto de uva, hasta bacterias con una
implicacion importante en las etapas finales del proceso de vinificacion (bacterias
acéticas y lacticas) (Barata et al., 2012). Por otro lado, una gran diversidad de levaduras
(aproximadamente 47 especies, pertenecientes a 22 géneros) también se encuentra en la
superficie de las uvas (Renouf et al. 2007), La microbiota de las uvas intactas es muy
parecida a la encontrada en las superficies de las hojas de la vid, dominada por levaduras
basidiomicetes (Cryptococcus spp., Rhodotorula spp. y Sporobolomyces spp.) y el hongo
levaduriforme Aureobasidium pullulans. La aparicién de microfisuras en la superficie de
la uva, junto con su maduracion, aumentan la disponibilidad de nutrientes y permiten la
presencia de especies ascomicetes oxidativas (o poco fermentativas) como las
pertenecientes a los géneros Candida, Hanseniaspora o Pichia (Bisson y Joshep, 2009).
Cuando la uva esta dafada, la alta concentracion de azucares en la superficie permite el
crecimiento de ascomicetes con mayor actividad fermentativa como Zygosaccharomyces
spp., Debaryomyces spp., Torulaspora spp. y Saccharomyces spp. La especie
Saccharomyces cerevisiae (la principal levadura responsable de llevar a cabo la
fermentacion vinica), aunque presente en la uva, se encuentra en baja proporcion (Beltran
et al., 2002). Ademas de la integridad de la uva, otros factores como las condiciones
climaticas, el manejo del vifiedo (su nutricion o tratamientos con herbicidas y fungicidas)

o la variedad de la uva pueden afectar a la diversidad de levaduras. También se han
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descrito que insectos como avispas o moscas Drosophila, e incluso aves, pueden servir
de vectores para las levaduras, contribuyendo a la dispersion y diversidad de las

poblaciones en las uvas (Stefani et al., 2012).

1.1.2.2 Microbiologia en la bodega
Dentro de las comunidades microbianas de las uvas, junto con la microbiota
residente en las bodegas, encontramos especies de bacterias y levaduras que han
desarrollado mecanismos adaptativos para sobrevivir y crecer en el mosto de uva y
durante la fermentacion, por lo que constituyen realmente el consorcio microbiano del

vino, con influencia directa en las propiedades finales del mismo (Barata et al., 2012).

1.1.2.2.1 Fermentacion alcohdlica

Las levaduras responsables de la fermentacion alcohodlica son los principales
microorganismos fermentativos en la produccién del vino. Ademas de su alta
especializacion para llevar a cabo esta fermentacion, las levaduras producen una gran
cantidad de metabolitos que determinan en gran medida la matriz quimica del vino y, por
tanto, sus caracteristicas sensoriales (Pretorius, 2000). Cuando la uva llega a la bodega,
su microbiota entra en contacto con la microbiota residente de las instalaciones y los
equipos de la bodega, principalmente representada por S. cerevisiae (Beltran et al., 2002).
En el momento que se produce el prensado de las uvas para obtener el mosto, los azicares
del mismo son accesibles para estas levaduras, y comienza la fermentacion. A medida
que avanza este proceso se produce una sucesion ecoldgica de especies de levaduras,
donde ocurren distintos tipos de interacciones fisioldgicas y metabdlicas entre ellas (Liu
et al., 2018). Inicialmente, se puede encontrar levaduras apiculadas osmofilas de los
géneros Hanseniaspora, Candida, Rhodotorula o Cryptococcus, que rapidamente son
reemplazadas por levaduras con mayor capacidad fermentativa (Schizosaccharomyces
spp., Metschnikowia spp., Starmerella spp., entre otros). A partir de un 4% de etanol (3-
4 dias desde el inicio de la fermentacion) S. cerevisiae comienza a dominar el proceso,
aunque aun es posible encontrar algunas especies de levaduras con cierta tolerancia a
etanol como las pertenecientes a los géneros Torulaspora, Lachancea,
Zygosaccharomyces 'y Metschnikowia (Ciani y Comitini, 2019). Estas levaduras
(conocidas como levaduras no-Saccharomyces) presentes de forma natural en el mosto
de uva pueden coexistir con las cepas S. cerevisiae durante las primeras etapas de la
fermentacion y tener también un papel importante en el proceso de vinificacion hasta la

implantacion final de S. cerevisiae (Jolly et al., 2014). En el pasado, las levaduras no-
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Saccharomyces eran consideradas fundamentalmente como levaduras alterantes del vino,
contribuyendo negativamente a sus cualidades organolépticas y principalmente asociadas
a un exceso en la produccion de acido acético. Sin embargo, en las tltimas décadas, los
estudios sobre las levaduras no-Saccharomyces han demostrado su gran potencial en la
mejora de la calidad de los vinos, tanto desde un punto de vista tecnolégico como
sensorial (Fleet, 2008; Jolly et al., 2014, Padilla et al., 2016; Belda et al., 2017b). De
hecho, en los ultimos afios se han desarrollado estrategias de co-inoculacion (simultanea
o secuencial) con S. cerevisiae, favoreciendo su aportacion al vino y ejerciendo una
influencia mas evidente, tanto a nivel ecoldgico (afectando a la dominancia de S.

cerevisiae) como a nivel organoléptico (a través de la produccion de metabolitos

especificos) (Benito ef al., 2019a).

Fermentacion ~ Fermentacion ML/ Botella/
Suelo Madera Bayas Uvas Mosto e . Lo
/ alcohodlica crianza envejecimiento
s\
4
SO,
Presién osmética Intensidad
del
Bajo pH
Interacciones intraespecificas Agotamiento de estres
nutrientes

Figura 1: Diversidad de géneros de microorganismos (hongos, levaduras y bacterias) encontrada en cada una
de las etapas de la elaboracion del vino en la bodega. Su potencial contribucion a las propiedades al proceso
de vinificacion (a nivel tecnoldgico o sensorial) esta representada por los colores verde, rojo y gris, ya sea una
contribucion positiva, negativa o neutra, respectivamente. Se representan también los distintos estreses
abidticos o bidticos que afectan a la diversidad de microorganismos.
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1.1.2.2.2 Fermentacion malolactica

Una vez finalizada la fermentacion alcoholica se produce el proceso de
fermentacion malolactica, llevado a cabo por las bacterias lacticas del vino. Estas
bacterias se encuentran de forma limitada en la uva y durante la fermentacion alcohélica,
pero al final de la misma comienzan su crecimiento y llevan a cabo la fermentacion
maloléctica. En este proceso se produce la descarboxilacion del acido mélico, presente de
forma natural en el mosto de uvas, en acido lactico y CO,, lo que produce una
desacidificacion, reduciéndose el cardcter aspero y astringente del vino. Durante este
proceso metabdlico, las bacterias lacticas son capaces de producir, ademas, ciertos
metabolitos con una influencia organoléptica positiva en el vino, como el diacetilo que
aporta aromas lacteos o ciertos exopolisacaridos (Liu et al., 2002). En contraposicion, el
metabolismo de ciertas especies lacticas puede también producir compuestos toxicos
como aminas bidégenas (Coton et al., 2010) o carbamato de etilo en el vino (Araque et al.,
2009, Pérez-Magarifio et al., 2021). Oenococcus oeni es la principal bacteria lactica que
lleva a cabo esta fermentacion -empleada incluso como indculo artificial en algunas
fermentaciones industriales- aunque también destacan los géneros Lactobacillus,

Pediococcus y Leuconostoc (Lerm et al., 2010).

1.1.2.2.3 Etapas post-fermentativas

Tras la finalizacion de las etapas fermentativas del vino, comienza el proceso de
almacenamiento o, en algunos casos, de envejecimiento del vino. A pesar de las
condiciones fisicoquimicas de esta etapa del proceso de vinificacion, donde se ha
producido el agotamiento de la mayoria de los nutrientes y existe una elevada
concentracion de compuestos toxicos como el etanol o el acetaldehido, ciertas especies
de microorganismos (ej. Brettanomyces spp.) son capaces de sobrevivir en este ambiente,
pudiendo tener un efecto negativo como contaminantes y deteriorantes del vino (Cosme
et al., 2018). Por un lado, las bacterias acéticas, entre las que destacan las especies de los
géneros Acetobacter y Gluconobacter, constituyen una de las primeras fuentes de
alteracion de los vinos. Estas bacterias son aerobias y, aunque las condiciones de la
fermentacion reducen su poblacion notablemente, pueden también sobrevivir en ausencia
de oxigeno. Bajo condiciones aerobias son responsables de la oxidacion del etanol
producido en la fermentacion a dacido acético. Por ello, si las condiciones de

almacenamiento no mantienen una baja disponibilidad de oxigeno, estas bacterias pueden
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proliferar, dando lugar al picado acético que aporta a los vinos un caracteristico sabor
avinagrado (Barata et al., 2012).

También se pueden encontrar determinadas especies de levaduras como
contaminantes. Por un lado, levaduras con metabolismo oxidativo, como Kloeckera spp.
o Candida spp., pueden sobrevivir a la fermentacion alcohdlica formando biopeliculas
sobre la superficie de los vinos durante su envejecimiento en barrica (Loureiro y Malfeito-
Ferreira, 2003). También, levaduras fermentativas como Zygosaccharomyces bailii o
especies del género Saccharomyces, pueden producir la re-fermentacioén de vinos dulces
o de vinos que no han finalizado correctamente la fermentacidon alcohdlica y aun
presentan azucares residuales. Brettanomyces/Dekkera spp. se encuentra también entre
las levaduras contaminantes mas frecuentes en el vino, siendo responsables de la
produccion de una gran variedad de compuestos aromaticos negativos, entre los que
destaca el 4-etilfenol (asociado a aromas negativos descritos como “olor animal”, “sudor
de caballo”, etc.) (Malfeito-Ferreira y Silva, 2019). Por ultimo, cabe mencionar que
ciertos hongos filamentosos aislados del corcho de las botellas de vino (como
Trichoderma spp., o Fusarium spp.) pueden producir tricloroanisoles y triclorofenoles,

que aportan un aroma mohoso o rancio en los vinos (Tarasov et al., 2017).

1.1.3 Factores abiodticos y bidticos v la diversidad de levaduras en el vino

El mosto obtenido de las uvas, por su bajo pH, alta concentracién de azicares,
baja proporcion de nitrogeno y concentraciones limitantes de fuentes de nutrientes
esenciales, entre otros factores, supone un ambiente severo para el crecimiento de la
mayoria de los microorganismos (Garcia-Rios y Guillamoén, 2019). A este hecho se suma
que la fermentacion alcohodlica -principalmente durante las primeras etapas- no se
desarrolla en un contexto monoxénico, sino que multiples especies (y cepas de la misma
especie) compiten por los recursos, por dominar este nicho y acabar imponiéndose al final
de la fermentacion (Ciani et al., 2016a; Conacher et al., 2019). En el momento de la
inoculacién -ya sea intencionada o de forma natural en fermentaciones espontaneas- las
levaduras tienen que cambiar adaptarse rapidamente para hacer frente al conjunto de
factores abidticos y bidticos del mosto de uva y del vino en fermentacion. Estas
condiciones llevan a las levaduras a presentar una fase de latencia, cuya duracion esta
principalmente determinada por el cambio entre el metabolismo respiratorio y el
metabolismo fermentativo (Vermeesch et al., 2019). Si las levaduras no pueden hacer

frente a estas condiciones, no llegardn a desarrollarse y se pueden producir
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fermentaciones lentas o incluso paradas en la fermentacion - antes del consumo total de
azucares del mosto- (Bisson, 1999), con las consecuencias econdmicas que implica en la
produccion de vino. Asi, el estudio sobre como estos factores afectan a las levaduras y su

diversidad durante la fermentacion supone un gran interés en la industria enologica.

1.1.3.1 Factores abioticos

El bajo pH del mosto es uno de los principales factores que acotan la diversidad
microbiana capaz de desarrollarse en él. Este pH —entre 3 y 4 (Heard y Fleet, 1988)- esta
determinado principalmente por la concentracion de acidos orgénicos de la uva (4cido
tartarico, malico, citrico, ascorbico y tanico, entre otros) (Vilela, 2019). Estos acidos
inorganicos, al entrar en la célula, liberan iones que pueden alterar la homeostasis del pH
intracelular. El bajo pH afecta a la integridad y funcion de proteinas, y a la organizacion
lipidica de las membranas, aumentando la sensibilidad al etanol y a los sulfitos,
permitiendo unicamente el desarrollo de especies de levaduras y bacterias acidofilas,
(Hernandez et al., 2007). Por otro lado, los mostos con pH mas altos, comunes en zonas
calidas (donde la rapida acumulacion de azicares adelanta la vendimia de las uvas e
impide alcanzar altas concentraciones de acidos en las mismas) pueden favorecer el riesgo
de contaminacién microbioldgica por levaduras menos acidofilas, como Brettanomyces
spp. (Petrie y Sadras, 2008). La actividad de las levaduras durante la fermentacion
también puede modificar los pardmetros fisicoquimicos del mosto. A modo de ejemplo,
Schizosaccharomyces pombe es capaz de metabolizar el acido malico a acido piruvico
gracias a su enzima acido malico descarboxilasa, reduciendo asi la acidez total del vino
(Benito, 2019).

La diversidad microbiana también esta determinada por la temperatura durante la
fermentacion del vino. Las fermentaciones a baja temperatura (o la maceracion
prefermentativa de los hollejos de las uvas en frio) delimita especialmente la diversidad
de levaduras, permitiendo solo el desarrollo de especies de levaduras con cierta tolerancia
al frio en este tipo de fermentaciones. Esto es debido a que las bajas temperaturas
provocan un descenso de la fluidez de membrana, la estabilizacion de estructuras
secundarias de los acidos nucleicos, la reduccion del plegamiento de proteinas, y el
descenso general de la actividad enzimatica (Sahara et al., 2002). Las cepas de S.
cerevisiae presentan una tolerancia al frio moderada, por lo que, bajo estas condiciones,
permiten una mayor presencia de ciertas especies no-Saccharomyces, como

Hanseniaspora spp. o Candida zemplinina (Zott et al., 2008). Dentro del género
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Saccharomyces, las especies S. uvarum, S. eubayanus'y S. kudriavzevii muestran mayor
criotolerancia que S. cerevisiae (Garcia-Rios y Guillamoén, 2019). Sin embargo, no son
adecuadas para llevar a cabo la fermentacion alcoholica por la mayor sensibilidad al
etanol. Las estrategias de hibridacion entre estas especies Saccharomyces permiten la
obtencion de hibridos con las propiedades de ambos parentales, lo que les hace dptimos
para llevar a cabo este tipo de fermentaciones a baja temperatura (Origone et al., 2018).

La adicién de conservantes durante el proceso de vinificacion limita también la
diversidad de microorganismos. Tanto los compuestos de cobre, comiinmente usados en
el vinedo como fungicidas, y también para evitar aromas azufrados negativos durante la
fermentacion (Swiegers y Pretorius, 2007), como el dioxido de azufre (SO») aniadidos en
la bodega durante la fermentacién vinica para proteger frente a microorganismos
contaminantes y preservar el vino por su accion antioxidante (Boulton ef al., 1995), tienen
un efecto antimicrobiano, principalmente por su capacidad de unirse a metabolitos y
enzimas, interfiriendo multiples procesos celulares (Hinze y Holzer 1986). El empleo de
anhidrido sulfuroso limita especialmente la diversidad de levaduras no-Saccharomyces,
altamente sensibles a los sulfitos (Jolly et al., 2014). Solo algunas especies de levaduras
ademads de S. cerevisiae, como Z. bailii o S. pombe son resistentes a altas concentraciones
de sulfitos. Las levaduras también pueden modificar el contenido en sulfitos durante la
fermentacion. Por un lado, las levaduras producen SO, de forma natural, como un
metabolito intermediario en la ruta de reduccion del sulfato (Ribéreau-Gayon et al.,
2006). Esto puede afectar al posterior desarrollo de bacterias responsables de la
fermentacion malolactica (Quirds et al., 2012). Por otro lado, las levaduras también
producen compuestos derivados de su metabolismo central, como el acetaldehido o el a-
cetoglutarato, que pueden unirse a las moléculas libres de SO, afectando a su
disponibilidad y, por tanto, a su actividad antimicrobiana (Wells y Osborne, 2011).

La alta concentracion de azticares del mosto de uva, normalmente entre 170 y 220 g/L
(Ribéreau-Gayon et al., 2006), también afecta negativamente a la viabilidad de las
levaduras. En general, las levaduras no-Saccharomyces son mas sensibles al estrés
osmotico que S. cerevisiae, aunque algunas especies como Lachancea thermotolerans,
Torulaspora delbrueckii o Metschnikowia pulcherrima pueden mostrar cierta resistencia
(Garcia et al., 2016). Por otro lado, las concentraciones sucesivamente crecientes de
etanol durante la fermentacion alcohdlica (hasta un 12% - 16% (v/v) en la mayoria de los
vinos) es el factor més determinante de la dindmica poblacional que ocurre durante este

proceso. El etanol, incluso a bajas concentraciones, provoca la desnaturalizacion de
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enzimas, aumenta la fluidez y permeabilidad de la membrana plasmatica, aumenta la
concentracion de especies reactivas de oxigeno y provoca dafo en el ADN, lo que lleva
a una pérdida dréstica de la viabilidad celular (Yang et al., 2012; Ma et al., 2010). La
mayor tolerancia a altas concentraciones de etanol de S. cerevisiae le permite, entre otros
factores, dominar la fermentacion vinica (Boulton ef al., 1995), provocando la progresiva
desaparicion de las levaduras no-Saccharomyces. Estas levaduras tienen una tolerancia
maxima de alrededor de 6% (v/v) (Fleet et al., 1993), siendo superior s6lo en algunas
especies con cardcter mas fermentativo como 7. delbrueckii o S. pombe (Benito et al.,
2019b). Otras especies contaminantes, como Zygosaccharomyces spp. o Brettanomyces
spp., pueden mostrar tanta tolerancia al etanol como las especies del género
Saccharomyces (Boulton et al., 1995).

Durante la fermentacion vinica también se produce el agotamiento de nutrientes
esenciales que estan en una concentracion limitante en el mosto. Entre ellos, destacan los
compuestos nitrogenados del mosto de uva (amonio, aminoacidos, polipéptidos y
proteinas y, en pequefia concentracion, nitratos, nucleotidos, aminas y vitaminas) siendo
el amonio y los aminodcidos los Unico que constituyen el nitrogeno del facilmente
asimilable por las levaduras (NFA) (Gobert ef al., 2017). La concentraciéon minima de
NFA que permite a las levaduras completar la fermentacion -i.e. consumir la totalidad de
azucares del mosto- es de aproximadamente 140 mg N/L (Beltran et al., 2005). Sin
embargo, es comun que los mostos no alcancen esta concentracion. Ademas, la
coexistencia de levaduras durante las primeras fases de las fermentaciones espontaneas,
o la co-inoculacion industrial de distintas especies, puede llevar al agotamiento temprano
de las fuentes de nitrégeno, dificultando el desarrollo normal de la fermentacion por parte
de la cepa de S. cerevisiae y llevando a paradas en la fermentacion (Rollero ef al., 2018).
Por ello, la adicion de nitrogeno al inicio de la fermentacion, principalmente en forma de
sales de amonio, es practica habitual en las bodegas para permitir a las levaduras

completar la fermentacion alcoholica (Ribéreau-Gayon et al., 2006).

1.1.3.2  Factores bioticos
El vino representa un ambiente altamente competitivo, especialmente durante las
primeras etapas de la fermentacion, cuando coexisten un elevado niimero de especies y
cepas de levadura y bacterias. Este contexto ecoldgico resulta fundamental para entender
como las levaduras se han adaptado a los factores estresantes del ambiente vinico

(Conacher et al., 2019). El ecosistema microbiano del vino, principalmente representado
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por la diversidad de levaduras existente y sus patrones de interaccion, es también un factor
decisivo en la calidad final del vino. Las interacciones, tanto intra- como interespecificas,
entre las levaduras durante la fermentacion puede determinar la dominancia de S.
cerevisiae y la contribucion individual de cada especie de levadura a la composicion del
vino, a través de la produccion de metabolitos especificos dentro de cada especie o cepa
(Fleet, 2003; Ciani et al., 2016a). Durante la fermentacion del vino se producen
numerosos tipos de interacciones (tanto negativas como positivas) entre las levaduras
presentes de forma natural en el mosto de uva o inoculadas artificialmente (Liu et al.
2017).

El principal factor bidtico que afecta a la interaccién entre levaduras es la
competicion por nutrientes (Lleixa et al., 2016). Por ello, la alta capacidad de las
levaduras para rapidamente consumir las fuentes de carbono y nitrégeno del mosto les
proporciona una gran ventaja adaptativa. Ademas de la capacidad de consumir
rapidamente las fuentes de carbono y producir etanol durante la fermentacion, la
competencia por las fuentes de nitrogeno limitantes en el mosto es uno de los factores
mas determinantes en la dindmica de poblaciones durante este proceso. Por ello, los
requerimientos nutricionales y las tasas de consumo de fuentes nitrogenadas de las
levaduras vinicas seran determinantes para definir las interacciones entre las especies de
levaduras durante la fermentacion (Kemsawasd et al., 2015; Roca-Mesa et al., 2020). Por
otro lado, la actividad de ciertas especies no-Saccharomyces puede tener un efecto
positivo en la disponibilidad de nutrientes. Algunas cepas del género Hanseniaspora
pueden enriquecer el contenido en nitrogeno del mosto gracias a su actividad proteolitica,
promoviendo en co-fermentaciones el crecimiento de S. cerevisiae (Dizzy y Bisson,
2000).

Las levaduras pueden también pueden competir en el ambiente vinico a través de
la produccion de compuestos antimicrobianos. Ciertas levaduras pueden secretar toxinas
de naturaleza proteica que son letales frente a un amplio rango de géneros de levadura, e
incluso otras cepas de la misma especie (Marquina et al., 2002). Aunque este fendmeno,
llamado killer, fue descrito por primera vez en S. cerevisiae, una gran variedad de géneros
de levaduras es capaz de secretar este tipo de toxinas, como Hanseniaspora, Torulaspora,
Williopsis, Pichia, etc. Estas toxinas, codificadas habitualmente en ARN de doble cadena
de origen virico, desencadenan distintos mecanismos de accion en las levaduras sensibles,
la mayoria de ellos centrados en la membrana plasmatica y en la pared celular. La

capacidad de las levaduras de producir toxinas killer, y de resistir a ellas, es un factor
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determinante en la capacidad competitiva de las cepas empleadas en la fermentacion, y,
por tanto, del éxito de implantacion al final de la misma. Otros metabolitos producidos
por las levaduras también pueden tener actividad antimicrobiana, incluyendo etanol o
compuestos derivados de aminoacidos aromaticos como serotonina o triptamina
(Gonzalez et al., 2018). También se han observado interacciones positivas entre las
levaduras durante la fermentacion del vino también. Por un lado, la autolisis de las
levaduras no-Saccharomyces después de las primeras etapas de la fermentacion puede
liberar nutrientes que favorecen el crecimiento de las cepas de S. cerevisiae. De la misma
manera, la autolisis de las células de S. cerevisiae después de la fermentacion alcoholica
puede suponer una fuente de micronutrientes que favorecen el crecimiento de levaduras
contaminantes como Dekkera/Brettanomyces spp. (Guilloux-Benatier et al., 2001).

Las levaduras, como cualquier célula viva, produce moléculas sefial que son
recibidas por otras células, desencadenando una respuesta especifica que puede coordinar
un mecanismo especifico en la comunidad, como la fusion sexual. Se han descrito en S.
cerevisiae procesos de sefializacion que son dependientes de la densidad celular
denominados mecanismos de deteccion de quoérum o Quorum Sensing) (Chen et al.,
2006). Aunque estos mecanismos de comunicacion intercelular en levaduras permanecen
en su mayoria inexplorados, pueden tener una gran importancia potencial en procesos
industriales en la industria alimentaria (Barriuso et al., 2018). Dos moléculas de alcoholes
aromaticos (triptofol y 2-feniletanol) han sido identificados como las principales
moléculas sefializadoras de Quorum Sensing, producidas por S. cerevisiae en condiciones
de alta concentracion celular y baja disponibilidad de nitrogeno (Hazelwood et al., 2008).
Estas moléculas pueden desencadenar respuestas como crecimiento filamentoso,
crecimiento invasivo o adhesion celular (Avbelj et al., 2016). También se han demostrado
mecanismos de contacto célula-célula en cultivos mixtos de 7. delbrueckii, L.
thermotolerans 'y S. cerevisiae, que estdn involucrados en la muerte temprana de
poblaciones celulares de no-Saccharomyces (Nissen et al., 2003; Renault ef al., 2013).
Ciertos péptidos de la pared celular de S. cerevisiae juegan un papel en la actividad
antimicrobiana frente a las levaduras no-Saccharomyces (Branco et al., 2017). El contacto
célula-célula permite la asociacion estructural intraespecifica de las levaduras de la
poblacion. Este mecanismo, llamado floculacion, esta principalmente mediado por los
genes de la familia FLO y supone un incremento de la proteccion de las células internas
frente al estrés (Smukalla et al., 2008). También se han descrito mecanismos de

floculacioén interespecificos en levaduras (Rossouw et al., 2018).

33



INTRODUCCION

Gracias a las tecnologias “omicas™ ha sido posible estudiar en profundidad el
efecto de la interaccion microbiana en la expresion génica de las levaduras (Belda et al.,
2021). Uno de los primeros estudios transcripcionales realizado sobre como la co-
inoculacion de levaduras (Hanseniaspora guilliermondii y S. cerevisiae) afecta al
transcriptoma de S. cerevisiae, ha demostrado que la co-inoculacion de las levaduras no-
Saccharomyces tiene un impacto doble en el perfil sensorial del vino (Barbosa et al.,
2015a). En primer lugar, debido a las propiedades metabolicas especie-especificas de los
no-Saccharomyces y, en segundo lugar, por la alteracion de los patrones de expresion que
causan en los genes de S. cerevisiae relacionados con la producciéon de compuestos
aromaticos. De forma similar, los mecanismos de respuesta de S. cerevisiae frente a la
co-inoculacién con Saccharomyces kudriavzevii (Alonso-del-Real et al., 2019) y otras
especies no-Saccharomyces, como T. delbrueckii, H. uvarum'y C. sake (Tronchoni et al.,
2017; Curiel et al., 2017) han sido estudiados a nivel transcripcional. Sin embargo, el
efecto sinérgico de los factores bidticos y abiodticos sobre la respuesta transcripcional de
S. cerevisiae apenas ha sido estudiado. En este sentido, cabe destacar el trabajo de
Shekhawat et al., (2019), en el que se analizé el efecto de la co-inoculacion de L.
thermotolerans sobre el transcriptoma de S. cerevisiae bajo distintas condiciones de
disponibilidad de oxigeno. En el trabajo relativo al capitulo 3 de esta Tesis Doctoral se
estudid a nivel transcripcional el efecto conjunto de la represion por amonio y la co-
inoculacion con 7. delbrueckii en S. cerevisiae bajo condiciones de fermentacion vinica

(Ruiz et al., 2020a).

1.2 Contribucion de las levaduras a las propiedades sensoriales del
vino

Las levaduras vinicas no solo son responsables de llevar a cabo la fermentacion
alcohdlica -proceso fundamental en la transformacion del mosto de uva en vino- sino que
también, como consecuencia de su actividad metabolica, liberan una gran de metabolitos
que determinan en gran medida la composicion de la matriz quimica de los vinos y, por
tanto, su calidad final. Estas levaduras pueden proceder de la microbiota asociada a la uva
y alabodega en el caso de las fermentaciones espontaneas o, en el caso de fermentaciones
dirigidas, de la inoculacién intencionada de cepas seleccionadas. Las levaduras
comerciales inoculadas, normalmente en forma de levadura seca activa, permiten
conseguir una fermentacion controlada, estandarizdndose las caracteristicas de los vinos

asi elaborados y con un alto grado de reproductibilidad. Sin embargo, este método puede
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afectar a la contribucion positiva de las levaduras autoctonas a las propiedades del vino
(de Celis y Ruiz et al., 2019). Frente a los problemas de poca seguridad y resultados
impredecibles de las fermentaciones espontaneas y, por el contrario, la uniformidad de
caracteristicas del vino y reduccion de la biodiversidad de levaduras, surge la alternativa
de la seleccion de levaduras autdctonas con 6ptimas propiedades enologicas presentes de
forma natural en los mostos para su posterior inoculacion para la elaboracion del vino. A
estas levaduras se les presupone un considerable nivel de adaptacién a las micro-
condiciones de la region, pudiendo implantarse y dominar facilmente el proceso de
fermentacion frente al resto de la microbiota no deseada asociada a la uva (Nikolaou et

al., 2006; Capece et al., 2010).

Tabla 1. Resumen de la contribucion de distintas especies de levaduras a la mejora de
las propiedades del vino (fermentativas, tecnologicas y sensoriales).

Propiedades enologicas de interés Especie Descripcion Referencia
Reduccion del rendimiento
Rendimiento alcohélico S cerevisiae +S. kudriaveevii alcoholico pa:a.obtener vinos Alonso-del-Real et al., 2017
moderado con un contenido en etanol
moderado.
Alta resistencia al etanol y al
Tolerancia al Cepa hibrida S. cerevisiae / T. acido acético para la
etanol delbrueckii reactivacion de paradas de Sttty UK
Fer fermentacion
Aumento del tiempo de latencia
Duracién adecuada » de S. cerevisiae para favorecer .
de las fase de latencia S. cerevisiae el desarrollo de la cepa de no- Albertin et al., 2017
Saccharomyces en
fermentaciones mixtas
Rango 6ptimo de Tolerancia a altas lemper-fxturas
temperatura S. cerevisiae para su uso en feqnenlaclones Marullo et al., 2009
de vino tinto
Baja demanda de nitrégeno para
ES ca}sa dbginilaale S. cerevisiae var bayanus 2 fennf:ntf?clon A Schwarz et al., 2020
nitrégeno deficitarios en fuentes
Produccion de toxinas killer
Factor killer T. delbrueckii frente a levaduras Villalba et al., 2016
contaminantes del vino
T = Capacidad de floculacién para
Capacidad de . facilitar la sedimentacién de las
ﬂol:“la‘:ié“ & e levaduras y la filtracién del Varela et al., 2020
vino
Elevada actividad pectinolitica
Actividad pectinolitica M. pulcherrima que facilita el proceso de Belda et al., 2016b
clarificacion de vinos
Aumento de la liberacion del
Produccic’)-n aromas 121 sttt ester 2-feniletil acetato en co- Viana et al., 2009
fermentativos fermentaciones con S.
revisia
Aumento del contenido de
Liberacion de manoproteinas en viflo »a través
manoproteinas T. delbrueckii del proceso de envejecimiento Belda et al., 2016d
. sobre lias (mejora de la
pensouisles propiedades en boca)
Ty — Fncrcmcmo enla libcr'acién de ‘
volétiles P. kluyvery tioles en cf)—l'crmc'nlac:oncs con Anfang et al., 2009
S. cerevisiae
Baja produccion de . »
aromas D. bruxellensis Baia pmduccmf‘,dc EHS fhfmmc Mendes-Ferreira et al., 2002
e la fermentacion alcoholica

La complejidad metabodlica de estas levaduras, como consecuencia de la
complejidad de su genoma y de su alta especializacion para desarrollarse en el ambiente
vinico, permite a los enologos disponer de una gran gama de cepas vinicas con capacidad
de contribuir positivamente a las propiedades del vino. A pesar de que S. cerevisiae es la
principal levadura fermentativa, y su utilizacion como inoculo en las fermentaciones

industriales estd ampliamente extendido, el uso deliberado de levaduras no-
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Saccharomyces en la fermentacidon vinica, o la aplicacion de practicas enoldgicas que
favorezcan su desarrollo en fermentaciones espontaneas, se ha convertido en una
interesante herramienta para hacer frente a los desafios de la industria enoldgica moderna.
De hecho, hoy en dia, ciertas cepas de levaduras no-Saccharomyces, de géneros como
Torulaspora, Lachancea y Metschnikowia, son mundialmente producidas para su
distribuciéon y comercializacion (Benito et al., 2019a). Dentro de las propiedades
deseables en las levaduras para su uso como indculos en las fermentaciones vinicas,

podemos encontrar propiedades tecnoldgicas, fermentativas y sensoriales (Tabla 1).

1.2.1 Impacto de las levaduras en el perfil aromatico del vino

Los parametros sensoriales del vino -determinados por su composicidon quimica- se
encuentran entre los mas importantes que afectan de la calidad de los vinos. El perfil
sensorial esta definido por el sabor, los atributos visuales y el aroma, siendo este ultimo
el factor mas determinante de la calidad sensorial general del vino (Polaskova et al.,
2008). El aroma del vino se encuentra influido por varios factores (la variedad de uva, las
condiciones geograficas y climaticas, las practicas en bodega, etc.), jugando los
metabolitos liberados por las levaduras durante la fermentacion alcohdlica un papel
fundamental (Swiegers y Pretorius, 2007).

Los compuestos aromaticos del vino, segin su origen, se pueden clasificar en aromas
varietales (cuyos precursores se encuentran en la uva), aromas fermentativos (procedentes
del metabolismo basal de los microorganismos durante la fermentacién) y aromas de
envejecimiento. Durante el envejecimiento del vino, ademas de los compuestos derivados
de la madera (Tao et al., 2014) y los polisacaridos, manoproteinas, péptidos o
aminoacidos derivados de la lisis de células de levaduras y bacterias al final de la
fermentacion (Pérez-Serradilla y Luque de Castro, 2008), se produce la liberacion de
enzimas activas que contribuyen a la modificacion del aroma durante este proceso. A
pesar de la importancia de estos aromas en ciertos tipos de vino, a continuacion, se
discutirdn en detalle la contribucién de las levaduras a la produccion de aromas varietales

y aromas fermentativos, por su relacion directa con esta Tesis.

1.2.1.1 Contribucién de las levaduras al perfil varietal del vino.
Los aromas varietales son los aromas del vino que vienen determinados por las
diferentes variedades de uva (Ruiz et al., 2019a). En la uva podemos encontrar los

compuestos aromaticos en forma no volatil, conjugados con azlcares, en el caso de los
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terpenos o con aminoacidos o pequefios péptidos, en el caso de los tioles (Baumes, 2009).
Las levaduras, gracias a la produccion de enzimas especificas, pueden liberar los aromas
varietales de la uva mediante su accion sobre los precursores no aromaticos, liberando los

correspondientes compuestos volatiles que contribuiran asi al aroma del vino.

1.2.1.1.1 Terpenos

Los terpenos son una diversa familia de compuestos aromaticos derivados del
isopreno, con un gran impacto en el perfil aromatico de los vinos elaborados con
variedades “terpénicas” como Albariio, Godello, Moscatel o Sauvignon, impartiendo
aromas florales, afrutados y citricos. Dentro de la gran diversidad de terpenos podemos
destacar, por su importancia en el aroma del vino, el linalool, el citronelol y el geraniol.
En la uva, los terpenos se encuentran en forma de precursores glicosidicos, unidos a
monosacaridos (B-D-glucosa) o disacaridos (6-O-a-L-ramnopiranosil-B-D-glucopiranosa
06-0-a-L-arabinofuranosil-B-D-glucopiranosa 0 6-0O-B-D-apiofuranosil-p-D-
glucopiranose). La fraccion volatil puede liberarse mediante hidrdlisis acida durante el
envejecimiento de los vinos o por la actividad enzimatica de las levaduras (Maicas y
Mateo, 2005). La ruptura enzimatica consiste en dos pasos; primero, las enzimas de tipo
ramnosidasa, arabinofuranosidasa o apiosidasas rompen la union entre la glucosa terminal
y el disacérido correspondiente (ramnosa, arabinosa o apiosa). Después, las enzimas con
actividad B-D-glucosidasa liberan los correspondientes monoterpenoides volatiles
(Figura 2). En el caso de S. cerevisiae, aunque se ha demostrado una pobre produccion
de enzimas tipo ramnosidasa o arabinofuranosidasa (Delcroix et al., 1994), si se ha
observado cierta actividad B-D-glucosidasa, aunque ésta parece ser una actividad
dependiente de cepa, ser sensible al pH y al etanol y estar sometida a represion catabolica
por las altas concentraciones de glucosa del mosto (Hernandez et al., 2003; Zietsman et
al., 2011). Como alternativa, las levaduras no-Saccharomyces, debido a su gran
diversidad enzimatica, aparecen como una interesante herramienta para mejorar la
revelacion/liberacion de este tipo de aromas (Cordero-Otero et al., 2003; Belda et al.,
2016a). Aunque estas actividades son raras en especies con cierta actividad fermentativa
como 7. delbrueckii o Z. bailli, se ha demostrado que especies como H. uvarum,
Debaryomyces spp. o Wickerhamomyces anomalus presentan actividades como B-D-
glucosidasa o B-D-xilosidasa y que, a pesar de su menor participacion en la fermentacion
alcoholica, pueden tener un papel importante en la liberacién de estos aromas durante las

primeras etapas de la misma (Mateo ef al., 2011). También se ha detectado la presencia

37



INTRODUCCION

de actividad B-D-glucosidasa en ciertas cepas de M. pulcherrima, que, debido a su
moderada actividad fermentativa, puede tener mayor influencia en la revelacion
aromatica durante la fermentacion alcoholica (Rodriguez et al. 2010). A pesar del
prometedor potencial del empleo de ciertas levaduras no convencionales para la mejora
de la concentracion de terpenos en el vino, alin son necesarios mas estudios que permitan
entender como estd regulada la actividad glucosidasa de estas levaduras bajo condiciones

de vinificacion industrial.
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Figura 2: Esquemas de la biogénesis de tioles y terpenos a partir de sus precursores conjugados en la uva.
A modo de ejemplo estan representados el tiol 3SMH y el terpeno linaool. Adaptada de Ruiz et al., (2018).

1.2.1.1.2 Tioles

Los compuestos azufrados liberados por las levaduras durante la fermentacion
tienen una gran importancia en las propiedades organolépticas del vino, tanto negativa
como el H>S o el metanotiol, como positiva (Mestres ef al., 2000; Rauhut, 2017). Dentro
de este Ultimo, destacan los tioles varietales, principalmente la 4-metil-4-sulfanilpentan-
2-ona (4MSP), el 3-sulfanilhexan-1-ol (3SH) y el derivado acetilado de este ultimo, el 3-
sulfanilhexil acetato (3SHA). Son responsables del aroma varietal de variedades de vino
blanco como Verdejo, Sauvignon Blanc o Gewiirztraminer. A pesar de su baja
concentracion, estos aromas tienen un importante impacto en el aroma de estos vinos
debido a su bajo umbral de percepcion (entre 0,8 y 60 ng/L) (Ruiz et al., 2019a)
contribuyendo al caracter tropical y afrutado de estos vinos, aportando aromas de boj o

grosella en el caso del 4MSP, o fruta de la pasion o maracuya en el caso del 3SH y 3SHA.
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Los aromas tidlicos no se expresan en el mosto de uva, sino que, al igual que los
terpenos, se encuentran principalmente en forma de precursores conjugados no volatiles.
Durante la fermentacion, por accién de las levaduras, se rompen estos precursores,
liberando los correspondientes tioles volatiles (Dubourdieu y Lavigne-Cruege, 2004). Los
precursores tiolicos son producidos por la vid como un mecanismo de detoxificacion a
través de la union de grupos alquenales o alquenoles insaturados con glutation (GSH).
Después, el tripéptido GSH es hidrolizado hasta el dipéptido cisteina-glicina o hasta
cisteina. Asi, en el mosto de uva se pueden encontrar precursores GSH-4MSP, Cys-Gly-
4AMSP, Cys-3SH, GSH-3SH, Cys-Gly-3SH y Cys-3SH. El tiol 3SHA se forma por
acetilacion del 3SH liberado durante la fermentacion (Waterhouse et al., 2016).

Las levaduras pueden internalizar los precursores tiolicos y después escindirlos
liberando los correspondientes tioles libres, usando el amonio y el piruvato derivados de
la hidrolisis (Figura 2) (Howell et al., 2004). Los genes implicados en este mecanismo
han sido descritos en S. cerevisiae (Santiago y Gardner, 2015a) y estan representados en
la Figura 3. Los precursores tiolicos son internalizados mediante transportadores
generales de aminoacidos, principalmente codificados por GAP! y OPTI. En el
citoplasma, enzimas con actividad B-liasa rompen el enlace C-S de los precursores
cisteinilados. Los genes BNA3, CYS3, GLOI y, principalmente, /RC7 codifican para las
enzimas implicadas en la liberacion de 4MSP a partir de Cys-4MSP (Howell et al., 2004;
Roncoroni ef al., 2011). STR3 se ha descrito como el gen responsable de la liberacion de
3SH, aunque con baja especificidad (Holt ez al., 2012). Los precursores glutationilados,
una vez en la célula, son transformados en precursores cisteinilados a través de una
compleja ruta vacuolar que involucra a varias enzimas codificadas por los genes DUG/,
DUG2, DUG3, ECM38, entre otros y, a continuacion, siguen las vias de hidrélisis ya
descritas anteriormente catalizadas por enzimas con actividad B-liasa (Belda et al.,
2017b). Respecto al tiol 3SHA, se ha propuesto que es la enzima codificada por el gen
ATFI la responsable de su transformacion desde 3SH (Swiegers ef al. 2005). A pesar de
su baja concentracion en el mosto de uva, los precursores tidlicos constituyen una fuente
de nitrogeno alternativa para las levaduras. Por ello, los mecanismos de liberacion de
tioles se encuentran regulados mediante represion catabdlica por nitrogeno (NCR)
(Harsch y Gardner, 2013). Tanto los genes responsables de la internalizacion de los
precursores, como los genes responsables de su liberacion, se encuentran reprimidos en
presencia de fuentes preferenciales de nitrégeno, como el amonio (Subileau et al., 2008;

Thibon et al., 2008; Deed et al., 2011).
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Figura 3: Rutas metabolicas de S. cerevisiae involucradas en la produccion de tioles varietales. Adaptada

de Ruiz et al., (Ruiz et al., 2019a).

El contenido final de tioles en el vino depende directamente de la concentracion
de sus precursores en el mosto que, a su vez, esta determinada por la madurez de la uva,
su variedad o los tratamientos con nitrogeno en el viiedo. Ademas, la cepa o especie de
levadura utilizada en la fermentacion es uno de los factores mas importantes que
determinan la concentracion de estos compuestos aromaticos (Ruiz et al., 2019a). Se han
desarrollado estrategias de busqueda de cepas con alta capacidad de liberacion de tioles
en la naturaleza, centrandose en la identificaciéon de variantes alélicas del gen /RC7
(Patente P-201500195; Belda et al., 2016b). Roncoroni et al. (2011) describieron dos
variantes alélicas para este gen en S. cerevisiae, una variante completa (IRC7%) y una
delecionada (IRC75) con 38 pb menos. Dicha delecion modifica el marco abierto de
lectura de forma que aparece un codoén de parada temprano, lo que se traduce en una
enzima de tamafo inferior (340 aa, en lugar de los 400 aa que componen la enzima
integra) que, a su vez, presenta una actividad catalitica inferior. Un trabajo posterior
llevado a cabo por nuestro grupo de investigacién confirmé que las cepas de S. cerevisiae
que portan en homocigosis el alelo JRC7° presentan una actividad B-liasa reducida y, por
tanto, una baja o nula produccion del tiol 4MSP (Belda et al., 2016b). Ademas, ambos

estudios confirmaron que la mayoria de cepas vinicas de S. cerevisiae son homocigotas
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para el alelo delecionado IRC75. Esta paraddjica situacion, en la que el alelo menos
funcional del gen /RC7 -relacionado directamente con la produccion de tioles aromaticos-
se encuentra altamente implantando en la poblacion de cepas vinicas de S. cerevisiae, ha
sido explorada en el marco de esta Tesis Doctoral. Asi, se ha podido demostrar que el
alelo IRC75 aparece asociado a una serie de singularidades fenotipicas y genomicas dentro
de las cepas de S. cerevisiae que permiten explicar su alta prevalencia entre las cepas
vinicas (Ruiz et al., 2020b).

Esta baja prevalencia de las cepas portadoras de una enzima f-liasa eficiente para
la ruptura de los precursores tiolicos, junto con la NCR de los genes implicados en el
metabolismo de tioles, hace indicar que la mayoria de las cepas de S. cerevisiae poseen
una capacidad de limitada en la produccién de aromas tiolicos. Se ha demostrado que
menos del 10% de los precursores en el mosto son transformados en tioles volatiles
durante las fermentaciones vinicas (Murat et al., 2001; Swiegers y Pretorius, 2007). Por
ello, la busqueda de levaduras no-Saccharomyces para su aplicacion enologica se postula
como una alternativa de interés en la mejora en la liberacion de aromas tidlicos durante
la fermentacion vinica. La actividad B-liasa moderada es una caracteristica comun entre
las especies no-Saccharomyces, aunque destacan ciertas especies como 7. delbrueckii,
Kluyveromyces marxianus 'y M. pulcherrima (Zott et al., 2011; Belda et al., 2016a). Otras
especies, como Pichia kluyveri o Candida zemplinina en co-inoculacion con S. cerevisiae,
han proporcionado en fermentacion incrementos en la concentracion de tioles producidos
al final de la misma, comparadas con las fermentaciones tan solo usando S. cerevisiae

(Angang et al., 2009; Padilla et al., 2016).

1.2.1.2  Contribucion de las levaduras al perfil de aromas fermentativos en
el vino.

Los aromas fermentativos derivan del metabolismo central de las levaduras y
constituyen el mayor porcentaje del total de compuestos aromaticos del vino. Estos
aromas, representados principalmente por alcoholes y ésteres, debido a su alto umbral de
percepcion, contribuyen conjuntamente al perfil aromatico estableciendo una matriz
basica de aroma en el vino. Aunque la mayoria de los estudios centrados en determinar el
papel del metabolismo de las levaduras en la produccion de aromas fermentativos se han
centrado en S. cerevisiae, las levaduras no-Saccharomyces, por su papel en las primeras
etapas de la fermentacion, también pueden modificar el perfil de aromas fermentativos de

los vinos (Gamero et al., 2016). Ademas, también se ha demostrado que la presencia de
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levaduras no-Saccharomyces durante la fermentacion puede afectar a la expresion de
determinados genes involucrados en el metabolismo de aminoacidos en S. cerevisiae,

afectando a la produccion de ciertos aromas fermentativos (Barbosa ef al., 2015a; Ruiz et

al., 2020a).

1.2.1.2.1 Alcoholes superiores
Los alcoholes superiores son compuestos aromaticos que derivan del catabolismo de
ciertos aminoacidos (valina, leucina, isoleucina, metionina y fenilalanina) a través de la
ruta de Ehrlich. Las levaduras consumen estos aminoacidos del mosto y, tras un primer
paso de transaminacion, producen a-ceto acidos, que mediante los pasos de
decarboxilacion y reduccion, se trasforman en los correspondientes alcoholes superiores

(Hazelwood et al., 2008) (Figura 4).
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Figura 4: Esquema simplificado de la ruta Ehrlich en levaduras involucrada en la formacion de
alcoholes superiores a partir del catabolismo de aminoacidos. Los genes codificantes para las enzimas
en cada paso estan indicados. El catabolismo de la fenilalanina hasta la producciéon de compuesto
feniletanol esta representado a modo de ejemplo. Adaptada de Belda et al. (2017b).

En S. cerevisiae se han descrito varios mecanismos de regulacion de esta ruta de
produccion de alcoholes superiores. Los mecanismos de NCR (a través de URE?2)

controlan el consumo de aminoécidos del mosto. Ademas, a través del regulador Huwelp,
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se controla la expresion de varias enzimas transaminasas (4AR0Y), decarboxilasas (PDC1
y PDC5) y deshidrogenasas, que tienen un papel directo en la produccion de alcoholes
superiores.

Estos compuestos, entre los que destacan, entre otros, el propanol, el alcohol
isoamilico, el isobutanol, el 2-fenil-etanol y tirosol, tienen un impacto positivo en el perfil
aromatico del vino, aunque por encima de 300 mg/L pueden aportar aromas negativos, o
monopolizar en exceso el aroma del vino reduciendo asi su complejidad (Ebeler, 2001).
La concentracion de alcoholes superiores en el vino esta fuertemente condicionada por la
cepa o la especie de levadura empleada como in6culo durante la fermentacion. Dentro de
las levaduras no-Saccharomyces, la accion de ciertas especies (como L. thermotolerans o
Hanseniaspora uvarum) suele implicar un incremento en la concentracion de estos
alcoholes aunque otras producen bajas concentraciones de estos compuestos (como
Candida stellata) tanto en fermentaciones individuales como en fermentaciones
secuenciales o mixtas junto con S. cerevisiae (Jolly et al., 2014). Para otras especies,
como 1. delbrueckii, se han observado tanto incrementos como reducciones en la
concentracion de alcoholes superiores, lo que demuestra que la produccion de este tipo

de compuestos puede ser dependiente de cepa (Comitini et al., 2011; Belda et al., 2015).

1.2.1.2.2 Esteres

Los ésteres son compuestos aromaticos formados por la condensacion de un fenol
o un alcohol y el grupo carboxilo de un acido organico. Aunque pueden tener distintos
origenes, los ésteres con mayor relevancia en el vino son los sintetizados por las levaduras
durante la fermentacion alcohoélica. Las levaduras producen ésteres como sistema de
detoxificacion de alcoholes o 4cidos, como un mecanismo de regeneracion de la
Coenzima A y como una forma de producir moléculas atrayentes de insectos, teniendo
esto ultimo, un papel importante en su diseminacion (Lee et al., 2004). Los ésteres, a
pesar de su menor concentracion, tienen un mayor impacto en el aroma del vino
comparado con los alcoholes superiores, aportando aromas afrutados o florales. Sin
embargo, concentraciones por encima de los 200 mg/L. de ésteres pueden contribuir
negativamente al aroma del vino, al enmascarar ciertos aromas varietales. Se pueden
encontrar dos tipos principales de ésteres en el vino; etil ésteres de dcidos grasos y ésteres
de acetato (Figura 5). Los etil ésteres se forman por la combinacion del etanol (producto
de la fermentacion alcohdlica) y 4cidos grasos (u otros acidos organicos no volatiles).

Esos ésteres impactan de manera leve en el perfil aromatico del vino, aportando aromas
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relacionados con la cera o el jabon. Los ésteres de acetato derivan de la esterificacion de
un alcohol (que puede ser el etanol producto de la fermentacion alcohodlica o alcoholes
superiores derivados de la degradacion de aminodcidos) con un acido. Este proceso es
llevado a cabo por enzimas alcohol acetil transferasas (ATF1 y ATF2, principalmente),

que transfieren el grupo acilo del acetil-CoA a un alcohol superior (Nagasawa et al.,

1998).
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Figura 5: Esquema simplificado de la formacion de ésteres en levaduras. Los genes codificantes para las
enzimas involucradas, asi como los factores que afectan a la regulacion de la sintesis de ésteres, estan
representados. Adaptada de Belda et al. (2017b).

Entre estos esteres destacan el acetato de isobutilo (aroma afrutado), acetato de
isoamilo (aroma a platano) y el 2-fenil acetato (aroma floral). Ademas de la capacidad de
S. cerevisiae de producir este tipo de enzimas, otras especies no-Saccharomyces se han
descrito como buenas herramientas para incrementar la concentracion de esteres en el
vino. Entre ellas, destacan H. guilliermondii, Hanseniaspora vineae y M. pulcherrima,
(Moreira et al., 2005; Sadoudi et al., 2012). La concentracion final de ésteres en el vino
también dependera del balance entre la actividad de las enzimas de sintesis de ésteres y
de las esterasas (Swiegers y Pretorius, 2006). La capacidad de producir esterasas
extracelulares que degraden los ésteres se ha demostrado en S. cerevisiae (Iranzo et al.,
1998), aunque en el caso de levaduras no-Saccharomyces, se requieren mas
investigaciones para sacar conclusiones sobre su contribucion al balance final de ésteres

disponibles en el vino.
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1.2.2 Busqueda de diversidad de levaduras para mejorar las propiedades
del vino

En la industria enoldgica, las cepas de S. cerevisiae, u otras especies no-
Saccharomyces, utilizadas en las fermentaciones dirigidas han sido sometidas a extensos
programas de seleccion buscando propiedades Optimas para llevar a cabo la fermentacion
alcohdlica del vino y explotar al maximo su contribucion al perfil sensorial del mismo.
Asi, estas estrategias de seleccion de nuevas cepas de levaduras se centran en la busqueda
de diversidad en vifledos, mostos y fermentaciones espontdneas, con la posterior
caracterizacion fenotipica a nivel enologico.

Aunque en los ultimos afios ha crecido el interés en aprovechar el gran potencial
enologico de las levaduras no-Saccharomyces, el hecho de que S. cerevisiae sea el
principal actor en el proceso de elaboracion del vino, y el profundo conocimiento que
existe a sobre su genoma y metabolismo, ha supuesto que la mayoria de los esfuerzos de
seleccion y caracterizacion enologico se hayan centrado en esta especie. Las cepas de S.
cerevisiae, como consecuencia de la plasticidad de su genoma y de su complejidad
metabolica, representan una enorme diversidad fenotipica (Liti ef al., 2009; Camarasa et
al.,2011; Warringer et al., 2011; Mendes et al., 2013). Los estudios fenotipicos, haciendo
uso de las técnicas de cribado de alto rendimiento, permiten la identificacion de esta gran
diversidad de rasgos metabolicos entre las cepas de levaduras vinicas (Belda et al., 2021).
Dentro de las técnicas de HTS (Cribado de alto rendimiento - High-throughput
screening), el analisis del crecimiento de cepas en microcultivos es una herramienta
aceptable para determinar su fifness en una amplia gama de medios de cultivo y
condiciones, explorando tanto la diversidad intra- como interespecifica (Warringer y
Blomberg, 2014). Sin embargo, de esta forma no se cuantifican muchos pardmetros de
interés enoldgico, que pueden no estar relacionados con la tasa de crecimiento o la
produccion de biomasa. Recientemente, Peltier et al. (2018), describieron una nueva
metodologia para la cuantificacion de caracteristicas enoldgicas que permiten el
fenotipado de cepas vinicas durante la fermentacion alcoholica, a través del analisis de
las cinéticas fermentativas y la produccién de metabolitos mediante cromatografia de
gases-espectrometria de masas. El conocimiento sobre la diversidad fenotipica dentro de
cepas de especies no-Saccharomyces es limitado comparado con S. cerevisiae. Sin
embargo, ciertos estudios se han llevado a cabo para comprender la diversidad metabolica
de estas levaduras, con el objetivo de definir su aplicacion en la elaboracion del vino.

Belda et al. (2016a) realizaron un extenso estudio fenotipico basado en las actividades
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enzimaticas de una coleccion de especies no-Saccharomyces, que permitié entender su
potencial contribucion al aroma del vino.

La combinacion de estrategias fendmicas y gendmicas ha permitido entender las bases
genéticas de la diversidad metabodlica encontrada entre las cepas de levaduras (Liti y
Louis, 2012). Los analisis de loci que determinan un carécter cuantitativo (QTL, por sus
siglas en inglés) permiten mapear el genoma de las levaduras para identificar las variables
genéticas que son responsables de un determinado cardcter. Varios estudios han
desarrollado esta técnica para encontrar los patrones genéticos de ciertos rasgos
especificos de interés enoldgico (Cubillos, 2016). A modo de ejemplo, el analisis de QTL
en cepas vinicas ha permitido identificar a los genes AROI, PDCQ, CPSI, LYPI, ALPI
y ASI2 como responsables de la variabilidad de las cepas de S. cerevisiae en el consumo
de fuentes de nitrégeno durante la fermentacion vinica (Cubillos et al., 2017). De la
misma forma, también se han identificado las variables genéticas de los genes MET2 y
SKP2 que pueden determinar la produccion de aromas azufrados no deseables durante la

fermentacion (Noble ef al., 2015).

1.2.2.1 Busqueda de levaduras no-convencionales

Las estrategias gendmicas y metagenomicas, basadas en las técnicas de secuenciacion
de nueva generacion (NGS) han permitido estudiar profundamente la diversidad de las
comunidades microbianas asociadas al vifiedo, la uva, y el vino (revisado por Belda et
al., 2021). Estas estrategias se pueden llevar a cabo con técnicas de amplificacion por
PCR seguida de secuenciacion de genes marcadores especificos, como el gen de ARNr
16S para bacterias y el gen de ARNr D1/D2 26S o el gen ITS (Internal Transcribed
Spacer) para hongos y levaduras, que permiten un estudio sobre la diversidad taxondémica
de estas comunidades. Por otro lado, las técnicas de secuenciacion Shotgun consisten en
la obtencién de millones de lecturas cortas que representan al azar los genomas de la
comunidad microbiana. En este tipo de métodos, el estudio de la abundancia de los grupos
microbianos menos representados requiere una profundidad de secuenciaciéon muy
elevada, con el correspondiente coste econdmico asociado. A pesar de ello, resultan utiles

para conocer las capacidades funcionales de la comunidad.
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Figura 6: Abundancia relativa (%) de L. elongisporus y N. ishiwadae en la comunidad fingica -evaluada
por secuenciacion masiva ITS- en 428 muestras de vino. La ocurrencia fue calculada con abundancias
relativas > 0,01%. Los resultados fueron obtenidos de un analisis de 128 muestras de vino. Adaptada de
Ruiz et al., (2019a).

Las estrategias metagenomicas permiten ademas explorar una gran diversidad de
nuevas especies de levaduras no convencionales en las practicas enoldgicas, pero con un
gran interés por su papel en la ecologia dentro del ambiente vinico, tanto por su potencial
aplicacion en la mejora de las propiedades del vino, como por su papel en las alteraciones
del mismo (produccion de aromas negativos o efectos antagénicos con S. cerevisiae). A
modo de ejemplo, un trabajo realizado en el marco de la investigacion de esta Tesis
Doctoral permitié la deteccion, y posterior aislamiento, de dos cepas de levadura
pertenecientes a especies de levaduras no convencionales en muestras de vino:
Nakazawaea ishiwadae y Lodderomyces elongisporus (Ruiz et al., 2019a). A partir de un
gran numero de muestras de fermentaciones vinicas analizadas por secuenciacion masiva
del amplicon de la region /7S eucariota, se pudo estudiar la incidencia promedio de estas
dos especies en muestras vinicas, donde fueron detectadas en un numero muy reducido
de muestras, pero con unos niveles notables de abundancia relativa (Figura 6). Ademas,
en este trabajo se caracterizaron las propiedades enologicas basicas de estas dos especies,
y se estudio el impacto que tienen en la produccion de metabolitos de los vinos en
fermentaciones co-inoculadas con una cepa de S. cerevisiae. Asi, se determin6 que ambas
especies mostraron relativamente una mayor resistencia al etanol y al sulfito, comparada

con otros no-Saccharomyces. Ademas, ambas especies fueron capaces de afectar a la
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composicion quimica de los vinos co-inoculados con S. cerevisiae, incrementando el
contenido en oligosacaridos y ciertos compuestos volatiles.

El reciente trabajo de Perpetuini et al. (2020) es otro ejemplo de la utilidad de
conocer la diversidad de levaduras no convencionales asociadas al proceso de
vinificacion. En este estudio se identificaron y caracterizaron once cepas de Pichia
manshurica, una especie de levadura alterante de las propiedades sensoriales del vino,
por la produccion de 4-etil fenol. Este compuesto, que aporta aromas descritos como
sudor de caballo o cuero, es principalmente producido por la B. bruxellensis, por lo que
las estrategias que tratan de minimizar su impacto negativo en el vino estan
principalmente dirigidas a la deteccion y control de esta levadura (Benito-Vazquez et al.,
2021), infravalorando el papel de otras especies de levadura. Asi, la exploracion y
caracterizacion de levaduras no convencionales tiene también una gran importancia para

encontrar el origen de ciertas alteraciones en el vino, cuya causa permanecia desconocida.

1.2.2.2 Estrategias basadas en ingenieria genética

Aunque menos habitual, la ingenieria genética también permite el desarrollo de
cepas de levaduras con mejores propiedades para llevar a cabo la fermentacion alcoholica
y contribuir positivamente a la calidad final del vino (Ramon et al., 2011). En los tltimos
afios se han llevado a cabo interesantes estrategias para el desarrollo de cepas con dptimas
propiedades enoldgicas, tanto desde un punto de vista tecnolégico como sensorial. A
modo de ejemplo, Lee et al. (2016) lograron por primera vez desarrollar una cepa vinica
de S. cerevisiae capaz de producir cetona de frambuesa mediante la expresion heterdloga
de la ruta completa de biosintesis de este aroma. Mdas recientemente, van Wyk et al.
(2020), haciendo uso de la tecnologia de edicion gendémica CRISPR/Cas9, lograron
sobreexpresar los genes GDPI (glicerol-3-fosfato deshidrogenasa) y ATFI (alcohol
acetiltransferasa) de S. cerevisiae, mejorando la produccion de glicerol y de éster de
acetato en la fermentacion vinica. Por ultimo, el proyecto Synthetic Yeast Genome
(Sc2.0) ha permitido la sintesis completa de los 16 cromosomas de S. cerevisiae, creando
un microorganismo sintético, cruzando por primera vez la barrera in silico en un
organismo eucariota. Este proyecto abre la posibilidad de creacion de factorias celulares
para la sintesis de compuestos altamente apreciados desde un punto de vista
biotecnolégico (Pretorius y Boeke 2018). Sin embargo, el uso de técnicas de ADN
recombinante en la industria alimentaria exige cumplir una exigente normativa de

seguridad. Ademas, el uso de organismos genéticamente modificados (OGM) en
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alimentacion atn sigue despertando rechazo en la mayoria de los consumidores, mas aun
en industrias con gran tradicion como la del vino. Por ello, a pesar de estos interesantes y
prometedores avances en el desarrollo de levaduras recombinantes con aplicacion en el
vino, el empleo de técnicas de ingenieria genética actualmente se restringe

mayoritariamente a fines de investigacion (Cebollero ef al., 2007).

1.3 Adaptacion evolutiva de las levaduras vinicas

La capacidad de las levaduras vinicas de crecer y competir durante la fermentacion
vinica, principalmente S. cerevisiae, aunque también otras especies con capacidad
fermentativa y cierta tolerancia al etanol como 7. delbrueckii, L. thermotolerans y
Zygosaccharomyces spp., es el resultado de un proceso de adaptacion evolutiva a este
tipo de ambientes (Garcia-Rios y Guillamoén, 2019). El proceso evolutivo por el cual los
organismos salvajes se adaptan a través de la seleccion natural o artificial a los ambientes
antropicos recibe el nombre de domesticacion (Steensels ef al., 2019). Se ha estudiado la
domesticacion, tanto a nivel genémico como fenotipico, de plantas de cultivo, ganado y
mascotas, como resultado de la actividad humana en la agricultura y la ganaderia. Sin
embargo, la domesticacion no es exclusiva de plantas o animales. Una gran diversidad de
microorganismos se ha adaptado eficientemente a multitud de ambientes antropicos o
industriales, como son los alimentos fermentados. La gran presion selectiva que supone
este tipo de ambientes, junto con la plasticidad gendémica de los microorganismos, han
permitido una rapida adaptacion evolutiva. El proceso de domesticacion esta
determinando por la seleccion natural -dirigida por las condiciones estresantes impuestas
durante los procesos industriales- y por la seleccion artificial, directa o indirectamente,
de los caracteres de las cepas que definen la calidad de los alimentos. Asi, durante este
proceso, los microorganismos adquieren capacidades como la de consumir eficientemente
alguin tipo particular de nutriente, hacer frente a multiples tipos de estrés asociados a los
procesos industriales y, como consecuencia indirecta, son capaces de producir
metabolitos que resultan de interés para la calidad final del alimento (Steensels et al.,

2019).

1.3.1 Origen de la capacidad fermentativa en las levaduras

Mucho antes de su proceso de domesticacion, ciertos linajes de levaduras
adquirieron la capacidad de realizar la fermentacion alcohdlica de azucares. Entre estas

levaduras se encuentra S. cerevisiae, cuyas cepas tienen la capacidad intrinseca de
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fermentar azucares, tanto en condiciones anaerobias como aerobias, produciendo etanol
(por descarboxilacion de acido pirtvico) y CO; (van Dijken et al., 1993). Por un lado, las
altas concentraciones de glucosa del mosto llevan a la represion del metabolismo
respiratorio, conocida como efecto Crabtree, y supone el desvio del metabolismo de las
levaduras hacia la fermentacion incluso en presencia de oxigeno (De Deken, 1966).
Ademas, la fermentacion de los azlicares es una gran ventaja a nivel competitivo, a pesar
de su menor rendimiento energético respecto a la respiracion. Esta ventaja de S. cerevisiae
durante la fermentacion, ademés de su mayor tolerancia al etanol (Stanley et al., 2010),
es consecuencia del desarrollo de la estrategia de “producir-acumular-consumir” etanol
(Dashko et al. 2014), caracteristica de las especies del género Saccharomyces y
compartida evolutivamente por las especies del género Dekkera/Brettanomyces. Este
mecanismo permite a estas levaduras consumir rapidamente los azucares del mosto,
producir etanol a través de fermentacion alcohdlica -que actiia como inhibidor del
crecimiento de otras especies- y consumir como fuente de carbono parte del etanol
generado cuando se ha producido el agotamiento de los azicares. Antes del origen del
linaje de cepas vinicas -relativamente temprano desde un punto de vista evolutivo- las
cepas de S. cerevisiae, tanto salvajes como domesticadas, ya habian desarrollado un estilo
de vida fermentativo. La adquisicion de esta estrategia de “producir-acumular-consumir”
ocurri6 en varias etapas donde se produjeron distintos cambios gendmicos de gran escala.
Hace alrededor de 150 millones de afios (MA) se produjo la pérdida del complejo
respiratorio I que forma parte del transporte electronico mitocondrial. Hace
aproximadamente 100 MA se produjo la adquisicion del gen URAI mediante un evento
de Transferencia Horizontal de Genes (THG), aparentemente procedente de bacterias del
orden Lactobacillales, requerido para la sintesis de uracilo en condiciones de anaerobiosis
(Hall et al., 2005). Ademas, alrededor de este tiempo, se produjo la Duplicacion del
Genoma Completo (WGD, por sus siglas en inglés) (Hagman et al., 2013; Escalera-Fanjul
et al., 2019). La WGD de estas levaduras (pasando de 8 a 16 cromosomas) sucedio
después de la divergencia de los linajes de Saccharomyces y Zygosaccharomyces. Como
consecuencia, se produjo la duplicacion, entre otros muchos genes, de genes relacionados
desde el consumo de hexosas hasta la produccion de etanol. Se duplicé también la enzima
alcohol deshidrogenasa (ADHI y ADH?2) adquiriendo la capacidad de metabolizar el
etanol (Kellis ez al., 2004). La WGD también llevo a un reajuste genémico que supuso la
pérdida masiva de elementos regulatorios involucrados en el metabolismo respiratorio

(Ihmels et al., 2005). Estas modificaciones genomicas, que condujeron al desarrollo de la
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estrategia de “producir-acumular-consumir ”, representan la importante adaptacion que
permitid la explotacion del nuevo nicho ecoldgico de las plantas modernas con fruta, que
constituian nichos muy ricos en azicares fermentables, que aparecieron en los ambientes

terrestres en el Cretacico, hace aproximadamente 125 MA (Piskur et al., 2006).

1.3.2 Proceso de domesticacién en S. cerevisiae

S. cerevisiae debido a su gran ubicuidad en todo tipo de ambientes salvajes y
antropicos, y al profundo conocimiento que existe, a nivel fisiolégico y genémico, es un
excelente ejemplo de microorganismo domesticado. La levadura no domesticada
Saccharomyces paradoxus ha sido descrita como la especie mdas cercana
filogenéticamente a S. cerevisiae (Peter et al., 2018). A partir de ese momento, las
distintas cepas de S. cerevisiae han ido adaptdndose a una gran variedad de ambientes,
originando distintos linajes filogenéticos. Recientemente, en estudios de gendmica
poblacional se ha llevado a cabo la secuenciacion del genoma completo de miles de cepas
de levaduras, incluyendo aislamientos de diferentes matrices y origenes geograficos,
permitiendo construir arboles filogenéticos que ayudan a comprender con mayor
profundidad la historia evolutiva de esta especie, definiendo los distintos clados o linajes
(Liti et al., 2009; Gallone et al., 2016; Legras et al., 2018; Peter et al., 2018; Pontes et
al., 2020). Estos linajes no solo estan asociados a la distribucion geografica de las cepas,
sino que también se han creado a través de eventos de domesticacion independientes
favorecidos por los ambientes antropicos en los que se desarrollan. Asi, se pueden
encontrar linajes salvajes (Taiwan, China, Philippines, Malaysia, North America, Japan
and Mediterranean Oak) y linajes domesticados (Sake, African Beverages, Beer,
Bread/Mixed, Dairy, Bioethanol, Wine). Como se observa en la Figura 7, los linajes
salvajes y los linajes domesticados se pueden agrupar en dos grupos mas o menos
definidos. La divergencia entre los linajes domesticados y los salvajes probablemente
ocurri6 en Asia y se estima que sucedié hace alrededor de 12.000 afios (Almeida et al.,

2015; Steensels et al., 2019).

1.3.3 Origen evolutivo de las cepas vinicas de S. cerevisiae

Aunque todas las cepas de S. cerevisiae de los distintos linajes se han desarrollado
a partir del ancestro evolutivo que adquirid la ya mencionada estrategia de “producir-
acumular-consumir”, las cepas vinicas se han originado a partir de un evento de

domesticacion concreto e independiente del resto de cepas domesticadas de S. cerevisiae.
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Las primeras evidencias de la presencia de S. cerevisiae en fermentaciones vinicas datan
de hace méas de 3.000 afios (Cavalieri et al., 2003), aunque ya hay evidencias de bebidas

fermentadas de hace mas de 9.000 afios (McGovern et al., 2004).
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Figura 7: A) Esquema de la historia evolutiva de S. cerevisiae, representando el origen y los distintos
linajes filogenéticos de esta especie. B) Representacion esquematica de distintos marcadores de
domesticacion en el genoma de cepas vinicas de S. cerevisiae, que presentan una implicacion fenotipica
que permitio a estas cepas adaptarse y sobrevivir al ambiente vinico. Adaptada de Belda ef al., (2019).

Esta rapida adaptacion de las cepas vinicas de S. cerevisiae es consecuencia de las
severas condiciones fisicoquimicas que el mosto de uva y la fermentacion vinica que
imponen a las levaduras, junto con la gran presion competitiva entre las especies y cepas
de levaduras que se da al principio de cada fermentacion. Ademas, la busqueda de las
cepas mas aptas para el proceso de vinificacion, y el uso iterativo de la biomasa
procedente de fermentaciones exitosas para la inoculacion de nuevos procesos
fermentativos, supone una gran presion artificial que ha podido acelerar este proceso
selectivo y de adaptacion. Las cepas vinicas se han diversificado desde poblaciones no
vinicas de cepas de S. cerevisiae a través de diversos mecanismos gendomicos. A pesar de
estos cambios gendmicos, el linaje vinico -comparado con otros linajes filogenéticos de

S. cerevisiae- presenta una baja diversidad nucleotidica, una baja frecuencia de
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polimorfismos y una baja heterocigosidad entre las cepas (Warringer ef al., 2011; Peter
et al., 2018). Esto permite suponer que las cepas de la poblacion vinica divergieron a
partir de una poblacion pequefia de cepas con poca diversidad genética entre ellas (evento
de cuello de botella), en un tnico evento de domesticacion (Legras et al., 2007). El origen
de este evento parece haber ocurrido en la antigua Mesopotamia (Sicard y Legras, 2011).
A partir de este momento, las levaduras vinicas -indigenas de las vides- pudieron migrar
a través de dos rutas asociadas a la expansion global de la viticultura. Por un lado, a través
del Mar Mediterraneo hacia Italia, Francia y Espafia y, por otro lado, a través del valle
del Danubio. En este contexto, el linaje filogenético de Roble Mediterraneo se ha
propuesto como la poblacién no domesticada de la que divergieron las cepas vinicas

(Almeida et al., 2015).

1.3.4 Adaptacion de las levaduras al ambiente vinico

Las adaptaciones fenotipicas de las cepas vinicas que les permiten hacer frente a
los distintos factores de estrés del vino (Garcia-Rios y Guillamoén, 2019) son
consecuencia de la acumulacion de una serie de cambios gendmicos, conocidos como
marcadores de domesticacion (Figura 7), que se encuentran ausentes en las cepas no-
vinicas. Estas modificaciones pueden ir desde cambios a nivel de la secuencia
nucleotidica (polimorfismos de un solo nucledtido, inserciones, deleciones o
sustituciones) hasta cambios de mayor escala en el genoma (duplicaciones de
cromosomas, translocaciones, aneuploidias o variacion en el niimero de copia de los
genes) (Marsit y Dequin, 2015). Ademas de estas singularidades gendmicas, las cepas
vinicas también presentan mecanismos transcripcionales que les permiten desarrollar
estrategias de respuesta especifica para cada uno de los estreses del vino.

El bajo pH del mosto ha llevado a las levaduras vinicas a desarrollar mecanismos
transcripcionales para hacer frente a este estrés. De esta manera, se observa en estas cepas
vinicas el aumento de la expresion de genes involucrados en el metabolismo de lipidos,
el plegamiento de proteinas y funciones de la pared celular (Mira et al., 2010). Las
levaduras también se adaptan a las fermentaciones a baja temperatura con una respuesta
fisiologica a gran escala (Aguilera et al., 2007; Garcia-Rios et al., 2014). Bajo estas
condiciones, las levaduras aumentan la sintesis de acidos grasos de cadena corta (Lopez-
Malo et al., 2014), y de glicerol (Aguilera et al., 2007). Tronchoni et al. (2014)
demostraron una respuesta inducida por frio de un gran nimero de genes en S. cerevisiae

y S. kudriavzevii. Entre estos genes destacaron los mecanismos de cambios de estructura
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del ARN, evitando su hiper-estabilidad, o genes como NSRI, requerido para el
procesamiento de precursores de ARN, o HPS/2, involucrado en el plegamiento de
proteinas, considerados todos ellos como marcadores de frio.

La alta exposicion a conservantes en el vino ha llevado a las cepas vinicas a
desarrollar mecanismos especificos de adaptacion. Solo ciertas especies de levaduras
(como S. cerevisiae, Zygosaccharomyces bailii o S. pombe) son capaces de hacer frente
eficientemente a las altas concentraciones de sulfitos del vino, mediante mecanismos
como la reduccion del sulfito, la produccion de acetaldehido o su extrusion (Divol et al.,
2012). También se han encontrado marcadores gendmicos de domesticacion en el genoma
de cepas vinicas altamente resistentes a sulfito. En este tipo de cepas se ha identificado
una traslocacion de un fragmento cromosdmico entre los cromosomas XVI y VIII. Este
evento genomico supuso la duplicacion de la bomba de externalizacion de sulfito (SSUT).
El alelo duplicado, al integrarse en el cromosoma VIII adquiri6 un promotor
sobreexpresado, aumentando la expresion de la bomba de sulfito en este tipo de cepas
(Goto-Yamamoto et al., 1998; Nardi et al., 2010). Gracias a ello, las cepas portadoras de
este marcador de adaptacion son capaces de crecer acortando la fase de latencia en el
mosto de uva, maximizando sus posibilidades de dominar una comunidad microbiana
(Zimmer et al., 2014). Respecto a la resistencia a compuestos de cobre (empleado como
fitosanitario en el vifiedo), se ha observado una mayor tolerancia en las cepas vinicas de
S. cerevisiae (Warringer et al., 2011) asociada a una mayor dosis génica del gen CUPI
(metalotioneina de unién a cobre) (Fay et al., 2004).

Las cepas vinicas también muestran marcadores de adaptacion frente al estrés
osmotico durante la fermentacion. La alta concentracion de azlcares es rapidamente
percibida por la ruta de sefalizacion MAPK-HOG (Gasch, 2003). Entre ellos, destaca el
gen GPD1, que codifica para la enzima glicerol-3-fosfato deshidrogenasa, involucrada en
la sintesis de glicerol, que actiia como osmoprotector (Pérez-Torrado et al., 2002). La
pérdida de la funcion de genes codificantes de acuaporinas (AQY! y AQY?2) -canales de
la membrana plasmatica que permiten el intercambio de agua- también se ha establecido
como un marcador de domesticacion en cepas que se desarrollan en ambientes con altas
concentraciones de azlcares, como el mosto de uva, ya que minimiza la pérdida de agua

como consecuencia de la alta osmolaridad (Will ez al., 2010).

También se han identificado los mecanismos implicados en la tolerancia al etanol

en las cepas vinicas de S. cerevisiae (Lewis et al., 2014; Voordeckers et al., 2015). Entre
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ellos, destaca la expresion de factores relacionados con la estabilizacion de proteinas y
enzimas superdxido dismutasas (Teixeira et al., 2009), y el incremento de la estabilidad
de la membrana plasmatica, debida al aumento de los niveles de 4cidos grasos insaturados
y ergosterol (Navarro-Tapia et al., 2016).

Las adaptaciones de las levaduras a las concentraciones limitantes de nitrogeno
en el vino merecen especial mencion. El mosto de uva contiene una compleja mezcla de
fuentes de nitrogeno, y no todas ellas permiten alcanzar la misma tasa de crecimiento y
produccion de biomasa en las levaduras (Gutiérrez et al., 2013). Por ello, las fuentes de
nitrogeno en el mosto pueden clasificarse en preferenciales (amonio, asparagina o
glutamina) y no preferenciales (alantoina, urea o prolina) para las levaduras (Gutiérrez et
al., 2013; Cubillos et al., 2017; Gobert et al., 2019). Las levaduras, a través de los
mecanismos NCR, pueden percibir los compuestos de nitrogeno disponibles en el mosto
y consumirlos selectivamente (Crépin et al., 2012). Asi, ante fuentes preferenciales de
nitrogeno, se reprime la expresion de genes involucrados en el consumo de fuentes mas
pobres de nitrégeno. En ausencia de fuentes preferenciales de nitrogeno, estos genes se
desrreprimen, y las fuentes de nitrogeno alternativas son consumidas (Magasanik y
Kaiser, 2002). En S. cerevisiae se han estudiado ampliamente los mecanismos
transcripcionales de la regulacion por NCR (revisados por Zaman ef al., 2008; Zhang et
al., 2018). La expresion de los genes sensibles a NCR esta regulada por un complejo de
rutas transcripcionales que involucran un conjunto de factores de transcripcion. Estos
factores de transcripcion, conocidos como los factores GATA debido a que se unen a
secuencias 5'-GATATA-3 'localizadas aguas arriba del promotor de estos genes sensibles
a NCR, son GIn3p, Gatlp (activadores de la expresion de los genes sensibles a NCR)
Dal80p y Gzf3p (represores de la expresion de dichos genes). La activacion de estos
factores GATA se encuentra regulada por el gen URE2 (Cunningham et al., 1996).
Cuando en el mosto estd disponible una fuente preferencial de nitrégeno (como el
amonio) Ure2p se expresa -a través de la ruta de respuesta a nutrientes TOR- y secuestra
a los factores GIn3p y Gatlp en el citoplasma, y los factores Dal80p y Gzf3p estan
bloqueando la transcripcion de los genes sensibles a NCR (involucrados en la utilizacion
de fuentes alternativas de nitrogeno). Cuando en el mosto la fuente preferencial de
nitrégeno se ha agotado, Ure2p deja de expresarse, de forma que los factores GIn3p y
Gatlp pueden entrar en el ntcleo y activar la expresion de los genes sensibles a NCR, que
permiten la utilizacioén del resto de fuentes de nitrégeno no preferenciales del mosto

(Salmon y Barre, 1998).
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Las cepas de flor representan un interesante ejemplo de especializacién dentro de
la poblacion de cepas vinicas (Legras, 2016). Estas cepas estan involucradas en la fase de
crianza biologica de los vinos de Jerez, formando una biopelicula (velo de flor) en la
superficie de los vinos después de la fermentacion alcoholica. En este proceso se
establecen unas condiciones que son especialmente adversas para las levaduras (mas de
15% de etanol, alta concentracion de acetaldehido, estrés oxidativo y agotamiento de
nutrientes esencial y glucosa) junto con el desarrollo de un metabolismo oxidativo. La
adaptacion a estas condiciones ha supuesto la acumulacion de una serie de cambios a
nivel gendmico que implican la divergencia respecto al resto de cepas vinicas,
estableciendo un linaje filogenético diferente al vinico: el linaje Wine-PDM (Legras et
al., 2014; Eldarov et al., 2018). En primer lugar, la adquisicion de mutaciones en el
promotor y en la region codificante del gen FLO/ 1, codificante para una glicoproteina de
superficie celular, permite aumentar la expresion de este gen, incrementando la capacidad
de adhesion entre las células que forman la biopelicula (Fidalgo et al., 2006). Ademas, se
ha identificado variantes genéticas en HX73 -codificante para un transportador de
fructosa- que aumentan la capacidad de estas levaduras de fermentar los azucares
residuales al final de la fermentacién (Coi et al., 2017).

La adaptacion al ambiente vinico también ha sido resultado de la adquisicion de
elementos genomicos desde otras especies de levadura, como consecuencia de eventos de
THG. En el genoma de cepas vinicas de S. cerevisiae se han identificado introgresiones
procedentes de las especies cercanas S. paradoxus y S. mikatae (Dunn et al., 2012),
conteniendo genes relacionados con el consumo de sacarosa (SUC2) o la actividad
glucosidasa (HPFI) -cuya expresion resulta interesante para reducir los problemas de
estabilidad proteica de algunos vinos blancos (Brown et al., 2007). Otro estudio de
gendmica comparativa en levaduras vinicas revel6 otro evento de HGT que favorecio la
adaptacion de estas levaduras al ambiente vinico. Analizando el genoma de la cepa vinica
de S. cerevisiae EC1118 se identificaron tres grandes regiones cromosomicas adquiridas
por tres eventos de HGT independientes, siendo Z. bailli y T. microellipsoide las especies
donadoras propuestas (Novo et al., 2009; Marsit et al., 2015). Estas regiones contienen
genes que contribuyen de forma importante a la adaptacion de las cepas de S. cerevisiae
a la fermentacidon vinica (trasportadores de fructosa (FSY/) (Galeote et al., 2010),
trasportadores de oligopéptidos (FOTI, FOT2) -que suponen una gran ventaja

competitiva al aumentar la diversidad de fuentes nitrogenadas que las levaduras pueden
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usar durante la fermentacion (Marsit et al., 2015)- y genes que participan en el

metabolismo de la xilosa (XDHI) (Wenger et al., 2010), entre otros).

1.4 Contribucion de la Tesis Doctoral

A modo de conclusion, el trabajo realizado en esta Tesis Doctoral ha permitido
explorar la capacidad de las levaduras para mejorar las caracteristicas del vino, en
concreto de sus propiedades sensoriales, bajo el contexto evolutivo y ecologico de las
levaduras. Asi, se ha realizado un estudio fenotipico y genémico sobre la distribucion de
alelos de uno de los genes mas importantes de la produccion de aromas tidlicos del vino
(IRC?7) en las poblaciones de cepas de S. cerevisiae (Ruiz et al., 2020b). Ademas, se ha
analizado el papel de levaduras no-Saccharomyces (T. delbrueckii y M. pulcherrima) en
la mejora del perfil sensorial del vino a través de la produccion de tioles aromaticos, y su
impacto en la produccion de otros metabolitos de interés enologico (Belda ef al., 2017;
Ruiz et al., 2018). Por ultimo, para entender como la inoculaciéon de levaduras no-
Saccharomyces en el vino y, por tanto, las interacciones intraespecificas que ocurren
durante la fermentacidon alcohdlica, afectan a S. cerevisiae y a su impacto en las
propiedades del vino, se ha estudiado el efecto combinado de la co-inoculacion de T.
delbrueckii y la nutricién nitrogenada en S. cerevisiae, tanto a nivel fenotipico como

transcripcional (Ruiz et al., 2020a).
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2 OBJETIVOS

El objetivo general de la investigacion realizada en esta Tesis Doctoral fue
contribuir al conocimiento disponible sobre el papel de Saccharomyces cerevisiae en la
liberacion de aromas tidlicos en el vino y explorar herramientas biologicas
complementarias, basadas en el uso de levaduras no-Saccharomyces, para incrementar la
produccion de dichos aromas. Los distintos capitulos que conforman esta Tesis exploran
aspectos tanto fundamentales como aplicados de dicha tematica y surgen de premisas
basadas en la utilidad de las levaduras vinicas como modelo de estudio en ecologia
evolutiva y el uso del vino como ecosistema modelo para el estudio de interacciones intra
e interespecificas, sin perder de vista la aplicacion de los conocimientos generados a la

realidad de la industria enoldgica.
Para ello, se definieron los siguientes objetivos parciales:

1. Definir la distribucion global de alelos IRC7 (IRC75 ¢ IRC7F) -codificante para una
enzima cistationina-f-liasa y principal enzima responsable de la liberacion de tioles en
el vino- entre los distintos linajes evolutivos de S. cerevisiae.

2. Estudiar el papel del alelo IRC7 delecionado (IRC7%)-codificante de una enzima menos
funcional para la liberacion de tioles- en el fitness y la habilidad competitiva de cepas
vinicas de S. cerevisiae.

3. Identificar las variantes alélicas de otros genes asociadas a nivel genomico al alelo
IRC75 y estudiar su contribucion a la gran prevalencia de este alelo entre las cepas
vinicas de S. cerevisiae.

4. Estudiar la contribucion de levaduras no-Saccharomyces (Torulaspora delbrueckii y
Metschnikowia pulcherrima) en co-fermentacion con S. cerevisiae a la produccion de
tioles aromaticos y su percepcion sensorial en vino blanco.

5. Definir el impacto de la co-inoculacion de 7. delbrueckii y S. cerevisiae en la matriz
quimica del vino bajo diferentes condiciones de nutricidon nitrogenada.

6. Estudiar la respuesta transcripcional de S. cerevisiae a la alta concentracion de amonio

en condiciones de inoculacion individual y de co-inoculacion con 7. delbrueckii.
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3 CAPITULO 1:

Estudio de la distribucion de alelos de IRC7 en
Saccharomyces cerevisiae
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3.1 Planteamiento

En el trabajo presentado en el capitulo 1 de esta Tesis Doctoral se ha determinado la
existencia de nuevas singularidades genéticas y fenotipicas dentro del linaje de cepas
vinicas de S. cerevisiae que ayudan a explicar la paraddjica distribucion poblacional
previamente descrita para las dos variantes alélicas del gen /RC7. Como se ha
mencionado, este gen codifica una cistationina-fB-liasa implicada en la liberacion de tioles
varietales durante la fermentacion del vino. Se han descrito dos alelos para este gen, un
alelo integro (IRC7%)y un alelo portador de una delecion de 38 pb (IRC7%) que codifica
una enzima menos funcional. Asi, las cepas de S. cerevisiae se pueden clasificar en base
a su genotipo IRC7 en: HF (homocigotas para el alelo JIRC7F), HT (heterocigotas para
IRC7) y HS (homocigotas para el alelo IRC7%). Sorprendentemente, la gran mayoria de
cepas vinicas de S. cerevisiae son portadoras en homocigosis del alelo IRC7° -codificante
para una enzima con menos actividad B-liasa- y, por tanto, presentan una menor capacidad
de revelacion de tioles aromaticos. Para entender la gran prevalencia de las cepas HS en
las poblaciones vinicas, en este trabajo se llevo a cabo 1) un genotipado del gen /RC7 en
una amplia coleccion de genomas de S. cerevisiae representando distintos linajes y
sustratos de aislamiento, ii) un fenotipado a gran escala para determinar diferentes
patrones de crecimiento y metabdlicos entre las cepas en base a su genotipo /RC7, iii) un
estudio genomico en busca de variantes de secuencia asociadas al alelo IRC75 con el
objetivo de encontrar genes potencialmente relacionados con el fenotipo asociado al

genotipo /RC7 y, por tanto, con su alta prevalencia en el ambiente vinico.
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3.2 Material y métodos

3.2.1 Cepas de y genomas de levaduras

En este estudio se empled una coleccion de 30 cepas de S. cerevisiae (listadas en la
Tabla I-anexo capitulo 1), 10 representantes por cada uno de los 3 genotipos /RC7 (HS,
HT y HF), que incluye cepas comerciales y no comerciales, todas de origen vinico. Se
emple6 el medio Sabouraud (Oxoid, Reino Unido) para el mantenimiento y manejo
rutinario de las cepas. Ademas, se usod una extensa coleccion de 283 genomas de S.
cerevisiae (listadas en la Tabla II-anexo capitulo 1) incluyendo genomas representativos
de diferentes origenes de aislamiento (habitats) y linajes filogenéticos (domesticados y
salvajes). Dentro de esta coleccion se establecieron dos sub-colecciones de genomas para
el andlisis filogenético y el analisis de busqueda de variantes de secuencia (Variant Calling)

dentro de los linajes domesticados (indicadas en la Tabla II-anexo capitulo 1).

3.2.2 Genotipado del gen IRC7

En el marco del primer capitulo de esta Tesis Doctoral se realiz6 un genotipado del
gen IRC7 (para identificar los alelos IRC7F/IRC7%) empleando la informacion genomica
de 283 cepas de S. cerevisiae (Tabla II-anexo capitulo 1). Para ello, se empleo6 el software
BLAST, usando busquedas BLASTn (corte de 1e* en el valor de E). Cada genoma se
establecio como base de datos local de BLAST, y se utilizo la secuencia del alelo IRC7F
de la cepa de S. cerevisiae VL3 (nlimero de acceso GeneBank: EGA87043.1) como
secuencia problema (query). Las cepas con el alelo JRC7F mostraron un porcentaje de
identidad >99,9%, mientras que las cepas con alelo /JRC75 mostraron un porcentaje de
identidad de 98,5%. Esta diferencia en el porcentaje de identidad corresponde con el
fragmento de 38-pb delecionado en el alelo IRC75. Las cepas empleadas en este
genotipado, clasificadas en funcion de su linaje filogenético y su genotipo /RC7, estan

listadas en la Tabla II -anexo capitulo 1.

3.2.3 Estudio fenotipico de cepas de S. cerevisiae con diferente genotipo
IRC7

3.2.3.1 Fenotipado de alto rendimiento de cepas de S. cerevisiae
Con el objetivo de encontrar patrones asociados a cada genotipo /RC7, se llevo a
cabo un fenotipado de la capacidad de crecimiento de cepas de S. cerevisiae

representativas de los tres genotipos /RC7. Treinta cepas (diez pertenecientes a cada
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grupo genotipico de /RC7) fueron sometidas a un extenso analisis fenotipico, bajo 48

condiciones de crecimiento diferentes.

Las células fueron precultivadas durante 48 h en 300 pL de medio sintético definido
(SD) descrito por Warringer y Blomberg (2003), con las siguientes modificaciones: 2%
de glucosa; 0,14% Yeast Nitrogen Base (YNB, BD Difco™, EE.UU.); 0,5% sulfato
amonico; 2,27% écido succinico (sal disédica) y 0,077% Complete Supplement Mixture
(CSM, MP Biomedicals™, R.U.), pH ajustado a 5,8. Después, las cepas fueron
inoculadas, en ensayos por triplicado, a una concentracion final de 0,2 unidades de
D.0O.600 nm en 300 pL. de medio SD en placas transparentes de 96 pocillos. Las 48
condiciones de crecimiento estudiadas estan listadas en la Tabla III -anexo capitulo 1. La
fuente de carbono indica que el 2% de glucosa del medio base fue sustituida por la
concentracion correspondiente de la fuente de carbono especificada. De la misma manera,
la fuente de nitrégeno indica que el 0,5% de sulfato amonico fue sustituido por la
concentracion correspondiente de la fuente de nitrogeno especificada. En los ensayos de
determinacion de la capacidad de crecimiento, las cepas fueron cultivadas durante 60h y
la D.O.600 nm fue medida cada 4h usando un lector de microplacas (Varioskan Flash
Multimode Reader, Thermo Scientific, EE.UU.). Los datos crudos de las lecturas de
densidad optica fueron procesados de la siguiente manera: se rest6 el dato de D.O. 600 nm
del medio control no inoculado a cada dato crudo observado. Después, se corrigid la no
linealidad de los cultivos de alta densidad usando la ecuacion (Warringer y Blomberg
(2003): D.0.correg = 0,2453 (D.0.0bs)® + 0,2735 (D.0.0bs)? + 0,9779 (D.0.obs) - 0,0577.
Finalmente, los datos erréneos fueron eliminados para permitir el calculo de los
pardmetros cinéticos de crecimiento y las curvas de crecimiento fueron ajustadas a un
modelo de Baranyi (Baranyi y Roberts, 1994). La capacidad de crecimiento de cada cepa
en cada medio de cultivo fue analizada mediante la extraccion de los parametros de
crecimiento (fase de latencia (tiempo necesario para iniciar la fase de crecimiento
exponencial), tasa de crecimiento (medida durante la fase de crecimiento exponencial) y
eficiencia (incremento total alcanzado en la densidad celular)) usando el paquete
GrowthRates en el entorno R (Hall ef al., 2014). El calculo automatizado de la fase de
latencia no fue posible en todas las curvas de crecimiento (datos en blanco en la Figura
9) debido al escaso crecimiento en ciertos medios y la influencia de este en el perfil de la
cinética de la curva de crecimiento. Esos datos ausentes no fueron incluidos en los analisis

estadisticos ni en las representaciones graficas.
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3.2.3.2 Ensayos de micro-vinificaciones

Las treinta cepas vinicas de S. cerevisiae, representantes de cada genotipo /RC7,
fueron cultivadas en ensayos de micro-vinificaciones. En primer lugar, las cepas fueron
precultivadas en frascos de 15 mL con 10 mL de medio durante 48h en medio YNB-G
(0,17% de Yeast Nitrogen Base (YNB) (BD Difco™, EE.UU.) y 2% de glucosa; pH 3,5),
a 28°C con 120 rpm de agitacion orbital. Después, las cepas fueron inoculadas a una
concentracion final de 10° células/mL en Mosto Sintético de Uva, descrito por Henschke
y Jiranek (1993) suplementado con 300 mg/L de metabisulfito sédico y ajustado a pH
3,5. Los ensayos fueron llevados a cabo por triplicado en botellas de 30 mL con 25 mL
de medio, a 25 °C con 120 rpm de agitacion orbital. Los cultivos fueron pesados
diariamente para determinar el fin de la fermentacion (caida de peso inferior a 0,01 g/dia
durante dos dias consecutivos). Una vez que la fermentacion termino, se centrifugd los
cultivos a 7.000 rpm durante 10 min para eliminar la biomasa residual. Después, los
sobrenadantes se congelaron a -20 °C hasta su posterior analisis. Para la deteccion y
cuantificacion de los metabolitos basicos de los vinos se emple6 el método
espectroscopico de infrarrojo cercano, utilizando el instrumento monocromatico Foss
NIR Systems 6500 SY-I (Silver Spring, MD, EE.UU.). Este método se empled para
analizar los siguientes parametros: etanol, azlcares residuales (glucosa y fructosa),

densidad, pH, acido malico, acido lactico, acidez volatil y acidez total.

3.2.3.3 Ensayos de competicion entre cepas

Ademas de la caracterizacion de parametros de crecimiento asociados a la capacidad
de crecimiento de las cepas estudiadas, se realizaron ensayos de competicion por parejas,
donde cepas con distinto genotipo homocigoto para /RC7, fueron inoculadas, a la misma
concentracion, en cultivos mixtos. Asi, se emplearon 4 cepas HF (HF 1, HF 2, HF 8y
HF 9)ytrescepas HS (HS 4,HS 6y HS 9)paralos ensayos. Estos experimentos fueron
llevados a cabo utilizando tres medios de cultivo diferentes. Para ello se utiliz6 Medio
Sintético de Uva (Henschke y Jiranek, 1993) suplementado con 300 mg/L de
metabisulfito sddico para simular la fermentacion vinica, Mosto de Cerveza (13,2 % de
extracto de malta; pH 5,2) para simular la fermentacion para obtener cerveza y medio no
fermentativo (6% de glicerol; 0,017% de YNB sin aminoécidos ni sulfato aménico (BD
Difco™, EEUU); 0,077 %; Complete Supplement Mixture (CSM) (MP Biomedicals™,
Reino Unido) y 0,5% sulfato amonico). Los cultivos mixtos se llevaron a cabo, por

triplicado, en botellas de 40 mL con 30 mL del medio correspondiente, e incubados a 25
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°C con 120 rpm de agitacion orbital. Previamente, las cepas fueron pre-cultivadas durante
48h en el medio YNB-G, e inoculadas a una concentracion de 1-10° células/mL en una
proporcion 1:1 (HF:HS), alcanzando una concentracion final total de 2-10° células/mL en
el medio de cultivo a ensayar. La cinética fermentativa fue monitorizada calculando la
caida de peso diaria en las fermentaciones. Una vez alcanzado el final de la fermentacion
(determinado por el momento en que la caida de peso fue inferior a 0,01 g en 24h), se
tomo una muestra y se sembraron 50 pl de una dilucién adecuada en placas de Sabouraud
para obtener colonias tras 48h de crecimiento a 28 °C. Se seleccionaron al azar diez
colonias de cada ensayo para cada réplica para, posteriormente, determinar la
implantacion de cada una de las dos cepas mediante su posterior tipado mediante la
determinacion por PCR de los polimorfismos de la region interdelta (Querol ef al. 1992;
Legras y Karst, 2003). Asi, se calcul6 el porcentaje de implantacion de las cepas HF y HS
(prevalencia final de cada cepa) y la tasa de éxito (numero de competiciones ganadas -
con una implantacion mayor del 50%- entre el nimero total de competiciones) al final del

cultivo en cada condicién de competicion estudiada.

3.2.3.4 Ensayos de actividad killer

La actividad killer y la sensibilidad killer de las treinta cepas de estudio
(representantes de los tres genotipos /RC7) fueron medidas siguiendo el método descrito
por Santos et al., (2009). La actividad killer de las cepas se determind en ensayos de
antibiograma realizados en el medio YMA-MB (glucosa 1%; extracto de levadura 0,3%,
extracto de malta 0,3%, proteosa peptona 0,5%, azul de metileno 0,03 %, cloruro sodico
3 % y agar 2%). Suspensiones celulares (5-10° células/mL) de todas las cepas ensayadas
como sensibles se sembraron en forma de césped sobre el medio YMA-MB vy, a
continuacion, la biomasa de las cepas ensayadas como killer, obtenida a partir de
precultivos en placa, se inoculd con asa de siembra de forma puntual sobre la superficie
del mismo. Las placas se incubaron durante una semana a 20° C. La actividad y la
sensibilidad killer se determinaron mediante la medida del halo de inhibicion del
crecimiento generado alrededor de cada depdsito de biomasa. La actividad killer se estimé
mediante el calculo del didmetro total del halo de inhibicion dividido entre el didmetro

del deposito de biomasa concentrada.

3.2.3.5 Ensayo de determinacion del estrés oxidativo
Para comparar los niveles de estrés oxidativo en condiciones de fermentacion en las

cepas de levadura pertenecientes a los grupos genotipicos HF y HS, se midieron los
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niveles de especies reactivas de oxigeno acumulados en las células. Las cepas fueron pre-
cultivadas e inoculadas en el medio SGM, siguiendo el procedimiento descrito en la
seccion del fenotipado de cepas de S. cerevisiae (seccion 3.2.3.1). Tras 24h de
crecimiento, los cultivos se trataron con menadiona 1 mM durante 90 min. Tras ello, se
afiadi6 el fluorocromo dihidrorodamina 123 (Sigma-Aldrich, EE.UU.) a una
concentracion final de 7,5 pg/mL, y los cultivos se incubaron con agitacion orbital en
oscuridad, a 28 °C durante 90 min. Después, los cultivos se centrifugaron, descartando el
sobrenadante, y las células fueron lavadas y resuspendidas en tampon fosfato salino. Por
ultimo, el nivel de estrés oxidativo fue estimado mediante la cuantificacion de la emision
de fluorescencia verde (540 nm), usando una longitud de onda de excitacién a 485 nm en
un lector de microplacas Varioskan Flash Multimode Reades (Thermo Scientific, EE.

uu.).

3.2.3.6 Test de pseudofilamentacion

Para el estudio de la capacidad de pseudofilamentacion, las cepas fueron pre-
cultivadas en medio minimo (YNB sin aminoacidos ni amonio 0,17%, glucosa 2% y
sulfato de amonio 10 mM) a 28 °C durante 16h. Después, se obtuvo una suspension
celular de los precultivos y se sembraron 100 pL de una dilucién adecuada en el medio
solido SLAD (Synthetic Low-Ammonium—Dextrose) (YNB sin aminoécidos ni amonio
0,17%, glucosa 2% y sulfato de amonio 50 uM). Las placas fueron cultivadas a 28 °C y
se observaron las colonias con el microscopio optico (10X) para determinar el tipo de

crecimiento, a los 5 dias y a los 30 dias de cultivo.

3.2.4 Secuenciacion del genoma completo de cepas de S. cerevisiae

El genoma completo de 10 de las cepas de S. cerevisiae caracterizadas a nivel
fenotipico, y representativas de los 3 genotipos /RC7, fue secuenciado. El ADN genoémico
total se extrajo usando el kit comercial ZR Fungal/Bacterial. DNA Miniprep (Zymo
Research®, EE.UU.). La preparacion de la libreria se llevo a cabo por fragmentacion
enzimatica usando el kit comercial Nextera DNA Library Prep (Ilumina, EE.UU.). Las
librerias generadas para cada cepa fueron secuenciadas usando la tecnologia Illumina
NEXTsEQ 2000, empleando el kit comercial Illumina NextSeq 500/550 v2.5. La
cobertura de secuenciacion fue 50X y se obtuvieron secuencias con las siguientes

estadisticas: numero total de lecturas de 6.876.948 a 11.022.748; ntiimero total de bases
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secuenciadas de 1.018.248.534 a 1.637.804.639; y una longitud media de cada lectura de

148 bases (longitud minima de 35 bases y longitud méxima de 151 bases).

3.2.5 Construccion del arbol filogenético de cepas de S. cerevisiae

Para el analisis filogenético se selecciond una sub-coleccion de 128 genomas
(incluidos en la Tabla II-anexo capitulo 1), representando todos los distintos linajes
filogenéticos de S. cerevisiae. Los polimorfismos de nucledtido tinico (SNPs) fueron
extraidos de los alineamientos de secuencia con una confidencia en los residuos de todas
las cepas > 85%. Los SNPs fueron concatenados para generan un alineamiento de SNPs
de todo el genoma. La filogenia fue inferida usando un andlisis de méxima verosimilitud
utilizando el software I1-TREE v 1.6.7 (Nguyen et al., 2015) usando la aproximacioén
utrafast bootstrap (UFBoot) de 1000 réplicas (Minh et al., 2013). La filogenia se
visualiz6 usando el software ITOL, v 3.0 (Letunic y Bork, 2016).

3.2.6 Identificacidon de variantes de secuencia asociadas al alelo /RC7S

Para el analisis de busqueda de variantes de secuencia se utilizaron los 9 genomas
secuenciados de las cepas de este estudio (indicados en la Tabla I-anexo capitulo 1),
representando distintos linajes domesticados de S. cerevisiae. Las secuencias de los
genomas fueron filtradas utilizando el programa Trimm-o-matic v 0.38 (Bolger et al.,
2014) con los parametros Sliding window 15, calidad minima Q20 y longitud minima de
140. Las secuencias filtradas fueron alineadas con el programa BWA (0.7.15-r1140) (Li
y Durbin, 2010) frente al genoma de S. cerevisiae referencia VL3 (niimero de acceso a
GenBank: GCA 000190235.1 ScVL3 v01). El proceso de busqueda de variantes
(Variant Calling) fue llevado a cabo con el programa GATK4 v 4.0.4.0 (McKenna et al.,
2010). Este proceso incluye: realineamiento de las inserciones/deleciones (INDEL),
eliminacion de las regiones duplicadas y descubrimiento de los SNPs y los INDEL. Los
pardmetros fueron establecidos seglin las recomendaciones de GATK. Las anotaciones
funcionales de los SNP y los INDEL se llevaron a cabo con el programa SnpEFF4.3t
(Cingolani et al., 2012). Los resultados del analisis Variant Calling fueron visualizados
usando los programas de R (R Development Core Team, 2013) vefR (Knaus y Grunwald,
2017) y tidyverse (Wickham et al., 2019). Las variantes alélicas identificadas para cada
cepa se emplearon para construir una red bipartita, combinando los cromosomas de cada
cepa e identificando la posicion de la variante. La red resultante se visualizé usando el

programa Gephi version 0.9.2 (Bastian et al., 2009). Solo se han tenido en cuenta para
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posteriores analisis las variantes de secuencia identificadas como “moderadas” y “alta
importancia”, mediante el programa SnpEFF4.3t. Este programa identifica los diferentes
efectos de las variantes de secuencia detectadas, que se clasifican en cuatro clases (alto,
moderado, bajo y modificador) por su impacto funcional putativo. A partir de este analisis
preliminar, se seleccionaron para el posterior analisis con aquellas mutaciones presentes

en todas las cepas HS y ausentes en todas las HF.

3.2.7 Identificacion de variantes alélicas asociadas a IRC7° en distintos
linajes de S. cerevisiae

Con el objetivo de estudiar la distribucion de las mutaciones previamente
identificadas, con altas tasas de co-ocurrencia con el alelo IRC75, en las distintas
poblaciones domesticadas de S. cerevisiae, se realiz6 una busqueda dirigida de dichas
variantes de secuencia en una sub-coleccion de genomas (incluidas en la Tabla II-anexo
capitulo 1) publicados por Gallone et al. (2016) (incluyendo genomas de S. cerevisiae de
seis poblaciones filogenéticas diferentes pertenecientes a linajes domesticados: Wine,
Wine-PDM, Beerl, Beer2, Sake y Bread). Para comparar y combinar los resultados, las
secuencias fastq originales fueron descargadas de la base de datos ENA. Todas las
muestras fueron procesadas de acuerdo con el procedimiento descrito en la seccion
anterior (seccion 3.2.6). Los genomas fueron procesadas usando el programa tidyverse de
R. El mapa de mutaciones presentado en la Figura 14 fue realizado usando el programa
pheatmap de R. Las tasas de co-ocurrencias con la variante alélica JRC7° para cada
mutacion fueron obtenidas a partir de los resultados de distribucion de las mutaciones en
la sub-coleccion de genomas. La tasa de co-ocurrencia entre variantes de secuencia fue

calculada siguiendo el método probabilistico descrito por Veech ef al. (2013).

3.2.8 Anadlisis estadisticos

Los anélisis estadisticos fueron llevados a cabo utilizando el programa stats de R (v 3.6.3).
Los analisis de varianza (ANOVA) y se aplicaron los test post-hoc de Tukey para
comparar las medias de los diferentes ensayos. Los Analisis de Componentes Principales
(PCA) se aplicaron para la ordenacion de las muestras en base a los parametros basicos

de fermentacion de los ensayos de micro-vinificaciones.
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3.3 Resultados

3.3.1 Distribucion de alelos de JRC7 en las poblaciones de cepas de S.
cerevisiae

La Figura 8 muestra la distribucion filogenética de una coleccion de 283 genomas de
S. cerevisiae (Tabla Il-anexo capitulo 1), destacando la separaciéon de los linajes
domesticados y salvajes en dos grupos bien definidos, con las excepciones de Roble

Mediterraneo y Sake.
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Figura 8: Arbol filogenético de maxima verosimilitud realizado a partir de los polimorfismos de
nucledtido unico (SNPs), extraidos de los alineamientos de los genomas de las cepas de S. cerevisiae con
el genoma de referencia S288C. Las 128 cepas incluidas en el andlisis estan listadas en la tabla II-anexo
capitulo 1. Las cepas estudiadas en este trabajo estan representadas en arbol segin su genotipo /RC7; HS
(naranja), HT (verde) y HF (morado): HS 4 (S-EM-25), HS 6 (S-O-320), HS 9 (AGO08), HT 3 (S-EM-
294), HT 6 (S-0-353), HT 10 (AGO017), HF 1 (S-EM-115), HF 2 (S-EM-129), HF 8 (AGO015), HF 9
(AG023). Se representa también el porcentaje de prevalencia de alelos de [RC7 (naranja para el alelo IRC75
y morado para el alelo JRC7") en cada linaje filogenético.
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Asi como los linajes salvajes representan diferentes origenes geograficos (Roble
Mediterraneo- Mediterranean Oak; Norte América y Japon- North America & Japan;
Africa Occidental- West Afiica; Filipinas- Philippines; Malasia- Malaysia), los linajes
domesticados se definen en base a su habitat de origen antropico (Vino- Wine y Wine-
PDM,; Cerveza- Beer 1 y Beer 2; Pan- Bread; Sake-Sake) (Belda et al., 2021). Asimismo,
se muestra la prevalencia de los alelos de IRC7 (IRC75 / IRC7) en los diferentes linajes
filogenéticos, calculada tras el genotipado de /RC7 de una coleccion mas amplia de 283
genomas de S. cerevisiae (Tabla Il -anexo capitulo 1), representando los diferentes linajes
filogenéticos identificados en el arbol de la Figura 8. Asi, se confirmé que el alelo IRC75,
se encuentra ampliamente distribuido en el linaje vinico Wine (85% de las cepas). Sin
embargo, otros linajes domesticados como Wine-PDM (“Prise de Mousse”, una familia
de cepas principalmente representada por cepas aisladas de la segunda fermentacion de
vinos espumosos), Beer 2'y Bread mostraron una prevalencia minoritaria del alelo IRC7%
(27,3%, 35,0% y 37,5% respectivamente). Finalmente, los genomas de las cepas
pertenecientes a los otros linajes domesticados (Beer 1 y Sake) y a todos los linajes
salvajes solo presentan el alelo JRC7" que, por tanto, podriamos considerar como alelo

salvaje o wild type.

3.3.2 Caracterizacion fenotipica de cepas de S. cerevisiae representativas
de los distintos genotipos IRC7

Para a arrojar luz sobre las posibles bases biologicas que expliquen la alta prevalencia
del alelo IRC75 -codificante para una enzima Irc7p menos funcional- dentro del linaje
Wine, se llevo a cabo un fenotipado a gran escala para buscar patrones de crecimiento en
los distintos genotipos /RC7. Treinta cepas de S. cerevisiae, (10 representantes de cada
uno de los tres genotipos definidos para /RC7 (HF, HT y HS)) (Tabla I -anexo capitulo
1), fueron cultivadas en 48 condiciones diferentes (incluyendo diferentes fuentes de
carbono y nitrégeno, condiciones fisicoquimicas y presencia de antimicrobianos) (Tabla
IIT -anexo capitulo 1). Las curvas de crecimiento obtenidas para cada cepa y condicion
ensayada fueron analizadas para obtener los parametros de crecimiento: fase de latencia,
tasa de crecimiento exponencial y eficiencia.

La Figura 9 representa los valores promedio (normalizados con la media de cada
condicion) de cada pardmetro de crecimiento obtenido en todas las condiciones ensayadas

para cada grupo de cepas representante de cada genotipo /RC?7.
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en la derecha se muestran los valores de los parametros de crecimiento en cada cepa y condicion. Las cepas
estan agrupadas jerarquicamente segin su comportamiento fenotipico en todas las condiciones. Las
diferencias estadisticas de los pardmetros de crecimiento entre los grupos de cepas en base a su genotipo
IRC7 se analizaron mediante un ANOVA vy test de Tukey post-hoc para cada condicion (* p < 0,05; ** p <
0,01; *** p <0,005). Los datos ausentes estan indicados por cuadrados en blanco.

A pesar de la variabilidad entre las cepas para los distintos pardmetros de crecimiento
analizados (especialmente acusada en la duracion de la fase de latencia), las cepas HF
presentaron, en promedio, datos indicativos de una menor capacidad de crecimiento con
fases de latencia mas largas y menores tasas de crecimiento en la mayoria de las
condiciones ensayadas (p <0,05). Sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas en la eficiencia, medida como la produccion de biomasa final, entre los tres
grupos genotipicos de IRC7. La Figura 9 representa los datos de cada parametro de
crecimiento en todas las condiciones ensayadas para las 30 cepas. Asi, se puede observar
como las cepas se agrupan seglin patrones de crecimiento asociados al genotipo IRC7
(Figura 9), donde las cepas HS mostraron un mejor fitness general.

Complementando los estudios fenotipicos de los parametros de crecimiento de las
cepas en estudio, se llevaron a cabo micro-vinificaciones usando mosto sintético de uva
para evaluar posibles patrones en la produccion de metabolitos de interés enologico en el
vino asociados a los distintos genotipos /RC7 de las cepas. La Figura 10A muestra que el
perfil global de metabolitos producidos por las cepas HS y HF permite definir, a pesar de
la notable wvariabilidad en el conjunto de las cepas (Figura 10B), grupos
significativamente diferentes en un analisis de ordenacion, observandose diferencias
significativas en base a las distancias de los grupos HS y HF (PERMANOVA, p <0,01),
y los grupos HT y HF (p < 0,05), mientras que no se observaron diferencias significativas
entre los grupos de cepas HS y HT. Ya que la Componente Principal 1, que explica el
30,8% de la varianza observada, aparece como el principal componente que diferencia
los grupos de metabolitos en HS y HF, se puede establecer que el mayor contenido en
etanol y el menor pH en los vinos resultantes de las fermentaciones llevadas a cabo por
cepas HS (Figura 10B) son los principales determinantes de este agrupamiento asociado
al genotipo /RC7 que, cabe destacar, se establece de acuerdo a un perfil general de
metabolitos derivados de rutas metabodlicas en las que /RC7 no esta directamente

involucrada.
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Figura 10: A) Representacion mediante un Analisis de Componentes Principales (PCA) de los
parametros enologicos en los vinos resultantes de las fermentaciones con las cepas HS (naranja), HT
(verde) y HF (morado). La contribucion de cada parametro a la ordenacion final de datos esta también
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representado mediante la longitud de los vectores. Las elipses representan la desviacion estdndar desde
el centroide de cada grupo de cepas (agrupadas por su genotipo /RC7). Se realiz6 una comparacion por
pares (PERMANOVA) de la matriz de distancias euclidianas usadas para representar el PCA. Se
encontraron diferencias significativas entre los grupos HS-HF (p = 0,003) y HT-HF (p=0,024), pero no
entre los grupos HS-HT (p=0,171). B) Concentraciéon y valores analiticos de los parametros
fisicoquimicos analizados en los vinos resultantes de las fermentaciones con las cepas HS (naranja), HT
(verde) y HF (morado). Las letras diferentes representan diferencias estadisticamente significativas (p<
0,05) entre los grupos genotipicos para cada parametro.

3.3.3 Capacidad competitiva de las cepas de S. cerevisiae segun sus
genotipos IRC7

Para evaluar la potencial ventaja de las cepas HS para dominar las fermentaciones
vinicas como consecuencia de su mayor fitness, se llevaron a cabo competiciones entre
cepas de distinto genotipo /RC7 (HF vs HS), bajo condiciones fermentativas (mosto de
vino y cerveza) y no fermentativas (medio con glicerol como unica fuente de carbono).
Se seleccionaron siete cepas representando los grupos genotipicos HS (HS4, HS6 y HS9)
y HF (HF1, HF2, HF8 y HF9), donde cada cepa HS fue co-inoculada con cada cepa HF,
ambas a la misma concentracion celular. La Figura 11 confirma una capacidad
competitiva superior para las cepas HS con independencia del ambiente de crecimiento,
con valores promedio de porcentajes de implantacion del 65%, 82% y 75% y tasas de
éxito del 67%, 100% y 83% para las cepas HS, en mosto de vino, mosto de cerveza, o
medio no fermentativo, respectivamente.

Con el objetivo de encontrar evidencias adicionales que ayuden a explicar la ventaja
competitiva de las cepas HS, se evalu6 el fenotipo killer de las cepas estudiadas en este
trabajo, buscando patrones de actividad killer o resistencia a dichas toxinas entre los
grupos genotipicos HS, HT y HF. La Figura 12 muestra los resultados de inhibicion del
crecimiento en los ensayos cruzados de antibiosis, representando los fenotipos de
actividad killer y de sensibilidad/resistencia de las cepas ensayadas. Como se observa, el
fenotipo killer presenta un patron asociado con el genotipo /RC7 de las cepas, puesto que
todas las cepas HS fueron resistentes frente a todas las cepas ensayadas como potenciales
productoras de toxinas killer. Contrariamente, 7 de las 10 cepas HT y solo 2 de las 10
cepas HF fueron resistentes frente a las cepas ensayadas. Ademas, se observé produccion
de toxinas killer (actividad frente al menos frente a una de las cepas ensayadas) en 9/10
cepas HS, 7/10 cepas HT y solo 4/10 cepas HF. Adicionalmente, también se pudo
observar que las cepas HS y HT no solo son cepas predominantemente productoras de
factor killer, sino que ademas presentan un amplio espectro de cepas sensibles, mientras

solo 2 de las 10 cepas HF presentaron un factor killer con amplio espectro de actividad.
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Figura 11: Ensayos de competicion de 3 cepas HS (HS4, HS6, HS9) frente a 4 cepas HF (HF 1, HF2, HFS,
HF9) en condiciones de mosto de vino, mosto de cerveza y medio no fermentativo. Se realizaron 12
combinaciones HS vs. HF (proporcion 1:1) en las tres condiciones. Se representan los porcentajes de
implantacion a los 7 dias del cultivo. Los graficos de barras indican el porcentaje de implantaciéon medio
de los grupos de cepas HS (naranja) y HF (morado), y los puntos sobre los graficos indican el porcentaje
de implantacion de las cepas en cada ensayo de competicion.

En este momento, conviene aclarar que, hasta donde se conoce, la enzima Irc7p no
estd directa o indirectamente relacionada con la produccién de toxinas killer o la
resistencia frente a ellas. Por tanto, este resultado, junto con el fitness ventajoso y el patron
de produccion de metabolitos en fermentaciones vinicas observado en las cepas HS, que
va mas alla de la actividad cistationina-f-liasa de Irc7p, lleva a hipotetizar que otras
variantes alélicas adicionales, afectando a genes y a rutas y actividades metabolicas

distintas, pueden estar co-ocurriendo con el alelo JRC75 en un niimero significativo de
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casos, y podrian explicar en conjunto los patrones fenotipicos de las cepas HS y su alta

prevalencia en las poblaciones de cepas vinicas.
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Figura 12: Representacion de la actividad killer en cada cruce utilizando las 30 cepas de estudio, de los
tres grupos genotipicos para /RC7. El término levaduras killer se refiere a las cepas ensayadas para valorar
su actividad killer, y levaduras sensibles se refiere a las cepas ensayadas para valorar su resistencia killer.
El color azul indica ausencia de actividad y la gradacion de color naranja indica la intensidad de actividad
killer (didametro del halo de inhibicion dividido entre el didmetro de la zona concentrada de biomasa).

Adicionalmente, cabe destacarse que las cepas de S. cerevisiae estudiadas también
mostraron una capacidad de crecimiento pseudofilamentoso diferente en funcion del
grupo genotipico /RC7 al que pertenecian. Este comportamiento puede tener un papel en
la capacidad competitiva de las cepas al aumentar la habilidad de estas en la busqueda y
obtencion de nutrientes en condiciones de escasez de recursos. Asi, en los ensayos
realizados en un medio con concentraciones limitantes de nitrégeno, el 100% de las cepas
HS analizadas mostraron capacidad de crecimiento pseudofilamentoso, mientras que solo

el 40% de las cepas HT y el 30% de las cepas HF mostraron este fenotipo (Figura 13).
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A Cepa Genotipo IRC7 Pseudofilamentacion B
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Figura 13: A) Ensayo de capacidad de crecimiento pseudofilamentoso en el panel de cepas
de estudio, representando cada uno de los genotipos /RC7 usando el medio SLAD (nd: no
determinado). B) Ejemplo de resultado positivo y negativo en los ensayos. (Las fotografias
fueron tomadas a los 5 y 30 dias con un objetivo 10X).

3.3.4 Variantes gendémicas asociadas a los genotipos /RC7 de las cepas de
S. cerevisiae

Con el objetivo de explorar las bases gendmicas de la prevalencia poblacional y el
patron fenotipico de las cepas HS, se llevo a cabo una bisqueda de marcadores gendmicos
asociados al alelo IRC75 en las cepas de S. cerevisiae. Para una identificacion preliminar
de dichos marcadores gendémicos se secuencio6 el genoma completo de diez de las cepas
caracterizadas a nivel fenotipico (incluyendo, al menos, tres cepas representantes de cada
genotipo [/RC7: HS4, HS6, HS9; HT3, HT6, HT10; HF1, HF2, HF§, HF9) vy,
posteriormente, se realizé un analisis de identificacion de variantes en dichos genomas
que presentasen un patrén de co-ocurrencia significativo con el alelo JRC75. Como vemos
en la Figura 8, el andlisis filogenético permiti6 identificar el linaje filogenético de las
cepas de S. cerevisiae secuenciadas en este estudio. Cabe destacar que, a excepcion de la
cepa HF8 (que, a pesar de haber sido aislada de una muestra de vino, el analisis

filogenético sitiia su genoma como perteneciente al linaje Bread), todas las cepas del
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estudio cuyo genoma fue secuenciado, pertenecian al linaje Wine y que, dentro de este,
no se observo ninguna agrupacion filogenética asociada al genotipo /RC7 de las cepas,

por lo que se descarta un origen comun de las cepas HF diferente al de las cepas HS.

3.3.4.1 Variantes de secuencia asociadas al alelo IRC7°en S. cerevisiae

Para el andlisis de identificacion de variantes de secuencia se utilizo la cepa de S.
cerevisiae VL3 como genoma de referencia, ya que es una cepa vinica bien estudiada (a
nivel gendmico y fenotipico) y homocigota para el alelo wild-type IRC7F. Tras la
identificacion de todas las variantes de secuencia (con un grado de importancia moderada
o alto, de acuerdo a lo descrito por Cingolani et al., 2012) en las 9 cepas secuenciadas en
este estudio (descartando HF8, debido a su origen filogenético Bread) frente al genoma
de referencia S. cerevisiae VL3, se representaron sus patrones de co-ocurrencia en una
red bipartita, descartando aquellas mutaciones presentes en todas las cepas y aquellas

mutaciones presentes en solo una de las cepas (Figura 14).

Figura 14: Representacion mediante una red bipartita de las mutaciones con un impacto moderado y alto detectadas en
el analisis de busqueda de variantes usando el genoma de la cepa VL3 de S. cerevisiae como referencia. Aquellas
variantes de secuencia identificadas en todas las cepas y aquellas identificadas solo en una cepa, fueron descartadas.
Las 39 variantes de secuencia presentes en las 3 cepas HS y ausentes en las 3 cepas HF estan resaltadas como nodos
rojos en la red. Las cepas HS, HT y HF estan representadas por los nodos naranjas, verdes y morados, respectivamente.
Las aristas conectan cada nodo principal (genoma) con las variantes de secuencia (nodos secundarios) presentes en
dicho genoma. La identidad, el efecto y el impacto de cada variante génica, asi como una descripcion del gen al que
afectan puede encontrarse en la Tabla 2.
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Cada uno de los nodos principales (de mayor tamafio) representa el genoma de las
9 cepas, coloreado en funcion del genotipo IRC7, y los nodos secundarios (de menor
tamafio) representan las variantes de secuencia identificadas respecto al genoma de la
cepa VL3, destacando en rojo aquellas que cumplen el requisito de presencia en el 100%
de los genomas de cepas HS y ausencia en el 100% de los genomas de cepas HF.

Cabe destacar que, en general y con especial significancia en el caso de HS, las
cepas tienden a situarse en la red agrupadas en base al genotipo /RC7 (Figura 14). Para
centrar el analisis en los potenciales marcadores genomicos asociados al alelo IRC75, se
identificaron aquellas variantes alélicas conservadas en todas las cepas HS y ausentes en
todas las cepas HF detectadas en este andlisis preliminar (resaltadas en rojo en la Figura
14). Con esta premisa, las cepas HS compartieron 39 variantes de secuencia, afectando a
13 genes diferentes, las cuales no fueron identificadas en ninguno de los tres genomas HF
estudiados (Tabla 2).

Estas variantes de secuencia fueron exploradas en una coleccién de genomas mas
amplia, con 150 genomas de diferentes linajes domesticados (Wine, Sake, Bread, Beer 1
y Beer 2), presentes en Gallone et al. (2016), con el objetivo de confirmar aquellas
variantes de secuencia que tienen patrones de co-ocurrencia significativos con el alelo
IRC75. En la Figura 15 se presenta la distribucion de las variantes alélicas y el alelo de
referencia para cada variante identificada en el analisis entre los genomas de S. cerevisiae,
representando los distintos linajes.

En primer lugar, se observo que algunas variantes de secuencia, agrupadas en la
parte izquierda del heatmap en la Figura 15, se encontraban ampliamente distribuidas
entre todas las cepas estudiadas (afectando a los genes UTP18 (2/2 variantes de secuencia
detectadas); BBCI (1/1 variantes de secuencia detectadas); VPSI0 (1/24 variantes de
secuencia detectadas) y YMLOS3C (1/1 variantes de secuencia detectadas). Asi, se
asumidé que representaban variantes alélicas especificas del genoma usado como
referencia (VL3), identificadas artefactualmente en el andlisis preliminar del genoma de
nuestras 9 cepas, por lo que fueron descartadas para una discusion posterior. Por contra,
se identificaron una serie de variantes de secuencia con elevadas tasas de co-ocurrencia

con el alelo IRC7® (Tabla 3).
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Figura 15: Distribucion de las 39 variantes de secuencia identificadas (que afectan a 13 genes diferentes)
como potencialmente asociadas al alelo IRC7® (resaltadas en rojo en la red bipartita de la Figura 14). La
variante de secuencia del alelo JRC7® (delecion de 38 pb encontrada en la posicion VI 229734) estd
resaltada en negrita. La presencia/ausencia (variante alélica/alelo de referencia) de cada variante de
secuencia en la coleccion de genomas (representando seis linajes domesticados de S. cerevisiae) esta
indicada en color amarillo y azul, respectivamente. Las cepas estan ordenadas seglin su genotipo /RC7,
mientras que las variantes de secuencia estan ordenadas en el dendrograma segun su distribucion entre la
coleccion de genomas.

Entre los genes que portan estas variantes de secuencia destacan los siguientes:
VPSI10 (receptor de proteinas vacuolares), VHSI (ser/thr quinasa), SDHI (subunidad
flavoproteica de la succinato deshidrogenasa), APC4 (subunidad del complejo promotor
de la anafase), RSFI (factor requerido para la respiracion) y YJLI63C (proteina
transmembrana de funcidon desconocida). Ademas, se puede observar que algunas de estas
variantes de secuencia estan altamente conservadas en el linaje Wine, algunas de ellas
incluso presentes, exclusivamente en este linaje (mutacion que afecta al gen RSFI)
(Figura 15). Estas variantes de secuencia, que presentan tasas de co-ocurrencia
significativas con el alelo IRC75, no solo en el linaje vinico, sino también aquellos
genomas portadores de dicho alelo en otros linajes domesticados de S. cerevisiae, son
potenciales candidatos para explicar el fenotipo caracteristico y ventajoso descrito en las
cepas HS, asi como su alta prevalencia en las poblaciones vinicas. La anotacion de la

funcién de estos genes sera utilizada para discutir (en la seccion de 6.1 de la discusion
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general) el posible papel de las variantes alélicas detectadas en el fenotipo y la prevalencia
poblacional de las cepas HS.
Tabla 3: Co-ocurrencia de las mutaciones con la variante alélica IRC7S
(c,1023 1060delCGACTCCTTGATTACCCCTGTAAATCCTTGTAATAATA) entre las cepas de S. cerevisiae

detectadas en el analisis de busqueda se secuencia (Tabla III del anexo del capitulo 1). Solo las mutaciones con una
probabilidad de co-ocurrencia mayor de 0,95 y una co-ocurrencia con IRC7° mayor de 10 estan indicadas.

Total de  Co-ocurrencia

Mutacion Gen afectado mutaciones  con IRCT Porporcién! Tasa? Probabilidad
IV 650193 APC4 (YDR118W) 27 26 0,96 0,45 1,00
XIII_313035 RSFI(YMRO30W) 15 14 0,93 0,24 1,00
X_108960 YJL163C 12 11 0,92 0,19 1,00
X1 167775  SDHI (YKLI48C) 20 17 0,85 0,29 1,00
XII 565747  MAPI(YLR244C) 20 16 0,80 0,28 1,00
IV 904204  VHSI(YDR247W) 22 17 0,77 0,29 1,00
I1_ 173857  VPSIO0 (YBL0O17C) 29 18 0,62 0,31 1,00
11 173883  VPSI0 (YBLO17C) 39 21 0,54 0,36 0,98

I Ntimero de co-ocurrencias con JRC7" entre el nimero de mutaciones totales.
2 Ntmero de co-ocurrencias con IRC75 entre el nimero total de mutaciones IRC75 (58).

87



CAPITULO 1 — Anexo

3.4 ANEXO CAPITULO 1

Tabla I: Cepas de S. cerevisiae usadas en el estudio presentado en el capitulo 1. “ * ” cepas cuyo genoma completo fue

secuenciado en este estudio.

Cepa Genotipo IRC7 (;;;12)70 Cédigo de cepa Origen
S-EM-25 IRC7 St/ IRC7 St HS HS 1 Complutense Yeast Collection
S-EM-73 IRC7 5t/ IRC7 St HS Hs:z Complutense Yeast Collection
S-EM-107 IRC7 5t/ IRC7 St HS HS 3 Complutense Yeast Collection
S-EM-251%* IRC7 5t/ IRC7 St HS HS_4 Complutense Yeast Collection
S-EM-271 IRC7 St/ IRC7 St HS HS_S Complutense Yeast Collection
S-0-320* IRC7 5t/ IRC7 5t HS Hs:6 Complutense Yeast Collection
AG001 IRC7 51/ IRC7 - HS HS_7 Agrovin S,A,
AG006 IRC7 51/ IRC7 - HS HS_8 Agrovin S,A,
AG008* IRC7 St/ IRC7 5t HS HS 9 Agrovin S,A,
AGO12 IRC7 St/ IRC7 5t HS HS 10 Agrovin S,A,
S-EM-10 IRC7 5L/ JRC7 L HT HT 1 Complutense Yeast Collection
S-EM-100 IRC7 5L/ JRC7 L HT HT:z Complutense Yeast Collection
S-EM-294* IRC7 5L/ JRC7 L HT HT 3 Complutense Yeast Collection
S-0-10 IRC7 5L/ JRC7 L HT HT_4 Complutense Yeast Collection
S-0-166 IRC7 5L/ IRC7 FL HT HT_S Complutense Yeast Collection
S-0-353* IRC7 5L/ JRC7 L HT HT:6 Complutense Yeast Collection
AG004 IRC7 St/ [RC7 Tt HT HT 7 Agrovin S,A,
AG007* IRC7 5%/ IRC7 ™ HT HT 8 Agrovin S,A,

AGO13 IRC7 5t/ IRC7 ™* HT HT 9 Agrovin S,A,

AGO17 IRC7 5%/ IRC7 ™ HT HT_10 Agrovin S,A,
S-EM-115% IRC7 L/ JRC7 FL HF HF 1 Complutense Yeast Collection
S-EM-129* IRC7 L/ JRC7 FL HF HF_2 Complutense Yeast Collection

S-0-203 IRC7 L/ JRC7 FL HF HF_3 Complutense Yeast Collection

S-0-213 IRC7 L/ JRC7 FL HF HF:4 Complutense Yeast Collection

S-0-331 IRC7 L/ JRC7 FL HF HF 5 Complutense Yeast Collection

S-0-335 IRC7 L/ JRC7 FL HF HF:6 Complutense Yeast Collection

AG003 IRC7 FL/IRC7 ™ HF HF 7 Agrovin S A,

AGO15* IRC7 **/IRC7 ™* HF HF 8 Agrovin S,A,
AG023* IRC7 **/IRC7 * HF HF 9 Agrovin S,A,
WYO09 IRC7 FL/IRC7 - HF HF 10 Agrovin S,A,

88



CAPITULO 1 — Anexo

Tabla II: Lista de genomas usados para el genotipado /RC7 de cepas de S. cerevisiae. Se indica el nombre de cepa, el
sustrato de aislamiento y su localizacion geografica, el linaje filogenético al que pertenecen y el alelo /RC7 identificado en
su genoma. “ °” indica qué genomas fueron usados para el analisis filogenético, y “ * ” qué genomas fueron usados para
el analisis de busqueda de secuencias (Variant Calling).

Cepa zslil;i;ﬁit:n(:(e) Localizaciéon Linaje filogenético IAI;EI‘(; Referencia (;:_g;ge(; t(:) ¢
AWRI 1631 Vino Australia IRC7 S Bme;gg‘g etal pRINA30553
AWRI 796 ° Cepa vinica comercial ~ Sudéfrica IRC7 S Bornezn(;elull etal PRINA48559

beer014 * Cerveza (Strong ale) IRC7 S Gall(z)gcla 6et al. PRINAZ23601
beer020 * Cerveza mezs SN Naz3601
beer024 ¥ (eferemtacion) wers RS privasmesl
beer030 * Cerveza (Trappist) me7s SN NAz3601
beer033 * Cerveza (Strong ale) IRC7 S Gall(z)gcla 6et al. PRINAZ23601
beer088 * T i
DBVPG6765 Vino IRC7S Yueetal., 2017 PRJEB7245
EXF 6719 ° Vino Eslovenia HHE7 S Almzi(()jla i “ PRJEB7601
Lalvin BM45°  Cepa vinica comercial Ttalia IRC7 S Alm;i(()ila 7et al PRIEB19382
Lalvin W15° Cepa vinica comercial IRC7 S Alm;i(()if 7et o PRJEB19382
LalvinCY3079 ®©  Cepa vinica comercial IRC7 S Alm;i(;ila 7et o PRJEB19382

PR ° Pasteur Red mers AP prEmioss:

PYCC 4072°  Cepa vinica comercial IRC7 S Alm‘;i(‘)if;’ . pRIEB19382
RMI11_IA Vifiedo EEUU IRC7 S - PRINA13674
sake002 * Sake me7s O NATI691

Spirits002 * Bebidas espirituales IRCT F Gall(z)gcla 6et al. PRINAZ23601
Spirits004 * LEEAS Gauozlz)elet «“ PRINA323692
Spirits011 * Bebidas espirituales IRC7 S Gall(z)gtla 6et al. PRINAS36O1
TUM V1 ° Vino IRC7 S Alm‘;i(‘)if‘f’ al- - pRIEB19382
Uvaferm SGV°  Cepa vinica comercial IRC7 S Alm;i(()ila 7et al. PRJEB19382
Uvaferm VRB°®  Cepa vinica comercial IRC7 S Alm;i(()if 7et a PRJEB19382
Vinl3° Cepa vinica comercial ~ Sudafrica IRC7 S Borne;l(l)a;nl etat, PRINA48563
VL3 °* Cepa vinica comercial Francia IRC7 F Borne;l(lﬁnl etat, PRINA48565
Wine001 * Vino mezs O NAR3601
Wine003 * Vino T
Wine004 * Vino me7s| “one ™ privases:
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Wine005 * Vino

Wine006 * Vino

Wine007 * Vino

Wine009 * Vino

Wine010 * Vino

Wine0O11 * Vino

Wine013 * Vino

Wine014 * Vino

Wine015 * Vino

Wine017 * Vino

Wine018 * Vino

YIM1078 Clinica Portugal

YIM1129 Destilearia

YIM1242 Fruta

YIM1244 Fruta

YIM1250 Cafia de azticar

YIM1332 Vino Italia

YIM1332 Vino Italia

YIM1336 Vino Italia

YJM1341 Mosto Sudafrica

YIM1387 Vino Japon

YIM1415 Vino Francia

YJM1433 Vino

ZpP641° Vino en fermentacion Portugal
AGO8 °* Cepa vinica comercial Espaiia

AGO17 °* Cepa vinica comercial Espaiia

AG023 °* Cepa vinica comercial Espaiia
S-EM-129 °* Vino en fermentacion Espafia
S-EM-251 °* Vino en fermentacion Espafia
S-EM-294 °* Vino en fermentacion Espafia

S-0-320 °* Vino en fermentacion Espaiia

S-0-353 °* Vino en fermentacion Espaiia
S-EM-115 °* Vino en fermentacion Espafia

10C 18-2007 ©

90

Cepa vinica comercial

Wine - PDM

Wine - PDM

Gallone et al.,

UHET 2016 PRINA323691
M Gaugl(lﬁ 6 - PRINA323691
RETS Gaugl(lﬁ 6 - PRINA323691
IRCTF Gaugl(lﬁ 6 - PRINA323691
RETS Gaugl(lﬁ 6 - PRINA323691
RETS Gaugl(lﬁ 6 - PRINA323691
IRCTF Gaugl(lﬁ 6 - PRINA323691
IRC7 S Gaugl(lﬁ 6 - PRINA323691
RETS Gaugl(lﬁ 6 - PRINA323691
IRC7 S Gaugl(lﬁ 6 - PRINA323691
IRC7§ Gaugl(lﬁ 6 o PRINA323691
ey Strogglest - PRINAI83131
IRC7 S Strozp(flest “ PRINA189300
IRC7 S Strozp(flest “ PRINA189886
RETS Strozp(flest “ PRINA189887
IRC7 S Strozp(flest “ PRINA189889
ey Strogglest - PRINA189896
RETS Strozp(flest “ PRINA189896
IRC7 S Strozp(flest “ PRINA189897
IRC7 S Strozp(flest “ PRINA189898
k7S STPECAh pRINAIS990T
LEEAS Strozp(flest “ PRINA189914
IRC7 S Strozp(flest “ PRINA189918
HHE7 S Almzi(()jla i “ PRIEB7601
IRC7 S This work PRINA646611
%%77@/ Thiswork b NAG46611
IRC7 F This work PRINA646611
IRC7 F This work PRINAG646611
IRC7 S This work PRINAG646611
/Illlaacc77§ This work PRINAG646611
IRC7 S This work PRINAG646611
%%771;/ This work PRINAG46611
IRC7 F This work PRINAG646611
ey Alm%jla 7 “ PRIEB19382
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EC1118° Prise de Mousse Francia Wine - PDM ];;?%771;'/ No;(())g;al., PRJIEA37863
10C 9002 © Cepa vinica comercial Wine - PDM IRC7 F Alm;i(;ila Set al. PRINA264372
Lalvin QA23 ° Vino Portugal ‘ Wine - PDM IRC7 F Bme;gel“ll et al. PRINASS6]
PYCC 4074 ° Cepa vinica comercial Portugal ‘ Wine - PDM IRC7 F Alm;i(;ila 7et al. PRJEB19382
PYCC 6722° Vino Armenia Wine - PDM IRC7 S Alm%if‘;’ al. PRIEB19382
PYCC 6726 ° Jerez-Vino Espafia ‘ Wine - PDM IRC7TF Alm%if‘;’ al. PRIEB19382
PYCC 6729 ° Jerez-Vino Armenia ‘ Wine - PDM Re7E Al o
YIM1574 Vino ‘ Wine - PDM IRC7 S Strozp(fl‘f; al. PRINA189934
YIM270 ° Vino Eslovenia ‘ Wine - PDM IRC7F Stroggle; al., PRINA 189852
beer002 * Cerveza Beer2 re7s O erals pRINA323691
beer003 * Cerveza Beer2 rezs G eral prINASI6OI
beer004 * Cerveza Beer2 IRC7TF Ga“%ﬁ g’ s pRINA323691
beer011 * Cerveza (Abbey) B RC7F e A pRINA323691
beer013 °* (to fgzr;f:;én) Bélgica Beer2 IRC7 S Ga“%ﬁ g’ s PRINA323691
beer021 °* Cerveza (Pale ale) Canada Beer2 IRC7F Ga“%ﬁ g’ s pRINA323691
beer027 * " fiz;ﬁzc?on) Beer2 IRCTF Ga“%ﬁ o s PRINA323691
beer032 °* Cerveza Inglaterra Beer2 IRCTF Ga“%ﬁ g’ s PRINA323691
beer034 * Cerveza (Saison) Beer2 IRC7TF Ga“%ﬁ g’ s pRINA323691
beer039 * Cerveza (Lager) Beer2 IRCTF Ga“%ﬁ g’ s PRINA323691
beer040 * Cerveza (Lager) Beer2 IRCTF Ga“%ﬁ g’ s PRINA323691
beer0359 * Beer2 IRC7 S Ga“%ﬁ g’ s pRINA323691
beer062 * Beer2 IRC7 S Ga“%ﬁ g’ s PRINA323691
beer063 °* Cerveza Inglaterra Beer2 IRCTF Ga“%ﬁ g’ s PRINA323691
beer080 * Beer2 IRC7 S Ga“%ﬁ g’ s pRINA323691
beer083 °* Cerveza (Saison) Bélgica Beer2 IRCTF Ga“%ﬁ g’ s PRINA323691
beer084 Beer2 RC7F - e A pRINA323691
beer085 * Beer2 IRC7TF Ga“%ﬁ g’ s pRINA323691
beer086 * Beer2 IRCTF Ga“%ﬁ g’ s PRINA323691
beer092 °© Cerveza (Strong ale) Bélgica Beer2 IRC7 S Ga“%ﬁ g’ s PRINA323691
3-10° Quercus cerris Italia Mediterranean Oak IRC7 F Almzlgla Set al. PRIEB7601
EXF 7200 ° Quercus robur Montenegro Mediterranean Oak IRC7 F Alm;i(;ila Set al. PRINA264372
HUN 9.1s1 ° Roble Hungria Mediterranean Oak IRC7 F Alm;i(;ila Set al. PRIEB7601
MB 7c°© Quercus pubescens Francia Mediterranean Oak IRC7 F Alm;i(;ila Set al. PRINA264372
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Mediterranean Oak

Mediterranean Oak

Mediterranean Oak

Mediterranean Oak

Mediterranean Oak

Mediterranean Oak

Mediterranean Oak

Mediterranean Oak

Mediterranean Oak

Mediterranean Oak

Mediterranean Oak

OakRom 3 ° Roble Rumania
PYR 4b* Quercus pubescens Grecia
ZP1008 © Quercus faginea Portugal

ZpP541° Fagus sylvatica Portugal
ZP360° Quercus pyrenaica Portugal
ZP562 Quercus ilex
ZP570° Bebidas espirituales. Portugal
ZP736 Rotten figs
ZpPg48° Quercus ilex Portugal
ZP850° Quercus ilex Espaiia
ZP851 Quercus ilex
beer001 * Cerveza Inglaterra
beer008 * Cerveza (Ale) Alemania
beer009 * Cerveza (Stout) Inglaterra
beer010 * Cerveza Inglaterra
beer012 * Cerveza (Bitter) Alemania
beer015 °* Cerveza Alemania
beer016 * Cerveza Alemania
beer022 * (re fgzrglf:zén) Alemania
beer026 * (re fgzrglf:;én) Alemania
beer031 * Cerveza (Trappist) Alemania
beer036 * Cerveza (Trappist) Inglaterra
beer037 *
beer041 * Cerveza (Lager) Alemania
beer043 * Cerveza (Lager) Alemania
beer045 *
beer046 °* Cerveza Bélgica
beer047 * Cerveza (Stout) Inglaterra
beer048 °* Cerveza (Pale ale) Inglaterra
beer049 * Cerveza (Pale ale) Inglaterra
beer050 *
beer052 *
beer051 *
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Almeida et al.

Liey i 2015 PRIEB7675
g Alngla S RiEBTROL
RCTF A AT
RezE | Almeidactal pp 601
2015
mre7F MG ERTe0n
IRC7TF Alm‘;igf‘set al. PRIEB7601
e
IRCTF Alm%if‘se’ - pPRIEBT601
IRC7TF Alm‘;igf‘se’ @ pRIEB7675
e
merp AR EmTe0n
IRCTF Ga“‘;‘(l)‘“i o s pRINA323691
Re7E O Eral pRrINA23691
IRCTF Ga“‘;‘(l)‘“i o s PRINA323691
IRCTF Ga“‘;‘(l)‘“i o s pRINA323691
Re7E O Eral pRrINA23691
IRCTF Ga“‘;‘(l)‘“i o s PRINA323691
IRCTF O NAS360]
merF NG NAII60]
RC7E Gall%ﬁ 6 - PRINA323691
IRCTF O NAS360]
N
RC7E Galkz)g?ée ot PRINA323691
IRCTF O NAS360]
merF ONGR e NASI60]
merF NG NASI60]
RCTF O NAS360]
merF CNGR e NASI60]
S
RCTF O NAS360]
N
merF ONGRE A NASI60]
RCTF O NAS360]
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beer053 *
beer054 *
beer055 °* Cerveza Inglaterra
beer056 *
beer064 *
beer065 °* Cerveza EEUU
beer066 *
beer068 *
beer069 *
beer070 *
beer071 °* Cerveza EEUU
beer073 °* Cerveza (Hefeweizen)  Alemania
beer075 °* Cerveza de trigo Bélgica
beer076 *
beer077 °*
beer078 *
beer079 *
beer081
beer082 *
beer087 *
beer089
beer090
beer094
beer096 *
beer098
beer099
beer100
beer101
beer102 *
FostersB °© Cepa cervecera
FostersO ° Cepa cervecera
NCYC 1044 ° British ale

Spirits005 * Bebidas espirituales Alemania

IRC7 F

IRC7 F

IRC7 F

IRC7 F

IRC7 F

IRC7 F

IRC7 F

IRC7 F

IRC7 F

IRC7 F

IRC7 F

IRC7 F

IRC7 F

IRC7 F

IRC7 F

IRC7 F

IRC7 F

IRC7 F

IRC7 F

IRC7 F

IRC7 F

IRC7 F

IRC7 F

IRC7 F

IRC7 F

IRC7 F

IRC7 F

IRC7 F

IRC7 F

IRC7 F

IRC7 F

IRC7 F

IRC7 F

Gallone et al.,
2016
Gallone et al.,
2016
Gallone et al.
2016
Gallone et al.
2016
Gallone et al.
2016
Gallone et al.
2016
Gallone et al.
2016
Gallone et al.
2016
Gallone et al.
2016
Gallone et al.
2016
Gallone et al.
2016
Gallone et al.
2016
Gallone et al.
2016
Gallone et al.
2016
Gallone et al.
2016
Gallone et al.
2016
Gallone et al.
2016
Gallone et al.
2016
Gallone et al.
2016
Gallone et al.
2016
Gallone et al.
2016
Gallone et al.
2016
Gallone et al.
2016
Gallone et al.
2016
Gallone et al.
2016
Gallone et al.
2016
Gallone et al.
2016
Gallone et al.
2016
Gallone et al.
2016
Borneman et al.,
2011
Gongalves et al.
2016
Dunn et al.
2012
Gallone et al.,
2016

PRINA323691
PRINA323691
PRINA323691
PRINA323691
PRINA323691
PRINA323691
PRINA323691
PRINA323691
PRINA323691
PRINA323691
PRINA323691
PRINA323691
PRINA323691
PRINA323691
PRINA323691
PRINA323691
PRINA323691
PRINA323691
PRINA323691
PRINA323691
PRINA323691
PRINA323691
PRINA323691
PRINA323691
PRINA323691
PRINA323691

PRINA323691
PRINA323691

PRINA323691
PRINA48569
ERS1108627

SAMNO00779790

PRINA323691
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TUM 148 © Cerveza Alemania
TUM 149 © Cerveza de trigo Alemania
TUM 165 ° British ale Inglaterra
TUM 174° Cerveza regional Alemania
TUM 175° Cerveza de trigo Alemania
TUM 177° Alt / Kolsch Cerveza Alemania
TUM 205 Cerveza de trigo
TUM 208 Cerveza Alemania
TUM 210° British ale / stout Inglaterra
TUM 211° British ale / stout Inglaterra
TUM 213 ° British Ale / Stout Inglaterra
TUM 308 ° Cerveza Alemania
o Diisseldorf,
TUM 338 Cerveza Alt Alemania
TUM 381° Cerveza Bélgica
TUM 503 © California Ale
TUM 507 © Cerveza
TUM 508 ° Irish ale / stout Irlanda
TUM 509 Irish Ale Inglaterra
TUM 510° British Ale Inglaterra
TUM 513° California ale
W205 ° Hefeweizen ale
Wine012 * Vino Inglaterra
bread001 * Pan
AGO15 °* Cepa vinica comercial Espaiia
AP13.1° Levadura panadera Portugal
beer005 °* Ale Cerveza Bélgica
beer006 * Cerveza
(refermentacion)
beer023 * Cerveza
(refermentacion)
beer025 * Cerveza_ )
(refermentacion)
beer028 * Cerveza_ )
(refermentacion)
Ale Cerveza R
03
beer029 (refermentacion) Bélgica
beer038 *
beer061 *
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Gongalves et al.

IRCTF e PRIEB13332
RezE | Galloneetal pp NA323691
2016
IRC7TF Gon‘f‘;lgfg etal pRIEBI3332
IRCTF Gon‘;;lgfg etal pRIEB13332
Re7F Oonealveseral ppipp333)
2016

IRC7TF Gon‘f‘;lgfg etal pRIEBI3332
IRCTF Ga“‘;(lﬁ gt s pRIEBI3332
IRCTF Gon‘;;lgfz etal pRIEB13332
g Gonczlgf 6 o PRIEB13332
Utey i Gonczlgf 6 o PRIEB13332
g Gonczlgf 6 «“ PRIEB13332
g Gonczlgf 6 «“ PRIEB13332
Ltey Gonczlgf 6 o PRIEB13332
g Gonczlgf 6 «“ PRIEB13332
g Gonczlgf 6 o PRIEB13332
Ltey Gonczlgf 6 o PRIEB13332
g Gonczlgf 6 «“ PRIEB13332
g Gangl(l)i 6 - PRIEB13332
Ltey Gonczlgf 6 o PRIEB13332
g Gonczlgf 6 «“ PRIEB13332
RC7TE | DU elah s aMN00779790
Liey i Gangl(lﬁ 6 o PRINA323691
Lo Gaugl(l)ei 6 - PRINA323691
IRC7 F This work PRINA646611
Ltey Barbzog g “ PRIEB24932
IRCTF O NAS360]
Litey i Gangl(lﬁ 6 - PRINA323691
LACrS Gangl(lﬁ 6 - PRINA323691
RCTF O NAS360]
IRCTF O NAS360]
Litey i Gangl(lﬁ 6 - PRINA323691
mrer7s O INAR23692
mre7s O NAT23693
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Gallone et al.,

bread002 * Pan IRC7 F 2016 PRINA323691
bread03 * Pan ’— Cy Gaugr(lﬁ 6 o PRINA323691
bread004 °* Pan Bélgica ‘ HEEY S Gaugr(lﬁ 6 o PRINA323691
MBG17° Levadura panadera Marruecos ‘ IRC7 S szlg fzt al. SAMNO00779790
Platinum ° Cepa comercial ’— IRC7 F Gonc;l(;ff 2 etal PRJEB13332
PYCC 4226 ° Cepa comercial ‘ LEEAS G"“"'Zlgf . o PRJEB13332
Spirits001 * Bebidas espirituales ‘ IRCT F Gall(;r(l;-”'i gt al., PRINAS23601
Spirits003 * Bebidas espirituales ‘ IRC7 S Gall(;r(l;-”'i gt al., PRINA3236]
TUM 480 ° Cerveza Opaque Sudafrica ‘ IRC7TF Gonc;lgf i etat PRIEB13332
TUM 506 ° British ale Inglaterra ‘ IRC7 F Gonc;l(;ff 2 etal. PRIEB13332
wild0os * Salvaje ‘ ey Gaugr(lﬁ o - PRINA323691
wild006 * Salvaje ‘ ey Gan%eigt - PRINA323691
wild0o7 * Salvaje ‘ IRC7 S Gangr(lﬁ 6 o PRINA323691
bioethanol001 * Bioetanol Sake / Asian IRC7F Gau‘z’gf . tal. PRINA323691
bioethanol003 * Bioetanol Sake / Asian IRCTF Ga“‘z’g‘l* Sl PRINA323691
bioethanol004 * Bioetanol Sake / Asian IRC7F Gau‘z’gf . tal. PRINA323691
CBS 1585° Sake Japon Sake / Asian e G"“"'Z‘Jfé et PRIEB13332
CBS 1598 ° Sake Japén S IRC7 F G"“‘?;lgfg etal. pRIERI3332
CBS 435 © Sake Japon Sake / Asian Re7 R OO el
Kyokai 7° Sake Japon Sake / Asian Re7E AR s
NRRLY 11572° Budod Filipinas S IRC7 F G"“‘?;lgfg etal. pRIERI3332
NRRLY 12844 ° Budod Filipinas Sake / Asian IRCTF Gon‘;;lgfg etal pRIEB13332
<ake001 * Sake Sake / Asian mezE SN e sl
sake003 * Sake Sake / Asian RezE g sl
<ake004 * Sake Sake / Asian RezE NG sl
sake005 * Sake Sake / Asian IRC7F Gau‘z’gf g’ . pRINA323691
<ake006 * Sake Sake / Asian RezE g sl
<ake00T * Sake Sake / Asian RezE NG Aol
TUM 127° Cervezadetrigo  Alemania Sake / Asian Rz R OOl s
TUM 184 Cerveza Alt Alemania Sake / Asian IRC7F Gonc;lgf 2 et al. PRIEBI13332
TUM 380 ° Cerveza Lambic Bélgica Sake / Asian IRC7F Gon‘;;lgfg etal. PRIEB13332
TUM 68 ° Cerveza de trigo Alemania Sake / Asian IRC7 F Gonc;lgf 2 etal. PRJEB13332
UCs °© Sake Japon Sake / Asian IRC7F  Justin Fay, WU PRINAG60197
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wild0od * Sake / Asian rezp GO el 360
YISHI® Bioetanol China Sake / Asian IRCTF Zhe;glezt al. PRINA72403
NRRL-YB-4084 ° Coco Filipinas Philippines IRCTF G"“‘?;lgfg etal. PRIEB13332
YIM1400 ° Guava Filipinas Philippines IRCTF Strozp(fl? al. PRINA18991 1
YIM1401 © Papaya Filipinas Philippines IRCTF Strozp(flef; al. PRINAI89912
YIM1479 Coco Filipinas Philippines IRCTF St“’zp(flef; al. PRINA189929
beer007 Cerveza (Ale) e Ga“%?é ot PRINA323691
beer044 Cerveza (Pale ale) IRCTF Gall(z)gt; 6et al. PRINA323691
SDO 3s1 ° Roble EE.UU. IRCTF Alm‘;i(?f‘ 5et “ PRIEB7601
YIMI1273 Roble tree EE.UU. RCTE S A o801
YIM1434 Roble IRCTF Strongl? “ PRINA189919
YPS 1009 °© Roble EE.UU. IRC7 F  Justin Fay, WU PRINAG0223
YPS 128 ° Quercus alba EE.UU. IRC7F  Yueetal 2017 PRIEB7245
ZP1050 ° Quercus ilex Portugal IRC7F Almzigf 5et “ PRJEB7675
ZP530° Castanea sativa Portugal IRC7 F Alm;i(;ila Set al. PRIEB7601
ZP651° Quercus acutissima Japén IRC7 F Alm;i(;ila Set al. PRIEB7601
ZP652 ° Quercus acutissima Japén IRC7 F Alm;i(;ila Set al. PRJEB7601
7ZP656 ° Quercus acuta Japén IRC7 F Alm;i(;ila Set al. PRJEB7601
ZP779 ° Quercus acutissima Japén IRC7 F Alm;i(;ila Set al. PRJEB7601
ZP781° Quercus serrata Japon IRC7 F Alm;i(;ila Set al. PRIEB7601
ZP785° Quercus dentata Japén IRC7 F Alm;i(;ila Set al. PRJEB7601
PW5° Vino de palma Nigeria West Africa IRC7 F  Justin Fay, WU PRINAG60181
SK1 Suelo West Africa IRC7F  Yueetal., 2017 PRJEB7245
YIMI439° Cerveza Oc’éifdrie‘;ial West Africa RC7E ST 189920
YIMI1248 Oc’éifdﬁe‘;ial West Afiica RCTE SO A lsosss
YIM195° Vino de palma Nigeria West Africa IRC7 F Strozp(;: 1? al. PRINA 189849
UWOPSOOS_433 3 Néctar de palma Malasia Malaysia IRC7F Gonc;z;lgf 2 etal. PRJEB13332
UWOPS 03-461.4 ¢ ctar de palma Malasia Malaysia IRC7F  Yueetal. 2017 ~ PRIEB7245
YIM1447 © Néctar de palma Malasia Wl RC7TE | STt pRINAIS9923
beer017 * Mosaic IRCT F Gall%ﬁ o - PRINA323691
beer018 * Mosaic IRC7 S Ga“‘;%i o - PRINA323693
beer019 * Mosaic IRCT F Gall%ﬁ o - PRINA323692
beer035 * Mosaic IRCT F Gall%ﬁ o - PRINA323707
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beer042 *
beer057 *
beer058 *
beer060 *
beer072 °*
beer074 °*
beer093 °©
bioethanol002 *
bioethanol005 *
laboratory001 *
laboratory002 *
Spirits006 *
Spirits007 *
Spirits008 *
Spirits009 *
Spirits010 *
wild001 *
wild002 *
wild003 *
Wine002 *
Wine008 *
Wine016 *

Wine019 *

Gallone et al.,
2016
Gallone et al.,
2016
Gallone et al.,
2016
Gallone et al.,
2016
Gallone et al.,
2016
Gallone et al.,
2016
Gallone et al.,
2016
Gallone et al.,
2016
Gallone et al.,
2016
Gallone et al.,
2016
Gallone et al.,
2016
Gallone et al.,
2016
Gallone et al.,
2016
Gallone et al.,
2016
Gallone et al.,
2016
Gallone et al.,
2016
Gallone et al.,
2016
Gallone et al.,
2016
Gallone et al.,
2016
Gallone et al.,
2016
Gallone et al.,
2016
Gallone et al.,
2016
Gallone et al.,
2016

PRINA323696

PRINA323708

PRINA323709

PRINA323710

PRINA323715

PRINA323713

PRINA323714

PRINA323695

PRINA323694

PRINA323716

PRINA323717

PRINA323704

PRINA323706

PRINA323705

PRINA323711

PRINA323712

PRINA323701

PRINA323702

PRINA323700

PRINA323703

PRINA323697

PRINA323698

PRINA323699
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Tabla III: Medios de cultivo usados en el fenotipado de cepas de S. cerevisiae.

Medio Cédigo Categoria
Glucosa 0,5% Glu 0,5% Fuente de carbono
Glucosa 2% Glu 2% Fuente de carbono
Glucosa 8% Glu 8% Fuente de carbono
Glucosa 16% Glu 16% Fuente de carbono
Glucosa 32% Glu 32% Fuente de carbono
Fructosa 2% Fru 2% Fuente de carbono
Fructosa 32% Fru 32% Fuente de carbono
Galactosa 2% Gal 2% Fuente de carbono
Lactosa 2% Lac 2% Fuente de carbono
Sacarosa 2% Suc 2% Fuente de carbono
Maltosa 2% Mal 2% Fuente de carbono
Glicerol 2% Gli 2% Fuente de carbono
Sorbitol 2% Sor 2% Fuente de carbono
Etanol 2% Eth 2% Fuente de carbono
Metanol 2% Met 2% Fuente de carbono
Precultivo con fructosa Fru PC Fuente de carbono
Acido tartarico 2% Tar 2% Fuente de carbono
Acido citrico 2% Cit 2% Fuente de carbono
Precultivo sin glucosa Glu dep Fuente de carbono
Sin acido succinico Succ dep Fuente de carbono
Mosto natural Must Ambiente
Mosto de uva sintético! SGM Ambiente
Baja temperatura (20°C) 20°C Ambiente
Alta temperatura (37°C) 37°C Ambiente
Bajo pH (3,5) pH 3,5 Ambiente
Alto pH (7) pH7 Ambiente
Bajo amonio (0,1%) Am 0,1% Fuente de nitrogeno
Sin aminoacidos aa dep Fuente de nitrogeno
Asparagina 0,5% Asp 0,5 % Fuente de nitrogeno
Citrulina 0,5% Cit 0,5% Fuente de nitrogeno
Acido glutamico 0,5% Glut 0,5% Fuente de nitrogeno
Glutamina 0,5% Gln 0,5% Fuente de nitrogeno
Metionina 0,5% Met 0,5% Fuente de nitrogeno
Leucina 0,5% Leu 0,5% Fuente de nitrogeno
Serina 0,5% Ser 0,5% Fuente de nitrogeno
Valina 0,5% Val 0,5% Fuente de nitrogeno
Citrulina-Metilamina? Cit-MA Fuente de nitrogeno
Etanol 7% Et 7% Quimicos
Etanol 16% Et 16% Quimicos
NaCl 0,85 M NaCl Quimicos
CuCl2 375 uM CuCl» Quimicos
KCi2M KC1 Quimicos
CdCl2 100 uM CdCl12 Quimicos
Ditiotreitol 1,6 mM DTT Quimicos
Metilamina 100 mM MA Quimicos
Metabisulfito sodico 400 ppm MBS Quimicos
-mercaptoetanol 15 mM B-Mer Quimicos
Dimetil sulféxido 2% DMSO Quimicos

' Henschke y Jiranek (1993), 2 Thibon et al. (2008)
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4 CAPITULO 2:

Influencia de Torulaspora delbrueckii y Metschnikowia
pulcherrima en el perfil sensorial del vino a través de la
liberacion de tioles (3SH, 3SHA y 4MSP) en fermentaciones
secuenciales con Saccharomyces cerevisiae.
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4.1 Planteamiento

La composicion quimica de los vinos y, por tanto, sus caracteristicas sensoriales estan
determinadas, en gran medida, por los metabolitos liberados por las levaduras durante la
fermentacion alcohdlica. Por ello, la diversidad genética y metabolica asociada a las
levaduras es determinante en el perfil aromatico de los vinos. Entre los metabolitos
volatiles odorantes liberados por las levaduras, los compuestos azufrados tienen un gran
impacto en el aroma de los vinos, debido a su bajo umbral de percepcion. Los tioles
volatiles polifuncionales destacan como los compuestos azufrados més importantes
dentro del aroma varietal de ciertos vinos blancos (i.e. var. Sauvignon blanc, Verdejo).
Este grupo incluye el 4-metil-4-sulfanilpentan-2-ona (4MSP), el 3-sulfanilhexan-1-ol
(3SH) y su derivado acetilado, el 3-sulfanilhexil acetato (3SHA). Las bases genéticas de
la liberacion de tioles por parte de las levaduras han sido estudiadas en S. cerevisiae,
estableciendo al gen /RC?7, codificante para una enzima cistationina-p-liasa, como uno de
los genes mas determinantes en la liberacion de tioles, especialmente el 4MSP, a partir
de los correspondientes precursores cisteinilados (cys-4MSP). Como se ha demostrado
en el capitulo 1, la mayoria de las cepas vinicas de S. cerevisiae poseen un alelo no
funcional para la liberacion de tioles. En este contexto, y en base a las evidencias
aportadas por Belda et al. (2016a), las levaduras no-Saccharomyces se postulan como una
herramienta interesante para la revelacion de tioles volatiles en el vino. Asi, en el estudio
presentado en el capitulo 2 de esta Tesis Doctoral se analiz6 el impacto, en fermentaciones
secuenciales junto con S. cerevisiae, de dos cepas de especies no-Saccharomyces (T.
delbrueckii NS-TD y M. pulcherrima NS-EM-34) en la mejora del perfil sensorial de los

mismos.
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4.2 Material y métodos

4.2.1 Cepas de levaduras, medios de cultivo e identificacién molecular

Las cepas de S. cerevisiae Viniferm AG012 y Viniferm AGO023 y la cepa de T.
delbrueckii Viniferm NS-TD fueron provistas por Agrovin S.A. (Espafia). La cepa de M.
pulcherrima NS-EM-34 fue obtenida de la Complutense Yeast Collection (CYC). Para el
mantenimiento rutinario de las cepas se empled el medio Sabouraud-Cloranfenicol
(Oxoid, Reino Unido). Para identificacion taxonémica de los cultivos se realizo la la
extraccion de ADN, siguiendo el método descrito por Querol ef al. (1992), seguida de la
secuenciacion parcial del gen de la subunidad 26S del ARNr (cebadores NL-1 5'-
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’ y NL-4 5'-GGTCCG
TGTTTCAAGACGG') (Kurtzman y Robnett, 1997). Las secuencias obtenidas fueron
analizadas y comparadas haciendo uso de la herramienta BLAST, confirméndose la
pureza de los cultivos. Los tipados de las cepas de S. cerevisiae se realizaron mediante la
amplificacion de la region interdelta del genoma de S. cerevisiae (cebadores delta 12 5'-
TCAACAATGGAATCCCAAC-3' y delta 21 5'- CATCTTAACACCGTATATGA-3')
siguiendo el procedimiento de PCR y electroforesis de acidos nucleicos descritos en la

bibliografia (Legras y Karst 2003).

4.2.2 Genotipado del gen IRC7

Las cepas de S. cerevisiae Viniferm AG012 y Viniferm AG023 fueron usadas como
cepas homocigotas para el alelo completo de IRC7 (IRC7¥) y para el alelo portador de
una delecion de 38-pb (IRC75), respectivamente. Se confirmaron los genotipos /RC7
usando los cebadores PF6 (5'-AGCTGGTCTGGAGAAAATGG-3") y PR7 (5'-
TCTTCTGCGAGACGTTCAAA-3") disefiados por Roncoroni et al. (2011). Estos
cebadores amplifican una region cercana al extremo 3" del gen /RC7 que comprende una
secuencia de un tamafio comprendido entre 219 pb y 181 pb, segun se trate del alelo
completo o del portador de la delecion, respectivamente. Para la reaccion de PCR se
empled una mezcla de reaccion compuesta por 25 ul del preparado de polimerasa
DreamTaq Green (Life Technologies Ltd., UK), 2 ul de cada cebador y 19 ul de agua
Milli-Q, en un volumen final de 48 pl, al que se adicionan 2 pl de ADN muestra (50 ng/pl)
extraido de las levaduras segun el método descrito por Querol et al. (1992). Se utilizo6 el
termociclador “Eppendorf Mastercycler” con el siguiente programa de PCR:

desnaturalizacion inicial: 4 minutos a 94 °C; 35 ciclos de amplificacion
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(desnaturalizacion: 15 segundos a 94 °C; hibridacion: 30 segundos a 56 °C; elongacion:
60 segundos a 72 °C); elongacion final: 5 minutos a 72 °C; refrigeracion: 10 °C. Los
productos de PCR fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa (2% p/v) en un
volumen de 150 ml de tampon TAE 1X, con 7 pl de GelRed® (Biotium) como colorante
para acidos nucleicos. Para el desarrollo de la electroforesis se emple6 un voltaje de 80 V

durante 60 minutos.

4.2.3 Busqueda vy caracterizacion del gen IRC7 ortologo de S. cerevisiae en
las levaduras no-Saccharomyces

A partir del genoma secuenciado de dos cepas de 7. delbrueckii (T. delbrueckii NRRL
Y-50541, nimeros de acceso GenBank de CP011778 a CP011785;y T. delbrueckii CBS
1146, nimeros de acceso GenBank de NC 016501 a NC 0165018), y utilizando la
herramienta bioinformatica BLAST-NCBI se identificé el gen /IRC7 putativo en 7.
delbrueckii (nimero de acceso GeneBank: TDELODO06630). Por el contrario, no se
encontro el gen ortdlogo de IRC7 en el genoma de M. pulcherrima disponible en GenBank
(nmimero de acceso GenBank GCA 009932455.1). Se usé el programa informatico
Clustal Omega para llevar a cabo los alineamientos de las secuencias de proteinas, y el
programa MUSCLE para estimar las distancias filogenéticas entre las secuencias de
proteinas de las distintas cepas, manteniendo los pardmetros por defecto. Se disefiaron los
cebadores IRC7-TOR-F e IRC7-TOR-R, con la secuencia ortdloga a los cebadores PF6 y
PR7 (Roncoroni et al., 2011), para la amplificacion por PCR de la region 3'del gen /RC7
en el genoma de 7. delbrueckii de las siguientes cepas procedentes de la coleccion CYC:
NS-G-9, NS-G-27, NS-G-46, NS-G-62, NS-G-66, NS-G-71, NS-G-72 y NS-PDC-169.
Ademas, se usé la cepa S. cerevisiae S-EM-10 como cepa control heterocigota para el
gen /RC7 para la correcta visualizacion de las bandas de electroforesis correspondientes
a ambos alelos. Por ultimo, y para comprobar la especificidad de los cebadores, se
procedio a la amplificacion de la region 3" del gen IRC7 de la cepa de S. cerevisiae S-
EM-10 con la pareja de cebadores IRC7-TOR-F e IRC7-TOR-R, no observandose
amplificacion. Para la amplificacion de la region polimorfica de IRC7 en T. delbrueckii
se utilizo el siguiente programa de PCR: desnaturalizacion inicial: 2 minutos a 94 °C; 35
ciclos de amplificacion (desnaturalizacion: 15 segundos a 94 °C; hibridacion: 30
segundos a 57 °C; elongacion: 60 segundos a 72 °C); elongacion final: 5 minutos a 72
°C; refrigeracion: 10 °C. Los productos de PCR se analizaron por electroforesis de la

misma manera que los productos de amplificacion de los genes de S. cerevisiae.
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4.2.4 Vinificaciones vy cinéticas de crecimiento

Se realizaron los siguientes ensayos de fermentacion por triplicado: 1) Inoculacion de
S. cerevisiae Viniferm Diana (ScD); 2) Inoculacion de S. cerevisiae Viniferm Revelacion
(ScR); 3) Inoculacion secuencial de M. pulcherrima NS-EM-34 seguida de S. cerevisiae
Viniferm Diana (MP...ScD); 4) Inoculacion secuencial de M. pulcherrima NS-EM-34
seguida de S. cerevisiae Viniferm Revelacion (MP...ScR); 5) Inoculacion secuencial de
T. delbrueckii NS-TD seguida de S. cerevisiae Viniferm Diana (TD...ScD); 6)
Inoculacion secuencial de 7. delbrueckii NS-TD seguida de S. cerevisiae Viniferm
Revelacion (TD...ScR). En los ensayos de fermentaciones secuenciales, el indculo de la
correspondiente cepa de S. cerevisiae fue incorporado tras determinar un descenso de 15
g/L en la densidad inicial del mosto, asegurando una contribucion significativa de la cepa
no-Saccharomyces inoculada inicialmente.

Se realizaron precultivos de todas las cepas en un medio predefinido a base de mosto
de uva (12,5% de mosto concentrado (concentracion final de glucosa + fructosa de 50
g/L), 1% de extracto de levadura, 0,5% de proteosa peptona n°3, pH 3,5). Este medio se
esterilizo en autoclave a 121 °C durante 20 minutos. Los precultivos se ajustaron para
alcanzar una concentracion final en el mosto de 10° células/mL para cada cepa
(consiguiendo una proporcion de 1:1 en el caso de los ensayos de fermentaciones
secuenciales). Todas las fermentaciones se prepararon usando el mosto procedente de la
variedad Verdejo de Vitis vinifera L., con la siguiente composicion: 223 g/L de azicares
(glucosa + fructosa), 214 mg/L de nitrogeno asimilable, 189 g/L. de 4cido malico y pH de
3,31. Se utilizaron botellas de 5L con 3,5L de mosto, dejando suficiente espacio para la
emision de CO». Todas las fermentaciones se llevaron a cabo a una temperatura de 20 °C.
Una vez que la fermentacion de los azlcares se completd (es decir, se alcanzd una
concentracion final de glucosa y fructosa por debajo de 4 g/L), se anadié 50 mg/L de SO,
en forma de metabisulfito potasico (Panreac, Espafia). Después, las fermentaciones se
almacenaron durante 7 dias a 4 °C, tras los cuales, se embotelld el vino. Las botellas se
almacenaron en posicion horizontal en una cdmara climatica TR2V120 (La Sommeliere,
Francia) a 18 °Cy 70% de humedad relativa. Estas condiciones se mantuvieron hasta que
se llevo a cabo la evaluacion sensorial.

Las cinéticas de crecimiento se monitorizaron mediante la siembra de 50 pL de la
dilucién apropiada en medio Sabouraud-Cloranfenicol (para en recuento total de

levaduras) y en medio lisina (Oxoid, Reino Unido) (para el recuento de las levaduras no-
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Saccharomyces). Las colonias se contaron tras la incubacion de los cultivos a 28 °C

durante 48h.

4.2.5 Determinacién analitica de compuestos no volatiles

Las concentraciones de azlcares (glucosa+fructosa), Nitrogeno Amino Primario
(NAP), amonio, acido L-madlico, 4cido L-lactico, acido acético, acido pirtvico,
acetaldehido, acido citrico, glicerol y el indice de etanol fueron determinadas por
valoracion enzimdtica y espectrofotometria mediante el uso del Autoanalizador Y15
(Biosystems, Espafia), con los kits adecuados suministrados por el fabricante. El
contenido en etanol se determind utilizando el método de ebullicion GAB Microebu

(GAB, Espana). El pH se determind con un pH-metro Crison Basic (Crison, Espafia).

4.2.6 Determinacién analitica de compuestos volatiles

Los compuestos aromaticos producidos en la fermentacion alcohdlica, constituyentes
de las distintas familias de aromas fermentativos (alcoholes superiores, ésteres y acidos
grasos volatiles) se determinaron siguiendo el método de Rapp et al., (1994) con las
siguientes modificaciones. Para la extraccion, se afiadié 2g de cloruro de sodio (Carl Roth,
Alemania) a 10 mL de la muestra de vino, seguido de 10 pL de la solucion del estandar
interno (2,6-dimetilhept-5-en-2-ol (1188 pg/L) y cumeno (107 pg/L)), y 100 pL del
solvente de extraccion (1,1,2-tricloro-1,2,2-trifluoroetano (Kaltron, Alemania)). La
mezcla se agitd durante 20 min y después centrifugada durante 8 min a 3000 rpm. La fase
organica se elimino y se seco sobre sulfato de sodio anhidro (Carl Roth, Alemania). Para
la cromatografia de gases-espectrometria de masas, se inyectaron 2 pL del extracto en
una columna capilar VF-5MS (5% de fenil metil siloxano, Varian, Alemania) de 60 m x
0.32 mm x 1.0 pm instalada en un cromatografo de gas (Hewlett Packard 5890 Serie II)
equipado con un sistema de inyeccion refrigerado CIS 3 (Gerstel, Alemania) que funciona
en modo sin divisiéon (temperatura inicial 30 °C, velocidad de 12 °C/s hasta 230 °C,
mantenido durante 4 minutos). Se us6 helio como gas portador a una velocidad de flujo
constante (1,0 ml/min). La temperatura del cromatografo de gases se program6 de 40 ° C
(5 min) a 125 °© C a una velocidad de 3 °C/min y luego hasta 200 °C a una velocidad de 6
°C / min (14,2 min). Se utilizé un detector selectivo de masas (Hewlett Packard 5972)
que funciona en modo de impacto de electrones para la deteccion (temperatura de 180
°C) en modo de exploraciéon (rango de exploracion: masa 35 a masa 250; 3,43

exploraciones/s).
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La cuantificacion de tioles volatiles se llevd a cabo mediante el método descrito por
Ferreira et al. (2007), optimizado por Kapaklis (2014), usando un cromatografo de gases
Agilent 6890 N (Agilent, EE. UU.), equipado con un sistema de inyeccién refrigerado
CIS4 (Gerstel, Alemania) y acoplado a un detector selectivo de masas MS 5975C
(Agilent). La separacion se realiz6 usando una columna capilar BP200 (SGE, Australia)
con las dimensiones 50m x 0.22 mm ID x 0,25 um (grosor de pelicula). Antes de la
extraccion, se afiadié una solucion del estdndar interno (4-metoxi-2-metilbutano-2-tiol) a
50 ml de muestra de vino para lograr una concentracion de 200 ng/L. Posteriormente, los
tioles volatiles se extrajeron selectivamente del vino por combinacién reversible del tiol
a p-hidroximercuribenzoato sodico, segin lo descrito por Tominaga y Dubourdieu
(2006). Se inyectaron 7 pL del extracto resultante en un programa de modo de ventilacion
con solvente, inicialmente a 30 °C, elevado a 230 °C a 12 °C/s y un tiempo de retencion
de 30 min, mientras que el flujo de purga fue de 50 mL/min usando helio (Praxair) como
gas de purga. La temperatura del horno se establecid inicialmente en 40 °C, manteniendo
esta temperatura durante 4 min, y luego la temperatura se increment6 a hasta 200 °C (3°
C/min), después hasta 240 °C (15 °C/min) durante 60 min, seguido de 20 min
manteniendo la temperatura a 240 °C. Se utilizo helio como gas portador a un caudal
constante de 1 mL/min. La temperatura de la interfaz de espectrometria de masas se ajusto
a 260 °C y la temperatura de la fuente de iones a 230° C. Los datos de espectrometria de
masas se adquirieron en modo de impacto de electrones (energia de colision 70 eV) en

monitorizacion de iones seleccionados (SIM).

4.2.7 Andlisis sensoriales

Los vinos finales fueron analizados sensorialmente a ciegas por un panel de 10
catadores experimentados, miembros del Departamento de Tecnologia de Alimentos de
la Universidad Politécnica de Madrid. Los miembros del panel evaluaron los vinos por
triplicado, usando 20 atributos previamente descritos de acuerdo con la idea de tipicidad
de vinos Verdejo, en dos sesiones en dias diferentes. Para cada atributo se utiliz6 una
escala de percepcion desde O (sin percepcion del atributo) a 10 (percepcion del atributo

muy fuerte).
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4.2.8 Anélisis estadisticos

Todos los andlisis estadisticos se realizaron con el software R, version 3.6.3 (R
Development Core Team 2013). El Analisis de la Varianza (ANOVA) y el test de Tukey

se aplicaron para comparar las medias en las distintas comparativas.
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4.3 Resultados

4.3.1 Cinéticas poblacionales v consumo de aziicares

Observando las cinéticas de consumo de aztcares, las fermentaciones individuales con
las cepas de S. cerevisiae (ScD y ScR) tardaron 15 dias en finalizar el consumo de los
azucares del mosto, mientras que las fermentaciones secuenciales con M. pulcherrima
(MP...D y MP...R) y T. delbrueckii (TD...D y TD...R) tardaron 25 y 20 dias,
respectivamente (Figura 16). En las fermentaciones secuenciales se observo un ligero
consumo de azicares durante los primeros 4 dias de fermentacion, atribuible a la actividad
de las levaduras no-Saccharomyces inoculadas (Figura 16C-F) pero que fue, en todos
casos, inferior al consumo mostrado en el mismo periodo por las cepas de S. cerevisiae
en los correspondientes ensayos de fermentacion individuales (Figura 16A-B). Tras la
inoculacién de la cepa de S. cerevisiae en las fermentaciones secuenciales (dia 4 de
fermentacion) se observo un rapido descenso de la concentracion de azlcares, hasta su
consumo total al final de la fermentacion. Sin embargo, las tasas maximas de consumo
de azucares fueron menores en las fermentaciones secuenciales con ambas especies no-
Saccharomyces que en las fermentaciones individuales.

Teniendo en cuenta las dindmicas poblacionales, las dos fermentaciones individuales
de S. cerevisiae (ScD y ScR) muestran cinéticas de crecimiento similares, en las que se
alcanzo la concentracion celular maxima a los 4 dias desde la inoculacion (6-107 ufc/mL
de promedio), y manteniendo la poblacion viable (mas de 2-10° ufc/mL para las dos
cepas) hasta el final de la fermentacion. En el caso de las fermentaciones secuenciales,
las poblaciones de M. pulcherrima NS-EM-34 alcanzaron su concentracion celular
maxima a los 4 dias, coincidiendo con el dia en que se inoculd la correspondiente cepa de
S. cerevisiae, momento a partir del cual se observéd un rapido descenso de su poblacion
viable, hasta que dejé de detectarse en la fermentacion (dia 9). En el caso de la poblacion
de T. delbrueckii NS-TD, pudo observarse el crecimiento de dicha cepa incluso después
de la inoculacion de la cepa de S. cerevisiae, en concreto hasta el dia 6 de fermentacion,
momento en el cual su concentracion comenz6 a disminuir hasta dejar de ser detectable

por cultivo en placa en el dia 9 de fermentacion (Figura 16).
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Figura 16: Representacion del recuento de levaduras durante los ensayos de fermentacion. El consumo de
glucosa y fructosa (linea azul) esta también representado. El recuento total de levaduras esta representado
por una linea continua mientras que el recuento de levaduras no-Saccharomyces esta representado por una
linea discontinua. La flecha negra representa el momento de inoculacién de la correspondiente cepa de S.
cerevisiae. u.f.c. (unidades formadoras de colonias). A) Fermentacion individual de S. cerevisiae Viniferm
Diana. B) Fermentacion individual de S. cerevisiae Viniferm Revelacion (ScR). C: Fermentacion secuencial
llevada a cabo con la inoculacion de M. pulcherrima NS-EM-34 seguida de la inoculacion de S. cerevisiae
Viniferm Diana después del consumo de 15 g/L de azlcares. D) Fermentacion secuencial llevada a cabo con
la inoculacion de M. pulcherrima NS-EM-34 seguida de la inoculacion de S. cerevisiae Viniferm Revelacion
después del consumo de 15 g/L de azlicares. E) Fermentacion secuencial llevada a cabo con la inoculacion
de T. delbrueckii Viniferm NS-TD seguida de la inoculacién de S. cerevisiae Viniferm Diana después del
consumo de 15 g/L. de azucares. F) Fermentacion secuencial llevada a cabo con la inoculacion de T.
delbrueckii Viniferm NS-TD seguida de la inoculacién de S. cerevisiae Viniferm Revelacion después del
consumo de 15 g/L de azucares.

4.3.2 Anélisis de metabolitos de interés enoldgico en el vino

La Tabla 4 muestra la concentracion final de diferentes metabolitos representativos de
los parametros enologicos basicos en el vino. Respecto a los azlicares residuales no se
observaron diferencias respecto a las fermentaciones individuales y las fermentaciones

secuenciales con las dos cepas no-Saccharomyces, siendo en todos los ensayos
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concentraciones inferiores a 4g/L, por lo que se puede considerar que en todos los ensayos
se finalizd completamente la fermentacion alcohdlica. A pesar de ello, si que se observo
un menor contenido en etanol en las fermentaciones secuenciales en las que participaron
las cepas no-Saccharomyces (p<0,05), con disminuciones promedio de 0,61% (v/v) y de
0,52 %(v/v) en los ensayos con M. pulcherrima 'y con T. delbrueckii, respectivamente.
Adicionalmente, estas fermentaciones mixtas mostraron concentraciones finales de
glicerol mayores que las fermentaciones individuales de S. cerevisiae (p<0,05). Respecto
al metabolismo de 4cidos organicos, no se observo un patrén claro en las fermentaciones
secuenciales en las que participaron las cepas no-Saccharomyces (tanto en la degradacion
de acido malico como en la produccion de acido lactico). Como consecuencia, tampoco

se vio afectado el pH final de los vinos.

Tabla 4. Resultados analiticos de los parametros fermentativos al final de los diferentes ensayos realizados.
Los valores para las concentraciones se expresan en g/L salvo indicacion expresa.

Compuestos ScD ScR MP...ScD MP...ScR TD...ScD TD...ScR
Acido L-lactico 0,10 £0,01°  0,10£0,01°  0,14+0,03*  0,15+£0,05* 0,16 0,05 0,17+ 0,06"
Acido L-malico ~ 1,83+0,06°  1,60+0,00°  1,62+0,06*  151+0,07° 1,77+0,06 1,67+ 0,06

Acido acético  0,39+0,01°  037+0,01"  0,36+0,03" 0,38+0,04®  030+0,04  0,30+0,03"
Glucosatfructosa 3,27 +0,15° 3,57+0,35% 3,45+ 0,36 3,66 + 0,417 3,70 + 0,36° 3,73 + 0,00°

Glicerol 4764005 500+0,07°  548+0,08  552+£009%  573£0,099  578+0,13¢
pH 336+0,03  333+001°  336+002°  335+0,02°  335+001°  338+0,01°

Acetaldehi

CZE g(}i)ldo 54,67+5,13°  47,69+3,79" 39,00+2,11® 37,42+328" 34,00+2,00° 32,67+4,16

Acidocitrico  0,24£0,01*  025+0,01°  026+0,02*  023+0,02* 0224002  0,21+0,03

b b a a a a
Alcohol (% wh) ~ 13:00£0,01°  12974£0,06°  1238+0,05°  12,3440,04* 12,53+0,06" 12,40 +0,00

Los resultados representan los valores medios de tres replicas junto con la desviacion estandar. Las medias
en la misma fila con la misma letra indica que no existen diferencias significativas (p<0,05). ScD:
Fermentacion individual con S. cerevisiae Diana (ScD); SeR: Fermentacion individual con S. cerevisiae
Revelacion; MP...ScR: Fermentacion secuencial con M. pulcherrima NS-EM-34 y S. cerevisiae Diana.
MP...ScD: Fermentacion secuencial con M. pulcherrima NS-EM-34y S. cerevisiae Revelacion. TD...ScD:
Fermentacion secuencial con 7. delbrueckii NS-TD y S. cerevisiae Diana. TD...ScR: Fermentacion
secuencial con T. delbrueckii NS-TD y S. cerevisiae Revelacion.

En el caso del 4acido acético se observo una reduccidon su concentracion final en las
fermentaciones secuenciales con 7. delbrueckii, siendo significativa solo en el caso de las
fermentaciones con la cepa de S. cerevisiae Diana (p<0,05), no asi con las de M.
pulcherrima, con respecto a las fermentaciones individuales con S. cerevisiae. La
concentracion final de acetaldehido en las fermentaciones secuenciales, tanto con M.
pulcherrima como con T. delbrueckii, fue notablemente menor que en el respectivo

control de las fermentaciones individuales con S. cerevisiae, con descensos respecto a los
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respectivos controles ScD y ScR de 20 y 15mg/L en el caso de T. delbrueckii, y de 15y

10 mg/L en el caso de M. pulcherrima.

4.3.3 Produccién de tioles varietales volatiles

Las cepas de S. cerevisiae, en las fermentaciones individuales, produjeron

concentraciones de 3SH muy por encima de su umbral de deteccion (aproximadamente:

60 ng/L). En el caso de su derivado acetilado (3SHA) se alcanzaron concentraciones

moderadas, aunque en todo caso por encima de su umbral de deteccion sensorial (de

alrededor de 4 ng/L), y siempre proporcionales a las concentraciones del tioL 3SH. Sin

embargo, para el tiol 4MSP, la concentracion final fue muy baja en el caso del ensayo

ScR (cepa homocigota para el alelo IRC7F) -apenas superando su umbral de deteccion

(alrededor de 1 ng/L)- y no detectable en el ensayo ScD (cepa homocigota para el alelo

IRC75 delecionado).
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Figura 17: Produccion de tioles varietales en los distintos ensayos de fermentacion. 3SHA: 3-sulfanilhexil

acetato. 3SH: 3-sulfanilhexan-1-ol. 4MPS: 4-sulfanilpentan-2-ona. Las letras diferentes representan

diferencias estadisticamente significativas (p< 0,05) entre los ensayos para cada tiol analizado.

Respecto a las fermentaciones secuenciales, se observé un efecto destacado de ambas

cepas no-Saccharomyces en la concentracion de los distintos tioles arométicos. En primer

lugar, las fermentaciones en las que participd M. pulcherrima mostraron menores

concentraciones finales de 3SH y 3SHA comparadas con las fermentaciones control de

S. cerevisiae (Figura 17), aunque en todos los ensayos se superaron los umbrales de

deteccion para estos compuestos. A pesar de ello, el mayor efecto de M. pulcherrima se

observo en la concentracion de 4MSP, alcanzandose concentraciones mas de 6 veces

superiores a la concentracion de 4MSP producida en el ensayo ScR (puesto que en el
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ensayo ScD, como era esperable debido al genotipo IRC7° de la cepa S. cerevisiae Diana,
no se detectdo 4MSP). En el caso de T. delbrueckii si se observd un incremento
significativo para el tiol 3SH (no asi para su derivado acetilado, el 3SHA) con respecto a
las fermentaciones individuales de S. cerevisiae. Ademas, al igual que en el caso de M.
pulcherrima, se observé un incremento para 4MSP en las fermentaciones secuenciales
con T. delbrueckii, siendo en este caso un incremento de mas de 15 veces respecto al
ensayo ScR. Contrariamente a las fermentaciones individuales de S. cerevisiae, las
fermentaciones en las que participd M. pulcherrima, alcanzando una concentracion de
4AMSP media de 28 ng/L. Sin embargo, cabe destacar el incremento en las concentraciones
de 4MSP en las fermentaciones secuenciales con la cepa 7. delbrueckii NS-TD, en las

que se alcanzaron concentraciones medias por encima de 60 ng/L.

4.3.4 Compuestos volatiles mayoritarios producidos durante la
fermentacioén

La concentracion final de las principales familias de compuestos volatiles en los
diferentes ensayos de fermentacion estd representada en la Figura 18 (los valores
detallados de cada uno de los compuestos volatiles estdn indicados en la Tabla 5). Aunque
se observan algunas diferencias estadisticamente significativas entre las dos cepas de S.
cerevisiae estudiadas, a nivel global cabe destacar la menor producciéon de alcoholes
superiores observada en las fermentaciones secuenciales en las que participaron las dos
especies no-Saccharomyces (p<0,05); con disminuciones respecto a los respectivos
controles ScD y ScR de 77 y 67 mg/L en el caso de M. pulcherrima, y de 66 y 58 mg/L
en el caso de T delbrueckii, respectivamente. Destacan especialmente las fermentaciones
en las que participd M. pulcherrima, con un descenso en la concentracion de todos los
alcoholes superiores analizados, con la excepcion del 2-feniletanol (que puede aportar al
vino aromas a rosas) para el cual se observd un incremento significativo (p<0,05).
Destacan asi los descensos en las concentraciones de 3-metil-2-butanol y hexan-1-ol con
reducciones respecto a las fermentaciones individuales de S. cerevisiae, siendo de 2 y 3

veces, respectivamente.
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Figura 18: Grupos de compuestos aromaticos mayoritarios analizados al final de los distintos ensayos de
fermentacion. Las letras diferentes representan diferencias estadisticamente significativas (p< 0,05) entre
los ensayos para cada parametro analizado.

En el caso de los ésteres, las fermentaciones secuenciales con M. pulcherrima
mostraron concentraciones ligeramente menores de éstos, con la excepcion del 2-feniletil
acetato (en concordancia con las concentraciones descritas para el 2-fenil etanol). Por el
contrario, 7. delbrueckii si mostr6é un incremento significativo en la concentracion total
de ésteres (p<0,05) (Figura 18). Ademas del incremento en la concentracion del acetato
de etilo -en todos los casos por debajo de los 90 mg/L, concentracion a partir de la cual
puede tener un impacto aromatico negativo- se observo un destacado incremento en la
concentracion de ésteres que pueden tener un impacto positivo, como el acetato de
feniletilo (derivado de su precursor, el 2-feniletanol) relacionado con aromas a miel-rosas

(Tabla 5).

Respecto a la concentracion de 4cidos grasos volatiles al final de las fermentaciones
secuenciales, aunque se observa un ligero incremento en su concentracion total en el caso
de los ensayos de M. pulcherrima, no hubo diferencias significativas respecto a las
fermentaciones individuales con S. cerevisiae. Si se observaron ligeros incrementos en la
concentracion de algunos 4cidos grasos en las fermentaciones secuenciales, como el 4cido
octanoico con M. pulcherrimay el 4cido decanoico con 7. delbrueckii, que pueden aportar

aromas céreos no deseables en el vino.
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Tabla 5: Concentracion de los principales compuestos volatiles (mg/L) detectados al final de los ensayos de

fermentacion.
Compuestos ScD ScR MP...ScD MP...ScR TD...ScD TD...ScR
i-Butanol 29,134+4,21° 24,17+1,232 22,21+1,162 20,61+0,00? 22,31+1,712 19,68+1,492
3-Metil-2-butanol 163,85+5,20¢ 142,19+8,664 96,45+5,34b¢ 77,43£0,007 105,02+7,13¢ 87,45+7,72%
2-Metil-1-butanol 23,80+0,48¢ 19,69+1,21¢d 18,01+0,87% 14,57+0,00? 21,21+1,74% 16,55+1,282
Hexan-1-ol 1,93+0,74° 1,51+0,532 0,60-+0,032 0,61+0,00? 0,640,032 0,60+0,012
2-Feniletanol 17,84+1,75% 14,244+0,092 21,92+0,09° 21,0240,00° 21,34+1,50° 19,1742,63°
> Alcoholes
236,55+9,61¢ 201,79+11,28¢ 159,19+10,002> 134,24+0,00* 170,52+11,84>  143,45+13,1320
superiores
Etanoato de etilo 41,71+11,142 36,713,412 37,64+1,36% 40,35+0,00? 58,28+12,942 55,2449,343
Etil propanoato 0,08+0,012 0,09+0,012 0,07+0,00? 0,060,007 0,17+0,00° 0,18+0,02°
Metil butanoato 0,02:+0,00? nq nd nd 0,04+0,00° 0,03+0,00°
Etil butanoato 0,15+0,032 0,19+0,012 0,18+0,012 0,20+0,00? 0,29+0,03Y 0,33+0,02°
3-metilbutil acetato 1,33+£0,25% 1,42+0,202 1,15+0,00* 1,13£0,00? 2,284+0,15¢ 1,86+0,06°
2-metilbutil acetato 0,07+0,00? 0,06£0,00? 0,06+£0,06? 0,060,007 0,10+0,02° 0,07+0,00?
Hexanoato de etilo 0,53+0,012 0,67+0,03¢d 0,57+0,02% 0,66+0,00¢4 0,60+0,022¢ 0,68+0,014
Acetato de 2-
0,110,032 0,13+0,01° 0,08+0,012 0,09+0,00? 0,13+0,01° 0,12+0,00%
etilhexilo
Acido octanoico -
] 0,84-+0,032 1,07+0,03¢ 0,90+0,032 1,01£0,00° 0,87+0,032 0,99+0,07%¢
etil éster
Acetato de
0,21+0,032 0,21+0,022 0,340,042 0,40+0,00? 1,11+0,25% 1,06+0,51°
feniletilo
Acido decanoico -
0,20+0,022 0,31+0,01° 0,27+0,01° 0,25+0,00° 0,35+0,02°¢ 0,39+0,02°¢
etil éster
Y Esteres 45,28+11,44% 40,85+3,15* 41,26+1,49* 44,210,000 64,21+12,64° 60,94+9,402>
Acido hexanoico 1,65+0,022 1,63+0,032 1,52+0,00* 1,49+0,00° 1,49+0,022 1,45+0,022
Acido pentanoico 7,0+0,18° 7,7+0,47¢ 7,09+0,12° 8,05+0,00%° 7,4+0,28% 7,5+0,20%
Acido octanoico 4,84+0,352 5,86+0,36° 5,55+0,18% 6,83+0,00° 5,15+0,04% 5,38+0,47%
Acido decanoico 0,68+0,10% 1,10+0,29° 1,09+0,06* 1,16+0,00° 1,45+0,05° 1,39+0,05°
S Acidos grasos 14,21+0,622 16,27+1,14%¢ 15,26+0,36% 17,53+0,00¢ 15,47+0,392b 15,74+0,692
3SH 626,87+492,15%  758,73+113,56>  444,08+124,58*  480,90+35,96®®  764,69+110,61¢  848,58+110,40°
3SHA 64,50+£14,99b¢ 73,16+10,80° 38,71+0,68? 42,39+4,35% 62,19+5,83b¢ 54,68+3,25%
4MPS nd 4,36+1,372 27,76+6,62° 28,3246,30° 56,26+5,26° 68,97+6,39¢
> Tioles 691,37+107,14*  836,25+125,73>  510,55+131,88*  551,61+46,61*°  883,14+121,70°  972,23+120,04°

Los resultados representan los valores medios de tres replicados junto con la desviacion estandar. Las medias en la misma
fila con la misma letra indica que no existen diferencias significativas (p<0,05). nc: cantidades traza no cuantificables.
nd: cantidades no detectadas.
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4.3.5 Andélisis sensorial

Los vinos resultantes de las fermentaciones secuenciales con ambas cepas no-
Saccharomyces fueron mejor valorados a nivel sensorial por el panel de expertos, con
respecto a los vinos obtenidos de las fermentaciones individuales de S. cerevisiae (Figura
19). En los vinos en los que particip6 7. delbrueckii, el panel de cata percibié una mayor
calidad e intensidad aromatica y un caracter afrutado. Este efecto puede relacionarse con
el gran incremento en la concentracion de tioles varietales en estos ensayos, junto con un

incremento en la concentracion de 2-fenil acetato (aroma a miel-rosas).

A B
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Figura 19: Puntuacion de los atributos de sabor y aroma en los vinos procedentes de los ensayos de fermentacion.
A) Fermentaciones individuales y secuenciales con las dos cepas no-Saccharomyces con la cepas de S. cerevisiae
Viniferm Diana (ScD). B) Fermentaciones individuales y secuenciales con las dos cepas no-Saccharomyces con
la cepas de S. cerevisiae Viniferm Revelacion (ScR). Los asteriscos indican aquellos atributos de los ensayos de
fermentacion secuencial que muestran diferencias significativas (p < 0,05) respecto a los valores de las
fermentaciones individuales de S. cerevisiae.

Por su parte, los vinos en los que participd M. pulcherrima también mostraron un
mayor cardcter afrutado, y por tanto un efecto en la tipicidad de la variedad Verdejo.
Aunque, en este caso, el incremento en la concentracioén de tioles fue moderado (solo
destacable para 4MSP), la menor concentracion de alcoholes superiores puede influir de

forma notable en la mayor percepcion del aroma varietal en este tipo de vinos.

4.3.6 Genotipo IRC7 en las cepas no-Saccharomyces

Como aproximacién preliminar para entender las bases genéticas de la contribucion
de las levaduras no-Saccharomyces estudiadas en la produccion de tioles, se buscaron las
secuencias homologas del gen /RC7 en los genomas de 7. delbrueckii y M. pulcherrima

disponibles en la base de datos GenBank de NCBI. Aunque no se encontraron secuencias
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similares al gen IRC7 de S. cerevisiae en ninguno de los genomas de M. pulcherrima, si
que se identifico el correspondiente gen ortdlogo en el genoma de 7. delbrueckii (cepa
CBS 1146), observandose valores de identidad de 66,48 % (e-value: 0,00) a nivel de

transcrito y de 66,6 % (e-value: 4¢?) a nivel de proteina.

A

T.delbrueckii_CBS1146 MHASKDLSEFNAGTVLSLLGRNPSKQEGFLNPSLYKGSTVIHPNLESLESLGGRFWYGTA
S.cerevisiae_S5288C MIDRTELSKFGITTQLSVIGRNPDEQSGFVNPPLYKGSTIILKKLSDLEQRKGRF-YGTA
S.cerevisiae YJM450 MIDPTELSKFGITTQLTVIGRNPDEQGGFVNPPLYKGSTIIHKKLCDLEQRKGRY-YGTA
- * .:*A:n. * *:::kkkx~:* k)r:*i wk*tkl:’( :* .kx- *x: ok ok ok
T.delbrueckii CBS1146 GSPTIANLEDSWTELTGAAGTVLSPTGLGSISLAILSVVKHGDHILLPISVYGPTANFCN
S.cerevisiae_S5288C GSPTIDNLENAWTHLTGGAGTVLSASGLGSISLALLALSKAGDHILMTDSVYVPTRMLCD
S.cerevisiae_YJM450 GSPTIENLEDAWTHLTGGAGTVLSPSGLGSISLALLTLSKAGDHILMTDSVYVPTRMLCD
KKKk Kkky s kK Kkk Khkkkkk skkkkhkkdkokss K Kkkkks Kk Kk sk
T.delbrueckii CBS1146 NVLRKFGVNSEFYDPLIGKDIEELIKTNTSLIFLESPCSQTMEIQDVPAIVKVAKKHNVK
S.cerevisiae_ 5288C GLLAKFGVETDYYDPSIGKDIEKLVKPNTTVIFLESPGSGTMEVQDIPALVSVAKKHGIK
S.cerevisiae_YJM450 GLLAKFGVETDYYDPSIGGDIEKLVKPNTTVIFLESPGSGTMEIQDIPALVSVAKKHGIK
sk kA kka s s akkE KK KKKk ik kky o hkAKKK K KKK KK KK K KKAKK ok
T.delb:ueckii_CBSll46 TVLDNTWATPLFFKAHDYGIDISVEAGTKYVGGHSDLLLGLTSANSRCWPALRSTYDAMG
S.cerevisiae_S288C TILDNTWATPLFFDAHAHGIDISVEAGTKYLGGHSDLLIGLASANEECWPLLRSTYDAMA
S.cerevisiae_YJM450 TILDNTWATPLFFDAHAHGIDISVEAGTKYLGGHSDLLLGLASANEECWPLLRSTYDAMA
Ko RKRRRKARAAK Kk KAKARAKAKRKR KA KR KRR s AR KRR KAK KARAAKAR
T.delbrueckii_CBS1146 MLPGADDCHLALRGLRTLOQLRVKEAERKALILAEWLEARNEVERILHPAFEDCPGHSLWV
S.cerevisiae_S288C MLPGAEDCQLALRGMRTLHLRLKEVERKALDLAAWLGNRDEVEKVLHPAFEDCPGHEYWV
S.cerevisiae YJM450 MLPGADDCLLALRGMRSLHLRLKDAERKALDLAAWLGDRDEVEKVLHPAFEDC PGHAFWV
KAKKK RK KAKAK Kok khoky KKKKK KK KA KixAAkL RAKAKKARRAR KA
T.delbrueckii CBS1146 RDYSGSTGVFTFILKDQFSRAGLKDMLEKMQIFKLGYSWGGYESLLIPVNSTSRDRIRTW
S.cerevisiae_S288C RDYKGSSGLFSIVLKNGFTRAGLEKMVEGMKVLQLGFSWGG-----—-——=—==—==————
S.cerevisiae_ YJM450 RDYKGSSGLFSIVLKDGFTRAGLEKMVEGMKVFQLGFSWGGYDSLITPVSPPKQRKASTW
Kk ki ikaiikk: Kakkkk: kaik KkpaiaakkakkkRkakks kK2 1 K%

T.delbrueckii_ CBS1146 SHFGYALRIQVGLEDIDDQLRDLEMGFERLKSHVSDVLQARL
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Figura 20: A. Alineamiento de la secuencia putativa de aminoacidos de /RC7 en S. cerevisiae S288c
(cepa de laboratorio como control del alelo IRC75), en S. cerevisiae YIM450 (cepa vinica como control del
alelo IRC7F) y T. delbrueckii CBS1146. Se observa la conservacion de residuos a lo largo de los 60
aminoacidos C-terminales entre las cepas de S. cerevisiae YIM450 y T. delbrueckii CBS1146, que esta
delecionado en S. cerevisize S288C. B. Arbol filogenético neighbor-joining comparando la secuencia
aminoacidica de /RC7 de las tres cepas analizadas. Se muestra la distancia filogenética entre las secuencias

proteicas.

Ademas, el alineamiento de ambos genes demostro la existencia de la version completa
del gen ortélogo de IRC7 en la cepa de T. delbrueckii CBS 1146 (Figura 20A). En el
analisis del genotipo /RC7 en una coleccion de 9 cepas vinicas de 7. delbrueckii, usando

los cebadores disefiados para detectar la delecion del gen /RC7 en su genoma (ITdF-
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ITdR), se observo que el alelo IRC77, al contrario de lo que ocurre en S. cerevisiae, es el
unico alelo presente en esta especie (Figura 21), confirmando la hipdtesis sugerida en el
primer capitulo de esta Tesis Doctoral respecto al origen del alelo /RC7* asociado a la

domesticacion de cepas de S. cerevisiae.

Cepas de S. cerevisiae Cepas de T. delbrueckii

o
)
T
O
]
n
[22]
4

219pb —»
181pb —>

~20pb —»
(oligonucleétidos)

Figura 21: Productos de la amplificacion por PCR de la region polimoérfica del gen /RC7 en las cepas de
S. cerevisiae (izquierda). La cepa Diana (Sc-D) aparece como homocigota para el alelo IRC75, la cepa
Revelacion (Sc-R) aparece como homocigota para el alelo IRC7"y la cepa S-EM-10(S) aparece como
heterocigota para ambos alelos. En la derecha aparecen los productos de amplificacion por PCR de la region
polimorfica del gen ortdlogo a /RC7 en 9 cepas de T. delbrueckii, utilizando la cepa de S. cerevisiae S-EM-
10(S) como control heterocigoto.
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5 CAPITULO 3:

Efecto de la interaccion interespecifica entre
Saccharomyces cerevisiae y Torulaspora delbrueckii bajo
dos condiciones de nutricion nitrogenada en fermentacion
vinica
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5.1 Planteamiento

Durante la fermentacion alcohélica, la adicion de fuentes de nitrégeno facilmente
asimilables por las levaduras, como las sales de amonio, permite asegurar una cinética de
fermentacion adecuada. Sin embargo, esta practica tiene un notable efecto en la
produccion de compuestos aromaticos, ya que el amonio reprime ciertas rutas metabolicas
relacionadas con la asimilacion de fuentes alternativas de nitrégeno, como aminoacidos
o péptidos pequetios. Por ello, es importante el estudio del efecto del uso de nutrientes
nitrogenados en las levaduras, y como afecta a la calidad organoléptica del vino. Sin
embargo, este efecto no debe ser considerado exclusivamente en el contexto del
metabolismo de una sola especie, ya que, en las fermentaciones vinicas, incluso en
aquellas inoculadas con cepas seleccionadas, existe una gran diversidad de levaduras que
contribuyen al perfil sensorial de los vinos resultantes. De hecho, como ya se ha explorado
en el capitulo 2 de esta Tesis doctoral, la co-inoculacion de S. cerevisiae con cepas
seleccionadas de especies no-Saccharomyces, es una estrategia valida para la mejora de
la calidad de los vinos, en concreto, a través de la modulacion en la produccion de ciertos
compuestos aromaticos. En este contexto, el estudio recogido en este capitulo 3 pretende
comprender la respuesta (fenotipica y transcripcional) de S. cerevisiae a elevadas
concentraciones de amonio durante la fermentacion vinica, y cdmo esta respuesta puede
verse modulada por la interaccion con 7. delbrueckii. Para ello, se realizaron
fermentaciones individuales y mixtas en mosto sintético de uva bajo dos condiciones
extremas de nitrogeno (67 mg N/L y 670 mg N/L), y se analizé el impacto del amonio a
nivel fenotipico (incluyendo el estudio de la composicion quimica del vino) y

transcripcional.
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5.2 Materiales y métodos

5.2.1 Cepas de levadura y medios de cultivo

La cepa de S. cerevisiae Viniferm AG023 y la cepa de T. delbrueckii Viniferm NS-
TD fueron cedidas por Agrovin S.A. (Espafia). Para el mantenimiento rutinario de las

cepas se empled el medio Sabouraud-Cloranfenicol (Oxoid, Reino Unido).

5.2.2 Fermentaciones a escala de laboratorio

Los ensayos de fermentaciones se llevaron a cabo en mosto de uva sintético, siguiendo
el protocolo de preparacion descrito por Henschke y Jiranek (1993), con algunas
modificaciones en referencia contenido en nitrégeno (fuente y concentracion), y la
adicion de un conjunto de precursores varietales (en una concentracion total de 1,2 mg/L).
Se prepararon dos tipos de medio mosto sintético, estableciendo dos condiciones respecto
al contenido en nitrogeno usando (NH4)HPOs como unica fuente de nitrogeno a
concentracion final en el mosto de 670 mg N/L (alta concentracion -HN-) y 67 mg N/L
(baja concentracion -LN-). El mosto se esterilizd por filtracion, usando filtros de
nitrocelulosa de 0,45 um.

Los precultivos se llevaron a cabo en 150 mL de Medio Sintético (Yeast Nitrogen
Base 0.17% (Difco) y glucosa 2%) en botellas de 250 mL. Tras un precultivo de 24h, a
28°C y en agitacion orbital (120 rpm), se ajustaron por densidad Optica (Aeoonm) los
correspondientes indculos de ambas especies para alcanzar una concentracion final de
2-10° células/mL. Las fermentaciones se llevaron a cabo por triplicado en botellas de 250
mL conteniendo 225 mL de mosto sintético. Las botellas fueron provistas de sistemas
air-lock para permitir, manteniendo las condiciones de esterilidad, la salida del CO;
producido y la toma de muestras. Las fermentaciones se realizaron a 20°C con agitacion
orbital a 120 rpm. Antes de cada muestreo se usé agitacion magnética, durante un minuto,
para homogenizar la muestra. Para el recuento de levaduras se tomaron muestras de 100
pL cada 24h. Para el anélisis de secuenciacion de ARN (RNA-seq) se tom6 una muestra
de 2 mL de cultivo a las 36h de la inoculacion de levaduras.

Se ensayaron fermentaciones individuales de la cepa de S. cerevisiae Viniferm
Revelacion (Sc) y fermentaciones mixtas con la cepa de 7. delbrueckii Viniferm NS-TD
(ScTd) en una proporcion de 1:1, para asegurar la interaccion de ambas levaduras desde

las primeras etapas de la fermentacion. También se llevaron a cabo fermentaciones
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individuales con la cepa de T. delbrueckii NS-TD (Td) como control de la influencia
directa de dicha especie en la fermentacion mixta. Los ensayos se llevaron a cabo en las
dos condiciones de nitrégeno previamente mencionadas (HN y LN). Asi, se realizaron
seis ensayos diferentes: Sc-HN, Sc-LN, ScTd-HN, ScTd-LN, Td-HN y Td-LN. Las
concentraciones celulares de las poblaciones fueron monitorizadas mediante la siembra
de 50 puL de la dilucion apropiada en placas del medio Sabouraud-Cloranfenicol (Oxoid,
UK) incubadas a 28°C para el recuento total de células viables (S. cerevisiae y T.
delbrueckii) y, en paralelo a 37 °C para el recuento especifico de células de S. cerevisiae,
ya que esta temperatura es restrictiva para el crecimiento de 7. delbrueckii (Tronchoni et
al.,2017). Las cinéticas de fermentacion fueron monitorizadas mediante la medida de la
pérdida de peso a lo largo del tiempo. Se estimo el final de las fermentaciones cuando la
caida de peso fue inferior a 0,01g al dia. Una vez finalizadas las fermentaciones, los
cultivos fueron centrifugados a 7.000 rpm durante 10 min. Después, los sobrenadantes
(vinos resultantes) fueron tratados con 0,1 g/L de metabisulfito sddico y almacenados en
botellas de cristal opacas a -20 °C hasta su posterior analisis. Para evitar la oxidacioén de

los vinos, el aire del espacio de cabeza fue remplazado con CO; antes de su congelacion.

5.2.3 Determinacion analitica de compuestos no volatiles

Para la monitorizacion y el andlisis final de la concentracion de acidos orgénicos,
etanol y azucares residuales se tomaron muestras (2 mL) a distintos tiempos durante la
fermentacion (Oh, 24h, 100h y tiempo final), y se centrifugaron a 7.000 rpm durante 10
min para eliminar la biomasa. Los sobrenadantes fueron congelados a -20°C hasta su
analisis. Estas valoraciones se llevaron a cabo mediante cromatografia liquida de alta
eficiencia (HPLC) siguiendo el protocolo descrito por Schneider et al. (1987), con las
modificaciones descritas por Dutraive et al. (2019). Se emple6 el sistema 1100 Series
(Agilent Technologies, EE. UU.) equipado con una columna Allure para acidos organicos
(250 mm x 4,6 mm 1.D., tamafio de fibra de 5 um, y tamafio de poro de 60 A) (Restek
GmbH, Alemania), precedido por una pre-columna de 4 mm x 3,0 I.D. Security Guard
C18™ (Phenomenex, Alemania). Se usaron como sistema de deteccion un detector de
indice refractivo (RID) y un detector de longitud de onda multiple (MWD). El contenido
en amonio se valor6 a partir de las muestras Oh, 24h, 48h, 76h, 170h y tiempo final, usando
el Ammonia Assay Kit (Megazyme International, Irlanda), siguiendo las especificaciones

del fabricante y usando un espectrofotometro UV-visible Evolution 200 (Thermo

123



CAPITULO 3 — Material y Métodos

Scientific, EE. UU.). Las tasas de consumo de amonio fueron calculadas usando la mayor

pendiente de la curva de consumo de amonio.

5.2.4 Determinacion analitica de compuestos volatiles

Se determind la concentracion final de los principales aromas fermentativos
producidos por las levaduras durante la fermentacion mediante cromatografia de gases -
espectrometria de masas (GS-MS), siguiendo el método descrito por Rapp et al. (1994),
con las modificaciones descritas por Belda et al. (2017c¢). Para la extraccion, a 10 mL de
la muestra de vino se les afiadieron 2 g de cloruro sodico, 10 puL de la solucion del estandar
interno y 160 uL de 1,1,2-tricloro-trifluoroetano. Después de 20 min de agitacion, se
centrifugo6 la mezcla durante 8 min a 3.000 rpm. Después, se eliminé la fase organica y
se secd la muestra usando sulfato soédico anhidro. Se inyectaron 2 pL del extracto en una
columna capilar VF-5MS de 60 m x 0,32 mm x 1.0 um (Varian, Alemania) montada en
un cromatografo de gases Hewlett Packard 5890 Series II, equipado con un sistema de
inyeccion en frio CIS 3 (Gerstel, Alemania), en modo splitless (30 °C a 230 °C (12 °C/s),
mantenido durante 4 min). Se usé helio como gas portador (a un flujo de 1,0 mL/min).
La temperatura del cromatografo de gases se program6 desde 40 °C (5 min) a 125 °C (3
°/min), y después, hasta 200°C (6 °C/min), manteniéndose durante 14,2 min. Para la
deteccion, se usd un detector selectivo de masa Hewlett Packard 5972 (temperatura del
espectrometro de masas de 180°C), en modo de escaneo (de 35 a 250 escaneos; 3,43

escaneos/s).

5.2.5 Extraccién vy secuenciacién de ARN

Las muestras de células para el analisis RNA-seq se tomaron a las 36h en las
fermentaciones Sc y ScTd. Tras homogeneizar el contenido en las fermentaciones, se
tomaron muestras de 2 mL que fueron centrifugadas a 7.000 rpm durante 5 min a 20°C.
Se descartd el sobrenadante y la biomasa se congeld rapidamente usando nitrégeno
liquido, y fue mantenida a -80 °C hasta la extraccion del ARN. Se extrajo el ARN total
usando el kit comercial NZT Total RNA Isolation (NZYTech, Portugal). El equipo
Fragment Analyzer (AATI, EE.UU.) se us6 para determinar la calidad del ARN extraido
y el equipo Qubit (ThermoFisher, EE.UU.) se usé para calcular su concentracion. El
numero de integridad de ARN (RIN) fue superior a 6,5 en todas las muestras.

La preparacion y la secuenciacion de las librerias de ARN se llevd a cabo en la

Plataforma de Gendmica y Bioinformatica, Centro de Investigacion Biomédica de La
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Rioja (CIBIR). La secuenciacion de las librerias se prepard siguiendo el kit TruSeq
Stranded mRNA (Illumina, EE.UU.) a partir del pg de ARN de cada muestra (tres
réplicas de cada condicion experimental). Los fragmentos paired-end se secuenciaron en
la plataforma de secuenciacion Illumina HiSeq2500 (2x100 pb) (Illumina, EE.UU.). Los
datos sin procesar (raw reads) de la secuenciacion de ARN se depositaron en la base de
datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI) (BioProject
PRINA642092). Después de la secuenciacion del ARN, la calidad de las lecturas se
analizd usando el programa FastQC (Andrews, 2010). Estas lecturas sin procesar se
filtraron eliminando aquellas con un indice de calidad de Phred mayor o igual a 25. Los
adaptadores se eliminaron con el software TrimGalore (Kreuger, 2012). Después de este
proceso las muestras de RNA-seq contenian entre 17 y 20 millones de lecturas totales.
Estas lecturas se alinearon frente a los genomas de referencia (S. cerevisiae S288C,
nimero de acceso de GenBank: GCA _000146045.2 y T. delbrueckii CBS1146, nimero
de acceso de GenBank: GCF _000243375.1) usando el programa HITSAT2 (Kim et al.,
2015) con los parametros establecidos por defecto. Se analizo la calidad de los
alineamientos resultantes con el programa Qualimap2 (Okonechnikov ef al., 2016). Las
lecturas del ensayo Sc no alineadas al genoma de referencia de S288c fueron menos del
4% del total. Las lecturas del ensayo ScTd no alineadas frente a los genomas de referencia
(S288c y CBS1446) fueron también menos del 4% del total. Después del alineamiento,
se realizo el recuento de lecturas por cada gen con el programa FeatureCounts (Liao et
al., 2014), eliminando los recuentos de menos de 2 lecturas asignadas por gen. Después,
se normalizaron las muestras fueron normalizadas siguiendo el protocolo DESeq2 (Love
et al., 2014). Los valores de expresion fueron normalizados mediante la transformacion
regularizada log?2 (rlog).

Los analisis de expresion diferencial se realizaron estableciendo las siguientes
comparativas: Sc-HN vs Sc-LN; ScTd-HN vs ScTd-LN; ScTd-HN vs Sc-HN y ScTd-LN
vs Sc-LN. Para controlar la tasa de descubrimientos falso (FDR), los p-valores fueron
ajustados mediante el método propuesto por Benjamini-Hochberg (Benjamini y
Hochberg, 1995). Aquellos genes con una ratio de expresion log2 mayor de 1 y menos
que -1, y con un p-valor ajustado menor que 0,05, fueron considerados como genes
diferencialmente expresados (DEGs). Los DEGs se agruparon en categorias génicas
usando las bases de datos de Gene Ontology (GO) y de Kyoto Encyclopedia of Genes and

Genomes (KEGG). Para ello, se emplearon las herramientas clusterProfiler/enrichGO
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(Yuetal., 2012) y clusterProfiler/enrichKEGG (Yu et al., 2012), respectivamente (corte
de 0,05 de g-valor, para ambas).

5.2.6 Andlisis estadisticos

Los andlisis estadisticos se realizaron con el paquete stats del programa R, version
3.6.3 (R Development Core Team, 2013). El Anélisis de la Varianza (ANOVA) y el test
post-hoc de Tukey fueron aplicados para comparar las medias de los parametros de los
distintos ensayos. El Anélisis de Componentes Principales (PCA) se realiz6 con los datos
de produccion de metabolitos y los datos de expresion génica normalizados del RNA-seq,
para ver la agrupacion de las muestras en cada condicion experimental. Los DEGs
comunes y diferentes entre las comparativas fueron representados mediante diagramas de
Venn. Se utilizé el método de distancias euclidianas para calcular las distancias entre los

grupos experimentales en el PCA.
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5.3 Resultados

5.3.1 Dinamicas poblacionales y cinéticas de fermentacidén

La Figura 22 muestra las dindmicas de las poblaciones de levaduras y las cinéticas de
fermentacion de los diferentes ensayos realizados. En los ensayos LN se observo el
agotamiento del amonio en las primeras etapas de la fermentacion (antes de las 36
primeras horas), mientras que los ensayos HN mantuvieron altas concentraciones de
amonio hasta el final de la fermentacion. De esta forma se pudo comparar las condiciones
de agotamiento de nitrogeno (en los ensayos LN) y las condiciones de alta concentracion
de amonio (HN), representando dos condiciones extremas de disponibilidad de nitrégeno.
Observando las cinéticas fermentativas en los ensayos HN, el amonio disponible permitio
llevar a término la fermentacién en ambas especies, hasta el consumo completo de los
azucares del mosto. Por otro lado, el rapido agotamiento del amonio en las fermentaciones
LN afect6é notablemente el crecimiento de las levaduras y el rendimiento de las
fermentaciones a partir de las 36 horas hasta el final del proceso. Respecto a las
diferencias entre las distintas estrategias de inoculacion, en los ensayos ScTd, aunque las
cinéticas de pérdida de peso fueron similares a los ensayos Sc, tanto las poblaciones de
T. delbrueckii como de S. cerevisiae mostraron valores maximos de densidad celular
menores, comparados con los respectivos cultivos puros. Cabe destacar las cinéticas
fermentativas de 7. delbrueckii, en las que se observé un mayor crecimiento poblacional
y una mayor tasa de pérdida de peso.

Las cinéticas de consumo de amonio en las fermentaciones HN muestran que S.
cerevisiae (Sc) consumié 235 mg/L. de amonio, mientras que en la fermentacion de 7.
delbrueckii (Td) el consumo total de amonio fue de 350 mg/L de amonio (Tabla 6),
relacionado con una mayor tasa de caida de peso (Figura 22F). Este destacado consumo
de amonio por parte de 7. delbrueckii no supuso un efecto significativo en el consumo de
amonio en los cultivos mixtos (Figure 22C), tanto a las 36 horas como a tiempo final
(mostrando un contenido de amonio similar al cultivo individual de S. cerevisiae).

Por tltimo, la co-inoculacion de levaduras parecid tener un efecto en el impacto de la
condiciéon de nitrégeno, tanto en las dindmicas poblacionales como en las cinéticas
fermentativas. En los ensayos individuales Sc y Td, la densidad celular maxima fue 1,80
y 1,69 veces menor en la condicion LN comparada con la condicion HN, respectivamente.
Sin embargo, esta diferencia fue 1,23 veces en el caso de S. cerevisiae (1,96 en el caso de

T. delbrueckii) en los cultivos mixtos. Fijandonos en las tasas de pérdida de peso, como
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medida de la cinética fermentativa, las diferencias entre las condiciones HN y LN fueron
también menores en las fermentaciones mixtas ScTd (1,25 veces) que en las

fermentaciones individuales Sc (1,56 veces) y Td (1,86 veces) (Figura 22).
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Figura 22: Monitorizacion de las fermentaciones de los ensayos Sc (naranja), ScTd (morado) y Td (verde),
bajo las dos condiciones de nutricion nitrogenada, alto nitrogeno (HN, linea continua) y bajo nitréogeno
(LN, linea discontinua). A) Dinamicas poblacionales de los ensayos Sc (naranja claro) y consumo de
amonio (naranja oscuro). B) Caida de peso del ensayo Sc. C) Dinamicas poblacionales de los ensayos ScTd
(naranja claro para el total de levaduras y verde para las levaduras de 7. delbrueckii) y consumo de amonio
(morado). D) Caida de peso del ensayo ScTd. E) Dinamicas poblacionales de los ensayos Td (verde claro)
y consumo de amonio (verde oscuro). F) Caida de peso del ensayo Td. El asterisco en las figuras Cy E
indica que el recuento de levaduras fue menor de 1-10%
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5.3.2 Cuantificacién de metabolitos (no volatiles vy volatiles) de interés
enoldgico en los vinos

Los compuestos mas relevantes desde el punto de vista enoldgico se cuantificaron al
final de cada ensayo fermentativo (Tablas 7 y 8). En primer lugar, los datos fueron
representados mediante un anélisis de ordenacion (PCA) para estudiar los patrones de
produccion de metabolitos en los ensayos Sc, Td y ScTd (Figura 23A). Se pudo observar
que el impacto de la dosis de amonio (HN vs LN, establecido por el Componente Principal
1, que explica un 41% de la varianza) fue mayor que el impacto de la condicion de
inoculacién (Sc vs ScTd y Td vs ScTd). También se pudo estudiar la contribucion de cada
pardmetro a la ordenacion de los datos de metabolitos. Las concentraciones de alcoholes
superiores (principalmente de 3-metil-butanol y 2-metil-butanol), &cido citrico y acido
acético fueron los principales determinantes de la diferenciacion entre las condiciones
HN y LN. La concentracioén de ésteres es el principal determinante de las diferencias

observadas entre las condiciones de inoculacion (Sc y ScTd), en condiciones LN.
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Figura 23: A) Analisis de Componentes Principales (PCA) de la concentracion de metabolitos volatiles y no
volatiles al final de los diferentes ensayos de fermentacion. Se representan los datos de los ensayos Sc (naranja),
Td (verde) y ScTd (morado), bajo las dos concentraciones de amonio: alto nitrogeno (HN) (®) y bajo nitrogeno
(LN) (A). La longitud de los vectores indica la contribucion de cada parametro a la ordenacion de los datos. B)
Distancias euclidianas calculadas a partir de los datos de ordenacion del PCA (A) entre las condiciones HN y LN
en los ensayos Sc (naranja), Td (verde) y ScTd (morado). Las letras diferentes indican la existencia de diferencias
estadisticas entre las comparativas (p < 0,05).

El célculo de las distancias euclidianas entre los grupos identificados en el anélisis de

ordenacion (Figura 23B) permitié diferenciar el impacto que tuvo la alta concentracion
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de amonio sobre el perfil de metabolitos de los vinos producidos segin las distintas
estrategias de inoculacion (Sc y ScTd). Asi, las distancias euclidianas entre los grupos
Sc-HN y Sc-LN (condicién de inoculacion individual de S. cerevisiae) fueron mayores
que las distancias entre los ensayos ScTd-HN y ScTd-LN (condicion de inoculacion mixta
de S. cerevisiae y T. delbrueckii) (p < 0,01). Ademads, analizando las distancias
euclidianas entre los grupos HN y LN de los ensayos Td, se observo incluso un menor
impacto de las condiciones de amonio en 7. delbrueckii, comparado con los ensayos

individuales de S. cerevisiae (Sc) y mixtos de ambas especies (ScTd).

Tabla 6: Produccion de compuestos de interés al final de los ensayos fermentativos.

Compuesto Sc HN Sc LN Sc+Td HN Sc+Td LN Td HN Td LN
Glucosa (/L) 0,00 + 0,00° 0,00 + 0,00° 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00° 0,00 + 0,00° 1,36 = 0,80°
Fructosa (g/L) 1,31 +0,00° 3,63 +0,54 1,4+0,38 2,78 +£0,31° 384+ 1,190 12,91+1,07

Amonio (mg/L)  435,17°+12,39  0,00£0,00°0  416,79+25,83"  0,00+0,000 317,78+ 11,18® 0,00 = 0,00°
Etanol (% v/v) 9,13 +0,35% 9,86 + 0,05 9,34 + 0,220 9,06+ 0,412 9,49 + 0,120 8,42 + 0,220
Acidé malico (/L) 2,46 +0,04° 2,64 +0,05¢ 2,33 40,02 2,31+0,08a 2,02+0,15° 1,77 + 0,06*
Acido lactico (/L) 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,18 + 0,00 0,12 + 0,02 0,15 + 0,05 0,12 + 0,00°
Acido acético (g/L) 0,63 +0,07° 0,27 + 0,08 0,66 + 0,06° 0,21 + 0,04 0,33 +0,10° 0,28 + 0,07

Los datos expresan el valor medio de las tres réplicas junto con la desviacion estandar. Las letras diferentes indican la existencia de
diferencias estadisticas entre las comparativas (p < 0,05).

La Tabla 6 muestra en detalle los datos de concentracion final de metabolitos no
volatiles en los vinos resultantes de los distintos ensayos. No se observo ningun efecto
claro dependiente de nitrégeno en ningin compuesto, con la excepcion de la
concentracion de acido acético. Todas las fermentaciones mostraron cierta concentracion
de azucares residuales, relacionado con una baja produccion de etanol en todos los
ensayos. Si se observa una ligera disminuciéon de la concentraciéon de etanol en
condiciones LN en las fermentaciones en las que particip6 7. delbrueckii. Los ensayos de
co-inoculaciéon ScTd mostraron un incremento significativo en la produccion de acido
lactico y un ligero incremento en el consumo de 4cido malico, comparados con las
fermentaciones individuales de S. cerevisiae, Sc. Estas variaciones pueden ser explicadas
por un efecto directo de 7. delbrueckii en las fermentaciones mixtas, como observamos
en la produccioén de dichos compuestos en los ensayos Td individuales (Tabla 6). La
Figura 24 muestra las cinéticas de consumo/produccion de los compuestos no-volatiles
analizados durante los ensayos de fermentacion.

La concentracion final de metabolitos volatiles también aparecioé condicionada por la

dosis de nitrogeno y la estrategia de inoculacion de levaduras (Tabla 7). Cabe mencionar
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la notable disminucion de alcoholes superiores bajo condiciones de alta concentracion de

amonio. Entre ellos, destacan el 3-metil-butanol y el 2-metil-butanol (que imparte aromas

descritos como whisky afrutado o platano) cuya concentracion se reduce entre dos y tres

veces en condiciones HN. De la misma forma, la concentracion de 4cidos grasos fue

también menor en condiciones de alto nitrogeno.

Tabla 7: Produccion de metabolitos volatiles al final de los ensayos fermentativos. Datos expresados en mg/L.

Compuesto Sc-HN Sc-LN ScTd-HN ScTd-LN Td-HN Td-LN
Butan-1-ol 15,63 +1,77° 38,31 +£10,83° 16,1 + 6,732 20,79 + 6,67% 20,63 +£0,51* 44,81 +4,07°
3-Metil-2-butanol 52,48 +4,57* 170,61 £26,29° 86,17+ 16,61°®  12334+2257% 5898 +2,79° 107,53 +4,34°
2-Metil-1-butanol 12,56 +0,94° 41,44 £ 4,62¢ 17,57 + 3,86 28,57 +7,02% 9,81 +£0,22% 25,33 +£0,52°
2-feniletanol 5,59+0,18° 28,93 £2.21°¢ 11,76 £ 0,60° 31,22 +£1,24¢ 13,62+£1,13*  31,63+0,47°
> Alcoholes superiores 86,27 £6,45* 279,28 +42,89° 131,60 +27,41*> 203,95+ 35,38 103,05+3,23* 209,29 +8,71"
Etanoato de etilo 23,14 +£6,49% 20,27 +4,92%® 38,78 + 14,65° 14,26 + 11,6* nc 20,33 +7,71
Etil propanoato 0,16 + 0,00? 0,44 £ 0,08° 0,23 + 0,03 0,23 £0,15% 0,48 +0,07° 0,58 +0,08?
Metil butanoato 0,03 + 0,00% 0,05 = 0,00° 0,037 +£0,01% 0,02 +0,01* 0,07 + 0,00? 0,15 +0,02°
Etil butanoato 0,12+0,012 0,15 +0,03a 0,12 +0,09? 0,11+0,012 0,03 + 0,007 0,04 + 0,032
2-Hidroxipropanoato de
il 13,95+ 0,05° 13,72 +£0,10? 14,88 +0,17° 13,98 + 0,26* 14,19+0,16* 13,88 £ 0,492
3-metil-1-butil acetato 0,23 +0,06* 0,26 + 0,022 0,26 + 0,06* 0,19+ 0,032 nc nc
Acido hexanoico - etil
. 0,14+0,11* 0,33 = 0,04° 0,07 0,022 0,18 £ 0,022 nc nc
ester
Acido octanoico —etil éster 0,16 + 0,01° 0,33 +£0,07° 0,15+0,03* 0,31 +0,03° nc nc
Acido acético fenil etil
. nc 0,08 £0,01¢ 0,03 +0,00? 0,06 + 0,00° 0,03 +£ 0,032 0,06 + 0,007
ester
Acido decanoico — etil
. 0,06 +0,01* 0,55 +0,14° 0,31 +0,334% 0,27 £ 0,032 nc nc
ester
Y Esteres 38,00 +6,51*> 36,17 + 5,02 54,85 + 14,48 24,86 +11,7° 14,8 £ 0,2* 35,04 £ 8,17°
Acido hexanoico 5,64 +0,02* 7,01 £0,23¢ 5,81 +0,09* 6,3+£0,13° nc nc
Acido pentanoico 1,66 +0,01* 2,44 +0,13¢ 1,76 + 0,032 2,09 & 0,05° 1,51+0,01® 1,84 £ 0,04°
Acido octanoico 2,13+0,01* 3,41 £0,29° 2,37+0,28* 3,13 +£0,22° nc nc
Acido decanoico 0,62 + 0,022 3,00 £ 0,20° 0,72+ 0,27* 1,38 +£0,58* nc nc
Y Acidos grasos 10,05 + 0,02* 15,86 + 0,68¢ 10,66 + 0,62* 12,9 + 0,89° 1,51 £0,01* 1,84 £ 0,04"

Los datos expresan el valor medio de las tres réplicas junto con la desviacion estandar. Las letras diferentes indican la existencia de diferencias

estadisticas entre las comparativas (p < 0,05). nc: cantidades traza no cuantificables.
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Figura 24: Monitorizacion de la produccion de compuestos quimicos en los cultivos puros de S. cerevisiae
(naranja) y T. delbrueckii (verde) y en los cultivos mixtos de ambas especies (morado) bajo dos
concentraciones de amonio: alto nitrégeno (HN) y bajo nitrogeno (LN) representados mediante una linea
solida y una linea punteada, respectivamente. Se representan la media de las tres replicas y la desviacion
estandar.
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Comparando los ensayos Sc y ScTd, se pudo observar que la estrategia de
inoculacién mixta de S. cerevisiae y T. delbrueckii también tuvo un efecto en la
composicion aromatica de los vinos. En el caso de alcoholes superiores, el efecto de la
co-inoculacién en su produccion fue dependiente de la condicion de nitrégeno. En los
ensayos ScTd-LN, se observo una reduccion de la concentracion de estos compuestos con
respecto al ensayo Sc-LN. Sin embargo, en los ensayos ScTd-HN, donde la concentracion
de nitrégeno se mantuvo alta durante toda la fermentacion, se observé un incremento en
la produccion de alcoholes superiores, comparado con los ensayos individuales Sc.
Ademas, los ensayos de co-inoculacion mostraron un incremento en la produccion de
ésteres, comparado con los ensayos Sc, destacando las producciones de etanoato de etilo
y 2-hidroxipropanoato de etilo (acido lactico etil éster), los cuales aportan aromas
afrutados en los vinos. Respecto a los 4acidos grasos, no se encontraron diferencias entre

los ensayos Sc y ScTd (Tabla 7).

5.3.3 Respuesta transcripcional global de S. cerevisiae al amonio v a la co-
inoculacion con 7. delbrueckii

En este trabajo se llevd a cabo un andlisis de secuenciaciéon del ARNm total (RNA-
seq) de S. cerevisiae en los ensayos Sc y ScTd (HN vs LN), asi como de los
correspondientes transcritos de 7. delbrueckii en el ensayo mixto ScTd. Las muestras
fueron tomadas 36 horas después de la inoculacion conjunta de las levaduras en los
ensayos de fermentacion. Este tiempo de muestreo se eligid para asegurar que todos los
ensayos (HN y LN), asi como ambas especies en el cultivo mixto, se encontraban en una
fase de crecimiento equivalente, evitando las diferencias de expresion génica causadas
por el cambio de fase exponencial a fase estacionaria, y asegurando suficiente tiempo de
interaccion metabdlica entre las dos especies de levaduras en los ensayos de co-
inoculacion (Figura 22). Ademas, a las 36h, en los ensayos LN las levaduras agotaron
completamente el amonio, mientras que en las fermentaciones HN todavia se mantenia
una alta concentraciéon de amonio. Asi, en este tiempo se asegur6d que los ensayos HN y
LN estuvieran en condiciones claramente distintas en cuanto a su contenido en amonio.

La Figura 25A muestra la ordenacion de las diferentes muestras de los ensayos Sc y
ScTd a partir de los valores de expresion de genes de S. cerevisiae normalizados y
transformados de todas las réplicas, confirmando que los perfiles transcriptomicos de las
muestras se agrupan, en primer lugar, dependiendo de la condicion de nitrogeno (HN vs

LN) y, en segundo lugar, en funcién de la condicion de inoculacion (Sc vs ScTd). Como
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se observaba en el caso de los perfiles de metabolitos (Figura 23A), la respuesta
transcripcional a la dosis de amonio fue mayor que la respuesta a la co-inoculacion de
levaduras. El efecto del nitrégeno en el transcriptoma de S. cerevisiae aparece definido
por la Componente Principal 1 del analisis de ordenacion, que explica el 81% de la
varianza observada, mientras que, el efecto de la estrategia de inoculacion se establece en
el Componente Principal 2, que solo explica el 11% de la varianza. Ademas, el calculo
de las distancias euclidianas permitid observar que el impacto transcripcional de la

condicidn de nitrogeno fue menor en la condicion de co-inoculacion (ScTd) (Figura 25B).
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Figura 25: A) Analisis de Componentes Principales (PCA) de los datos de expresion génica
normalizados de todos los RNAm de S. cerevisiae (analisis RNA-seq) en los ensayos Sc (naranja) y
ScTd (morado) bajo las dos concentraciones de amonio: HN (e) y LN (A). B) Distancias euclidianas
calculadas a partir de los datos de ordenacion del PCA (A) entre las condiciones HN y LN en los ensayos
Sc (naranja) y ScTd (morado). Las letras diferentes indican la existencia de diferencias estadisticas entre
las comparativas (p < 0,05).

El andlisis de Genes Diferencialmente Expresados (GDEs) de S. cerevisiae se llevo a

cabo estableciendo las siguientes comparativas: Sc-HN vs Sc-LN (impacto del nitrégeno

en condiciones de inoculacion individual de S. cerevisiae), ScCTd-HN vs ScTd-LN

(impacto del nitrogeno en condiciones de co-inoculacion de S. cerevisiae y T.

delbrueckii), ScTd LN-vs Sc-LN (impacto de la co-inoculacion con 7. delbrueckii en

condiciones de bajo nitrogeno), ScTd-HN vs Sc-HN (impacto de la co-inoculacion con

T. delbrueckii en condiciones de alto nitrégeno). La Figura 26 muestra la descripcion
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cuantitativa de la respuesta transcripcional de S. cerevisiae a las diferentes condiciones

de amonio ensayadas en fermentaciones individuales (Sc) y co-inoculadas (ScTd).
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Figura 26: Resumen de la respuesta transcriptomica global de S. cerevisiae en los ensayos individuales de
S. cerevisiae (Sc) y mixtos de S. cerevisiae + T. delbrueckii (ScTd) bajo las condiciones HN y LN. A)
Frecuencia del cambio de expresion (log2) absoluto en condiciones Sc (naranja) y ScTd (morado) bajo HN
vs LN. B) Diagrama de Venn mostrando el nimero de GDEs sobreexpresados (Up) y reprimidos (Down)
por la alta concentracion de amonio en condiciones Sc (naranja) y ScTd (morado). C) Frecuencia del
cambio de expresion (log2) absoluto en condiciones HN (azul) y LN (verde) bajo condiciones Sc vs ScTd.
D) Diagrama de Venn mostrando el nimero de GDEs sobreexpresados (Up) y reprimidos (Down) por la
co-inoculacion de 7. delbrueckii en condiciones HN (azul) y LN (verde).

De esta forma se puede estudiar el efecto de la dosis de amonio (HN vs LN) bajo
condiciones de inoculacion individual (Sc) y mixta (ScTd) (Figura 26A-B) y el efecto de
la condicién de inoculacion (ScTd vs Sc) bajo condiciones de alto (HN) y bajo (LN)
nitrogeno (Figura 26 C-D). El efecto transcripcional de la nutricion con amonio en S.
cerevisiae fue mayor que el efecto de la co-inoculacion con 7. delbrueckii, en términos
de valor absoluto de cambio de expresion (2611-1482 frente a 393-101) y de niimero de
GDE:s (1381-853 frente a 250-58). Por otro lado, el efecto de la alta dosis de amonio en
el transcriptoma de S. cerevisiae fue menor en los ensayos mixtos (ScTd) comparado con

los ensayos individuales (Sc), en términos de valor absoluto de cambio de expresion
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(2611 frente a 1482) y de nimero de GDEs (1381 frente a 853) (Figura 26A). Este efecto
de la co-inoculacion con 7. delbrueckii en la regulacion transcripcional global de S.
cerevisiae en condiciones extremas de nutricion nitrogenada fue corroborado
determinando las distancias euclidianas entre los correspondientes grupos en el analisis
de ordenacion PCA, donde la distancia entre los grupos HN y LN fue mayor en los
ensayos Sc que en los ensayos ScTd (p < 0,01) (Figura 25B). A pesar de que solo se
analiz6 el perfil transcripcional en un tiempo de muestreo (36h), estas observaciones
refuerzan nuestra hipdtesis sobre la disminucioén de la respuesta de S. cerevisiae a las
condiciones de amonio cuando es co-inoculada con T. delbrueckii, como se observo
previamente en las cinéticas fermentativas (Figura 22) y en los perfiles de metabolitos
producidos en cada uno de los ensayos (Figura 23). Por ultimo, resulta importante indicar
que la respuesta transcripcional de la co-inoculacion con 7. delbrueckii en S. cerevisiae
fue mayor en condiciones HN que en condiciones LN, en términos de valor absoluto de
cambio de expresion (393 frente a 101) y de nimero de GDEs (250 frente a 58) (Figura
26C).

5.3.4 Genes diferencialmente expresados en S. cerevisiae

En base al analisis de los GDEs y las categorias de enriquecimiento (en términos
KEGG y GO) se estudi6 cualitativamente como S. cerevisiae cambia su perfil de
expresion transcripcional en las condiciones extremas de disponibilidad de nitrégeno
ensayadas (datos de GDE, KEGG y GO depositados en el repositorio:

https://github.com/Javier-R-Ruiz/Thesis-Javier-Ruiz_Supplementary-Material/issues).

De esta manera, en los ensayos Sc-HN, los genes relacionados con el consumo de fuentes
alternativas de nitrégeno -por ejemplo, prolina, urea, acido y-aminobutirico o alantoina-
(CARI, DALI, DAL4, DAL7, DUR3 y PUTI) aparecen altamente reprimidos en
comparacion con el ensayo Sc-LN. S. cerevisiae respondidé también a la alta
concentracion de amonio mediante la represion del metabolismo energético oxidativo
(incluyendo la fosforilacion oxidativa, el metabolismo del piruvato y el ciclo de los &cidos
tricarboxilicos). Entre los procesos cuya expresion se indujo bajo condiciones HN
encontramos la biosintesis de proteinas, a través de la sobreexpresion de componentes
ribosomales (genes de las familias RPL y RPS) y la biosintesis de aminoacidos (genes de
las familias LYS y ARO). Genes relacionados con la resistencia al estrés, como el gen
GEXI, y componentes de la pared celular (7/R! y TIR2) fueron también sobreexpresados

en los ensayos con altas concentraciones de amonio.

136



CAPITULO 3 — Resultados

Mediante la comparaciéon de la respuesta transcripcional de S. cerevisiae en las
fermentaciones individuales (Sc) y co-inoculadas (ScTd), se estudio el efecto de T.
delbrueckii en el perfil de expresion de S. cerevisiae. Como se ha descrito en la seccion
anterior, el impacto de 7. delbrueckii en el transcriptoma de S. cerevisiae fue diferente
dependiendo de la condicion de nitrégeno, con un mayor nimero de GDEs en la condicion
HN. Por tanto, en cada condicién de concentracion de amonio distintos genes se
expresaron diferencialmente. Sin embargo, se pudo determinar que algunos genes se
sobreexpresaron y se reprimieron en ambas condiciones HN y LN. Estos GDEs, con un
patron de regulacion transcripcional conservado en las dos condiciones de nitrogeno HN
y LN, permiten entender la respuesta transcripcional central de S. cerevisiae a la co-
inoculacién con 7. delbrueckii (genes solapados en el diagrama de Venn) (Figura 26D).
En presencia de 7. delbrueckii (ensayos ScTd), y con independencia de la dosis de
nitrogeno, S. cerevisiae sobreexpresé genes relacionados con la internalizacion de
aminodcidos (VBA3 y VBAS) y el transporte de hexosas (HXT13, HXT4, HXT5, HXT6 y
HXT?7). La co-inoculacion de 7. delbrueckii también indujo la expresion de genes
relacionados con la homeostasis de iones metélicos, incluyendo genes del transporte de
hierro y cobre (ARN1, ARN2, CTRI and CTR3), genes codificantes para reductasas de
hierro (FRE1 y FRE4) y otros genes relacionados con la respuesta al agotamiento de
metales (LSO! y TISII). Finalmente, la co-inoculaciéon de 7. delbrueckii indujo la
sobreexpresion de genes relacionados con el transporte de glutation (GEXI y GEX2),
genes de respuesta a estrés (HSP32, GREI HSP32, GRE1 y AQYI) y genes codificantes
para componentes de la pared celular (FIT2 y FIT3).

Por el contrario, algunos genes fueron reprimidos en condiciones de co-inoculacion.
Entre ellos, cabe destacar los genes relacionados con la biosintesis de los aminoacidos
leucina y lisina (LUEIl y LYS4), genes implicados en el procesamiento post-
transcripcional de proteinas (FESI y CURI), y otros genes relacionados con el ciclo
celular, la meiosis y la replicacion/reparacion del ADN.

Por ultimo, se estudio el posible impacto de las condiciones de nitrégeno y de la co-
inoculacion de levaduras en la produccion de ciertos aromas fermentativos desde un punto
de vista transcripcional, analizando los patrones de regulacion transcripcional de genes
directamente relacionados con el metabolismo de alcoholes superiores, ésteres y acidos
grasos volatiles. Se observd nuevamente una mayor respuesta transcripcional ante la
condicion de nitrégeno que ante la condicion de co-inoculacion, de los genes relacionados

con la produccion de aromas en S. cerevisiae.
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Figura 27: Representacion de la expresion (log2 cambio de expresion) de los genes relacionados con la produccion
de compuestos aromaticos en obtenido en cada comparativa (* p <0,05).

La Figura 27 muestra que algunos de los genes relacionados con la produccion de
compuestos aromaticos estan igualmente expresados en ambas condiciones de nitrégeno,
independientemente de la presencia de 7. delbrueckii. Los patrones de expresion de

alguno de estos genes estan relacionados con la concentracion de compuestos volatiles

138



CAPITULO 3 — Resultados

observada al final de los ensayos fermentativos (Tabla 7), como se detallara

posteriormente en la seccion 6.3 de discusion general.

5.3.5 Respuesta transcripcional a la nutricién nitrogenada en S. cerevisiae
y T. delbrueckii bajo condiciones de co-inoculacién

El analisis RNA-seq ademas, permiti6 estudiar la respuesta transcripcional frente
al nitrogeno de S. cerevisiae y T. delbrueckii de forma separada en los ensayos de
fermentacion mixta, mediante la identificacion de los GDEs exclusivos de cada especie.
La Figura 28 muestra una respuesta transcripcional global a la nutricion nitrogenada
similar en ambas especies (teniendo en cuenta el nimero de GDEs y el cambio de
expresion acumulado), siendo el impacto del nitrogeno sutilmente inferior en T.
delbrueckii. Ademas, para comparar cualitativamente la respuesta transcripcional de las
dos especies, se identificaron, entre los GDEs, los correspondientes genes ortélogos de S.
cerevisiae en T. delbrueckii. A pesar de que la mayoria de los GDEs fueron diferentes en
cada especie (diagrama de Venn en Figura 28), se pueden identificar un total de 90 genes
ortologos inducidos y 41 reprimidos en condiciones HN, de forma equivalente en ambas
especies. Entre los genes inducidos se encuentran genes relacionados con la biosintesis
de aminoacidos (ARG3, ARO4, HOM3 y LYSI2) y componentes ribosomales (4SC/,
RPS2, RPS5, RPS12 y RPS20). Por otro lado, los genes sensibles a NCR (CAR2, DALI,
DAL2, DAL4, DURSO, OPT1, PUTI, PUT2 y PUT4) fueron el principal grupo de genes
reprimidos en condiciones HN en las dos especies (datos de GDE depositados en el

repositorio: https://github.com/Javier-R-Ruiz/Thesis-Javier-Ruiz_Supplementary-

Material/issues).

En la Figura 28C se puede observar que los genes sobreexpresados en condiciones
de alto nitrégeno presentan niveles de cambios de expresion similares en ambas especies.
Sin embargo, el gen THI4 (involucrado en la sintesis de tiamina) destaco por su gran
diferencia de expresion entre las dos especies estudiadas (1,6 veces de cambio de
expresion (log2) en S. cerevisiae frente a 4.8 de cambio de expresion (log2) en T.
delbrueckii). Cabe destacar que los genes sensibles a NCR de 7. delbrueckii mostraron
niveles de represion inferiores por nitrogeno que los correspondientes genes ortdlogos en
S. cerevisiae. Por Ultimo, considerando solo los genes ortdlogos de ambas especies, se
pudo identificar las categorias de genes (GO y KEGG) diferencialmente reguladas bajo
condiciones HN. A pesar de que la mayoria de las categorias son compartidas por las dos

especies, se puede destacar que, a diferencia de S. cerevisiae, T. delbrueckii sobreexpreso
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genes pertenecientes a las categorias de transporte de ARN, metabolismo de purina y
pirimidina, biosintesis de esteroides y metabolismo de azufre, y reprimi6 genes
pertenecientes a las categorias del metabolismo de lipidos y acidos grasos (todas ellas
categorias no encontradas entre las diferencialmente reguladas en S. cerevisiae). En el
caso de S. cerevisiae, la condicion HN reprimid procesos de comunicacion celular, de
autofagia y biosintesis de esteroides entre otros (categorias no encontradas como
reprimidas por el nitrogeno en 7. delbrueckii) (datos de enriquecimiento KEGG y GO

depositados en el repositorio:  https:/github.com/Javier-R-Ruiz/Thesis-Javier-

Ruiz_Supplementary-Material/issues).
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Figura 28: Resumen de los analisis de la respuesta transcripcional global a la alta concentracion de amonio
de S. cerevisiae (morado) y de T. delbrueckii (azul) en los ensayos mixtos de S. cerevisiae + T. delbrueckii
(ScTd) A) Frecuencia del cambio de expresion (log2) absoluto de S. cerevisiae (morado) y de T. delbrueckii
(azul). B) Diagrama de Venn mostrando el nimero de GDEs expresados (Up) y reprimidos (Down) por la
alta concentracion de amonio en S. cerevisiae (morado) y de T. delbrueckii (azul), solo considerando los
genes ortologos identificados en ambas especies (entre paréntesis los genes totales de las dos especies) C)
Cambio de expresion de los genes cominmente regulados por la alta concentraciéon de amonio (HN) en S.
cerevisiae (morado) y en T. delbrueckii (azul).
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6 DISCUSION GENERAL

Durante milenios las levaduras vinicas han estado expuestas a las exigentes
condiciones fisicoquimicas y biologicas del mosto de uva y del proceso de fermentacion
alcoholica (Mc Govern et al., 2004; 2017). Como consecuencia, en las levaduras se han
seleccionado de una serie de mecanismos de adaptacion que permiten, no solo sobrevivir
a dichas condiciones (Garcia-Rios y Guillamoén, 2019), sino también llevar a cabo el
proceso de fermentacién alcohodlica eficientemente y, ademads, producir una serie de
metabolitos que contribuyen de manera determinante a la compleja matriz quimica -
aromatica y gustativa- del vino (Lambrechts y Pretorius, 2000). Desde los comienzos de
la practica de la vinificacion, los endlogos han seleccionado las caracteristicas de las
levaduras que las hacen Optimas para su proliferacion en el mosto y que, ademas,
presentan propiedades enoldgicas Optimas (originalmente a partir de las lias resultantes
de fermentaciones exitosas) consiguiendo controlar y optimizar las propiedades
sensoriales del vino que dependen de su metabolismo (Swiegers y Pretorius, 2007). Entre
estas caracteristicas destaca la capacidad de las levaduras para proliferar a bajos valores
de pH y altas concentraciones de azucares, resistiendo elevados niveles de etanol, o
también, para consumir ciertos micronutrientes presentes en el mosto de uva (Garcia-Rios
y Guillamoén, 2019).

El metabolismo del nitrogeno y el azufre de las levaduras permite la eficiente
utilizacion de las fuentes de nutrientes nitrogenados y azufrados durante la fermentacion
del vino. Debido a la naturaleza quimica de ciertos precursores aromaticos del mosto, en
los que los compuestos aromaticos se encuentran conjugados con aminoacidos azufrados,
estos mecanismos nutricionales de las levaduras pueden estar implicados también en la
liberacion de aromas en el vino. Los compuestos aromaticos determinan en gran medida
el perfil sensorial del vino, considerado como el rasgo mas definitorio de la calidad final
del mismo (Polaskova et al., 2008). Ademas, el perfil aromatico del vino es principal
cardcter que se expresa como consecuencia de la combinacion de los factores fisicos,
quimicos y bioldgicos del vifiedo, contribuyendo asi al concepto de Terroir (Belda et al.,
2016a). Entre los compuestos aromaticos del vino, los tioles varietales (destacando el
AMSP, el 3MH y el 3MHA) son compuestos volatiles que, a pesar de su baja
concentracion, tienen un gran impacto sensorial en ciertas variedades de vinos blancos
debido a su bajo umbral de deteccion (Ruiz et al., 2019a). En el mosto de uva estos

compuestos se encuentran conjugados con aminodcidos como cisteina y glicina o
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pequetios péptidos como glutation, en forma de precursores no volatiles y, por tanto, no
odorantes (Tominaga et al., 1995). Las levaduras son capaces de internalizar los
precursores tidlicos a través de permeasas generales de aminoacidos y oligopéptidos y
posteriormente escindirlos gracias a enzimas B-liasa (Irc7p, principalmente), obteniendo
amonio como fuente de nitrogeno, y liberando los tioles libres, que tienen un gran impacto
aromatico. A pesar de su baja concentracion en el mosto de uva, la baja especificidad de
las permeasas y enzimas f-liasa permite a las levaduras consumir y escindir los
precursores tiolicos y, eventualmente, aprovechar el amonio producido en este proceso
de liberacion de la fraccion tiolica volatil. Asi, a través de este mecanismo indirecto, las
levaduras pueden contribuir a las propiedades sensoriales de los vinos.

Las estrategias centradas en el incremento de la concentracion de tioles en el vino, aun
siendo moderado, pueden tener una influencia muy alta en la composicion aromatica del
vino por el elevado nivel de percepcion que poseemos y que nos permite detectar
cantidades en el entorno de los ng/L para este tipo de compuestos. En este contexto, la
seleccion de levaduras con una alta capacidad de liberar tioles a partir de sus precursores
conjugados resulta de gran interés en la mejora del perfil sensorial de los vinos. Asi, esta
Tesis Doctoral esta centrada en la comprension de las bases genéticas y metabolicas de la
produccion de tioles en Saccharomyces cerevisiae, utilizando el gen IRC7 como eje
central (Ruiz et al., 2020b), y en el estudio de las levaduras no-Saccharomyces como
herramientas microbioldgicas para la mejora del perfil tidlico en los vinos (Belda et al.,
2017c; Ruiz et al., 2018). Ademas, debido a las limitaciones de las levaduras no-
Saccharomyces para completar la fermentacion alcohdlica, consumiendo todos los
azucares del mosto y, en consecuencia, a que su uso en vinificacion se restringe a
condiciones de co-inoculacion junto con S. cerevisiae, en esta Tesis se estudio también el
efecto a nivel transcripcional de la co-inoculacion de levaduras y en la produccion de

metabolitos de interés enoldgico (Ruiz et al., 2020a).

6.1 Papel de S. cerevisiae en la produccion de tioles: el paraddjico caso

del gen IRC7
A pesar de que S. cerevisiae ejerce un papel dominante en la fermentacion alcohélica
y de su gran contribucion a las propiedades sensoriales del vino, se ha demostrado que la
mayoria de las cepas de S. cerevisiae tienen una capacidad limitada para la liberacion de
tioles en condiciones de vinificacion, en las que solamente entre el 5 y el 10% de

precursores tidlicos son transformados en tioles libres (Murat et al., 2001; Coetzee y du
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Toit, 2012, Swiegers y Pretorius, 2007). Un estudio previo de nuestro grupo de
investigacion, en el que se explor6 la distribucion de actividades enzimaticas de interés
enologico en una numerosa coleccion de levaduras (Belda et al., 2016a), demostrd que
las mayoria de las cepas de S. cerevisiae presentan una escasa actividad [-liasa
(directamente relacionada con la liberacion de tioles). Ademas, la alta especializacion de
las cepas de S. cerevisiae al ambiente vinico implica un robusto mecanismo de NCR, que
les permite consumir eficientemente las fuentes de nitrégeno disponibles en el mosto, sin
embargo, supone una la represion de los genes relacionados con la liberacion de tioles -
aquellos que codifican los transportadores de precursores tidlicos (Subileau ef al., 2008)
y las enzimas B-liasa implicadas en su escision (Thibon ef al., 2008), cuando en el medio
se encuentran fuentes preferenciales de nitrogeno, como el amonio.

Por otro lado, otro estudio de nuestro grupo de investigacion demostr6 que el genotipo
del gen /RC7 -codificante para una enzima cistationina-f-liasa capaz de romper el enlace
carbono-azufre de los precursores tidlicos (principalmente del precursor cisteinilado del
4MSP; Figura 3)- es determinante en la capacidad de las levaduras para producir tioles
(Belda et al., 2016b). Para este gen se han descrito dos alelos en S. cerevisiae: un alelo
completo (IRC7F) y un alelo delecionado (IRC7°%) que codifica un enzima con menor
actividad (Roncoroni et al., 2011), encontrando asi tres genotipos IRC7: HS (IRC7° en
homocigosis), HT (heterocigosis) y HF (JRC7F en homocigosis). Ademas, se confirmo
que la gran mayoria de las cepas vinicas de S. cerevisiae son homocigotas para alelo
IRC75 (HS), es decir, que presentan una enzima f3-liasa menos eficaz para la liberacion de
tioles (Belda et al., 2016b). En este contexto, el objetivo inicial del estudio recogido en
el capitulo 1 de esta Tesis Doctoral fue la exploracion de las singularidades fenotipicas y
gendmicas de las cepas de S. cerevisiae portadoras del alelo IRC75 y, por tanto, con menor
capacidad de producir de tioles varietales, con el objetivo de explicar esta paradodjica

distribucion de alelos en la poblacion de cepas vinicas.

6.2  Distribucion de alelos JRC7 en las poblaciones de cepas de S.
cerevisiae
El genotipado de los alelos /RC7 en una gran coleccion de genomas de S. cerevisiae
-representando diferentes regiones geograficas y linajes filogenéticos (Figura §)- permitié
confirmar los resultados previos de Roncoroni et al. (2011), Belda et al. (2016¢) y
Cordente et al. (2019), observandose una gran prevalencia del alelo IRC75 dentro de la

poblacion de cepas vinicas (85%). Ademads, por primera vez, se demostré que este alelo
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aparece también, aunque con una prevalencia menor, en otros linajes domesticados como
Wine-PDM 'y Beer2, ambos definidos como grupos intermedios entre las cepas vinicas y
no vinicas de S. cerevisiae (Dunn et al., 2012; Gallone et al., 2016). Sin embargo, el alelo
IRC75 se mostrd completamente ausente en el resto de los linajes domesticados (Beer! y
Sake) -més alejados filogenéticamente del linaje Wine- y en todos los linajes salvajes
estudiados (Philippines, North America and Japan, West Africa y Malaysia). Estas
evidencias sugieren que la gran prevalencia del alelo IRC75, especialmente alta entre las
cepas vinicas, pudo haber sido favorecida durante el proceso de domesticacion de S.
cerevisiae. Esta hipOtesis sobre el origen del alelo IRC7® se ve reforzada por los resultados
mostrados en el capitulo 2 de esta Tesis, en los que no se observo el alelo IRC7° del
correspondiente gen ortdlogo en ninguna de las cepas vinicas analizadas de 7. delbrueckii
(Belda et al., 2017¢). Aunque es una especie con relativa cercania filogenética a S.
cerevisiae, la diversificacion entre ambas especies se produjo antes incluso del evento de
WGD (Dashko et al., 2014), millones de afios antes del inicio del proceso de
domesticacion de S. cerevisiae. Durante este proceso, se produjo la seleccion artificial de
cepas altamente adaptadas al nicho antrépico que es el vino, lo que permite, su
explotacion a nivel industrial (Steensels et al., 2019). A lo largo de la domesticacion, se
produce, ademas, la aparicion de variantes alélicas en determinados genes que, como
consecuencia de sus implicaciones fenotipicas, mejoraron la adaptacion y el desarrollo
industrial de las cepas, pudiendo identificarse como marcadores gendémicos de
domesticacion (Marsit y Dequin, 2015). En este sentido, la distribucion de alelos de IRC7
en las poblaciones vinicas de S. cerevisiae parece ser contraintuitiva con el resultado
esperable de un proceso de seleccion artificial, donde las cepas que homocigotas para el
alelo IRC7F (HF), codificante para una enzima altamente relacionada con la produccion
de aromas agradables en fermentaciones de vinos blancos, podrian haber sido
favorecidas. Sin embargo, como se dijo anteriormente, las cepas homocigotas para el alelo
delecionado IRC75 (HS), menos eficaces para la produccion de dichos aromas, son
mayoritarias en las poblaciones vinicas. Para entender esta situacion, se realiz6 un estudio
fenotipico en busca de patrones de crecimiento dependientes del genotipo /RC7, mas alla
de la actividad B-liasa de la enzima Irc7p, que expliquen la alta prevalencia de las cepas

HS en el ambiente vinico.
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6.2.1 Implicaciones fenotipicas del genotipo /RC7 en las cepas de S.
cerevisiae

El fenotipado de las cepas vinicas de S. cerevisiae, en representacion de cada uno de
los 3 genotipos de /RC7, reveld una clara ventaja fenotipica de las cepas HS (portadoras
del alelo IRC7° en homocigosis) a nivel de fitness general (fases de latencia mas cortas y
mayores tasas de crecimiento en la mayoria de las condiciones ensayadas) (Figura 9) y
de capacidad competitiva Figuras 11, asociada a una mayor resistencia a toxinas killer
(Figura 12) y capacidad de crecimiento pseudofilamentoso (Figura 13), ademds de un
patrén especifico de produccion de metabolitos al final de la fermentacion vinica (Figura
10A). Una menor duracién de la fase de latencia y una mayor velocidad de crecimiento
(asociada a una mayor tasa de proliferacion), a pesar de no mostrar una mayor eficiencia,
implican una clara ventaja en las cepas HS para dominar la sucesion microbiana que
ocurre durante la fermentacion del vino (Schmidt ez al., 2020). Asi, esta ventaja fenotipica
de las cepas HS -portadoras del alelo IRC75- ademas podria explicar la mayor prevalencia
del alelo IRC7° en las poblaciones vinicas de S. cerevisiae.

Sin embargo, la razon por la cual las cepas HS no dominan, de una forma tan estricta,
en otras poblaciones domesticadas como las pertenecientes a los linajes Wine-PDM, Beer
0 Bread, aun es un interrogante. Una posible explicacion es que estas poblaciones,
comparadas con la poblacion vinica, se desarrollan en procesos fermentativos
(fermentaciones secundarias de vino, cerveza o pan) que parten de sustratos o materias
primas con menor diversidad microbiana —incluso a veces pasteurizados- donde las cepas
no estan tan expuestas a una alta presion competitiva como ocurre en el mosto de uva
(Conacher et al., 2019). Ademas, apoyando esta hipdtesis se puede destacar el hecho de
que al pH del mosto de cerveza (en torno a 5), las toxinas killer no estan activas (Marquina
et al., 2002), por lo que el fenotipo de las cepas HS, relacionado con una posible mayor
resistencia a toxinas killer (Figura 12), no supondria una ventaja tan clara.

Con el objetivo de ayudar a entender las bases de la ventaja fenotipica observada en
las cepas HS, asumiendo que la funcion de la enzima Irc7p no es suficiente para explicar
el amplio espectro de condiciones donde las cepas HS presentan un fenotipo ventajoso,
se llevo a cabo un estudio gendémico para identificar variantes de secuencia conservadas
en el genoma de las cepas de este genotipo, y ausentes en el genoma de las cepas HF
(Tabla 2), identificando aquellas variantes de secuencia que presentavan tasas de co-
ocurrencia significativas con el alelo IRC75 en el genoma de S. cerevisiae (Tabla 3). Entre

ellas, como es logico, se encuentra la delecion de 38 pb del gen /RC7. La enzima
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codificada por este gen puede tener implicaciones en el crecimiento de S. cerevisiae en
algunas condiciones especificas, debido a su papel en el metabolismo de la cisteina y la
metionina. Santiago y Gardner (2015b) propusieron un posible papel de la enzima
codificada por el alelo IRC7" en la homeostasis de la cisteina, demostrando su actividad
cisteina-desulfurasa. Asi, una enzima Irc7p completamente funcional -codificada por el
alelo IRC7"- podria comprometer la disponibilidad intracelular de cisteina. Debido a la
importancia de la cisteina en la produccion de glutation, /RC7 puede tener un rol relevante

en la proteccion frente al estrés oxidativo en los ambientes fermentativos (Garcia-Rios y

Guillamoén, 2019).
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Figura 29: A) Produccion media de especies reactivas del oxigeno (ROS) evaluada en las cepas tras un
tratamiento con 2mM de menadiona usando dihidrorodaminal23 como indicador de estrés oxidativo. Los
graficos representan los niveles de estrés oxidativo medios en todas las cepas de cada grupo genotipico
IRC7. B) Parametros de crecimiento evaluados bajo la presencia de 375 uM de CuClz. Los graficos
representan la media de los valores de cada parametro en cada grupo genotipico /RC7. Las letras
diferentes indican la existencia de diferencias significativas para cada parametro (p < 0,05).

Para comprobar esta hipdtesis se realizd un ensayo en el que se someti6 a las cepas de
estudio a un agente causante de estrés oxidativo. Bajo estas condiciones experimentales,
y considerando los niveles medios de estrés oxidativo en las levaduras de los diferentes
grupos genotipicos para IRC7, las cepas HS presentaron un dafio oxidativo algo menor
que las cepas HF (Figura 29A). Ademads, cabe remarcar la existencia de una variante de

secuencia detectada en el gen MAP1, que co-ocurre significativamente con el alelo IRC75,
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debido a que, al igual que IRC7, participa en el metabolismo de la metionina. Este
aminodcido tiene una gran importancia tanto en las cinéticas fermentativas de las
levaduras como en el aroma del vino (Gutiérrez ef al., 2013).

Por otro lado, se postula que /RC?7, cuya expresion, ademas de por represion catabolica
por nitrogeno, se encuentra regulada por la disponibilidad de cobre, también podria tener
un papel en la tolerancia a este metal (Cordente ef al., 2019). Los compuestos a base de
cobre son cominmente usados como agentes fitosanitarios en los vifiedos, asi como, en
ciertas ocasiones, para contrarrestar ciertas desviaciones sensoriales asociadas a la
reduccion de los vinos durante su elaboracion (Swiegers y Pretorious, 2007). Cordente et
al. (2019) propusieron que una enzima Irc7p con una habilidad reducida para degradar
cisteina (Irc7p®) podria asegura una mayor concentracion intracelular de este aminoacido,
esencial para la sintesis de metalotioneinas ricas en cisteina, como Cuplp. Asi, el efecto
de la alta concentracion de cobre en la capacidad de crecimiento de las cepas fue
estudiado. La Figura 29B representa los parametros de crecimiento de los grupos
genotipicos HS y HF en un medio suplementado con 375 uM de CuCl.. Las cepas HS
muestran un mejor crecimiento general en este medio suplementado con Cu, con fases de
latencia mas cortas y mayores tasas de crecimiento, de media, comparadas con las cepas
HF. Estas diferencias medias entre las cepas HF y HS fueron significativamente mayores
que en el medio control de crecimiento en glucosa (Glu 2%) (p<0,05). Las cepas HS
crecen de promedio con una tasa 60% mayor y una fase de latencia 78% menor que las
cepas HF en el medio suplementado con cobre. Sin embargo, en el medio control de
glucosa (2%) las cepas HS muestran una tasa un 32,2% mayor y una fase de latencia 18%

menor que las cepas HF.

6.2.2 Variantes de secuencia de otros genes asociadas al alelo JRC75 y sus
potenciales implicaciones fenotipicas

El analisis genémico de las cepas con diferente genotipo /RC7 permitio identificar
una serie de variantes de secuencia que co-ocurren significativamente con el alelo IRC75,
y que podrian tener una implicacion fenotipica, diferente a las actividades metabdlicas de
Irc7p, que pueden ayudar a explicar el fenotipo definitorio encontrado en las cepas HS
(Figura 14 y Tablas 3 y 4). Entre las variantes de secuencia podemos destacar las que
afectan al gen SDHI. Este gen esta involucrado en el metabolismo respiratorio de las
levaduras ya que codifica la subunidad flavoproteica de la de la succinato deshidrogenasa

(SDH), que oxida el succinato en el ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA). Durante la
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fermentacion, aunque el ciclo TCA es interrumpido al nivel del complejo SDH, el
succinato sigue produciéndose por la rama oxidativa del ciclo (Camarasa et al., 2003). La
transicion a un metabolismo respiratorio y el mantenimiento de un determinado nivel
respiratorio durante la fermentacion tiene un impacto directo en la capacidad de producir
etanol y, por tanto, en la capacidad de competicion durante la fermentacion del vino
(Gasmi et al., 2014). Aunque se necesitan mas estudios para entender el papel de SDH1
en el metabolismo del succinato, la mutaciéon descrita en este estudio podria tener
importancia en el metabolismo del succinato el mantenimiento de la actividad respiratoria
durante la fermentacion. Ademas, las variantes de secuencias encontradas en los genes
VHSI y APC4, también deben ser estudiadas en detalle por su potencial contribucion al
fitness ventajoso en las cepas HS. Brevemente, VHS! codifica para una proteina quinasa
activada por la disponibilidad de glucosa, y ha sido descrito como un miembro del
fermentoma -que incluye genes requeridos para llevar a cabo la fermentacion vinica en S.
cerevisiae- (Walker et al., 2014), y ACP4 es codificante para una enzima ubiquitina ligasa
involucrada en la degradacion de inhibidores de la anafase, y la reduccion de su actividad
puede estar asociada con un incremento en el fitness competitivo (Breslow et al., 2008).
La ventaja competitiva de las cepas HS puede explicarse también mediante su
mayor resistencia a toxinas killer comparada con las cepas HF, demostrada en el estudio
fenotipico (Figura 12). En este sentido, Servien¢ et al. (2012) demostraron que VPS10 —
uno de los genes en los que identificd una serie de mutaciones con una tasa de co-
ocurrencia significativa con el alelo IRC75- puede jugar un papel en la sensibilidad a la
toxina killer K2, asociada a un defecto en la osmorregulacion celular. Por ello, estas
variantes de secuencia de VPSI0 pueden estar jugando un papel importante en los
patrones de resistencia a toxinas killer encontrados en la mayoria de las cepas HS.
Ademas, las variantes de secuencia detectadas en el gen PAU6 también parecen estar
asociadas al fenotipo killer observado en las cepas HS. El gen PAU6 es miembro de la
familia génica PAU, que parece tener un papel especifico en la adaptacion de las levaduras
al estrés ambiental, y en su fitness durante la fermentacion alcohélica (Luo y Van Vuuren,
2009). En el caso de PAUS, se ha demostrado un papel directo en la resistencia frente a
toxinas killer (Rivero et al., 2015). Aunque la funcién de PAU6 aun es desconocida, el
alto porcentaje de identidad entre las proteinas Pau6p y PauSp, permite hipotetizar que la
variante de secuencia encontrada en PAU6 también puede estar involucrada en la

resistencia a toxinas killer.
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RSF1, otro gen en el que se identificaron variantes de secuencia con tasas de co-
ocurrencia significativas con el alelo IRC75, codifica para un factor transcripcional
involucrado en la transicion hacia el metabolismo respiratorio. Es, ademas, necesario para
el uso de etanol y glicerol como fuentes de carbono (Lu ef al., 2003) y est4 involucrado
en el proceso de esporulacion. De hecho, Gerke et al. (2009) demostraron que la variante
genética identificada para RSFI en este trabajo, (D181G) estd ausente en las cepas
salvajes de S. cerevisiae, que muestran una mayor eficiencia en la esporulacion, pero se
encuentra en la mayoria de las cepas aisladas en vifiedos. Los resultados de este estudio
refuerzan esta observacion, ya que muestran que la mutacion de RSFI, solo fue
encontrada en las cepas vinicas de S. cerevisiae, estando completamente ausente en
cualquier otro linaje domesticado. En las cepas salvajes de S. cerevisiae, el ciclo de vida
sexual -y por tanto la reproduccion por esporulacion- esta favorecido, a diferencia de las
cepas domesticadas con un ciclo de vida predominantemente asexual (Liti, 2015). Asi,
aunque ain son necesarios mas estudios para demostrar la ventaja de las cepas con la
mutacion en RSF'/ de sobrevivir en ambientes vinicos, estos resultados sugieren que esta
variante de secuencia ha sido seleccionada en el proceso de domesticacion de las cepas
vinicas de S. cerevisiae.

Ya que la esporulacion y la pseudofilamentacion son comportamientos
excluyentes (Cullen et al., 2012), dando este Gltimo una ventaja en la buisqueda de
alimento en ambientes limitantes en nutrientes, como lo es la fermentacion del vino
(Carstens et al., 1998), resulta interesante que el crecimiento pseudofilamentoso fue
observado en todas las cepas HS en condiciones de limitacion de nutrientes nitrogenados,
pero solo en el 30% de cepas HF. Estos resultados apoyan la hipotesis de que la variante
de secuencia encontrada en RSF! reduce la eficiencia de esporulacion en las cepas
vinicas, con un impacto indirecto en el incremento de la habilidad de crecimiento
pseudofilamentoso en la mayoria de las cepas HS. Por ello, el estudio de la capacidad de
crecimiento pseudofilamentoso puede permitir asociar el fenotipo de las cepas con la
variante alélica RSFI y, en consecuencia, con el genotipo /RC7. Este resultado apoya la
posible asociacion entre la variante alélica de RSF/ y la habilidad de crecimiento
pseudofilamentoso de las levaduras, principalmente observado en las cepas HS. Debido
a que el crecimiento pseudofilamentoso puede tener implicacion, esta habilidad en las
cepas HS puede ayudar a explicar la mayor prevalencia y mejor fitness demostrados en

este tipo de ambientes.
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A modo de conclusion, el efecto individual de todas estas variantes genéticas podria
explicar alguna de las observaciones fenotipicas observadas en este estudio. Sin embargo,
debido a su alta tasa de co-ocurrencia con el alelo JRC75, se puede hipotetizar que es el
conjunto de estas variantes genéticas el que podria definir el contexto genético que explica
las inesperadas caracteristicas fenotipicas encontradas en las cepas HS. Aunque se
necesitan estudios complementarios para entender las implicaciones fenotipicas de estas
mutaciones identificadas, los resultados obtenidos en este estudio contribuyen a explicar
la marcada distribucion de los alelos /RC7 en los linajes de S. cerevisiae. El gen IRC7 ha
sido ampliamente estudiado debido a que es uno de los genes mdas importantes en la
produccion de tioles varietales que caracterizan el aroma de ciertas variedades de vinos
blancos. Sin embargo, su paraddjica distribucion entre las cepas de S. cerevisiae, con una
gran prevalencia del alelo menos funcional de este gen, apenas habia sido comprendida
hasta ahora, y solo se habian propuesto hipotesis sin demostrar. En este trabajo, el
extensivo estudio genotipico permitié entender la distribucion global de los alelos de
IRC7 entre los distintos linajes filogenéticos de S. cerevisiae, identificando aquellas cepas
con un mayor potencial en la liberacion de tioles. Ademas, el estudio fenotipico permitid
asociar el genotipo HS de las cepas vinicas con un fitness ventajoso, que podria explicar
su mayor prevalencia en las poblaciones vinicas. Por ultimo, se logrd la identificacion de
las mutaciones acompafiantes del alelo IRC75, candidatas a explicar la mayor prevalencia
de las cepas HS de S. cerevisiae y su ventaja fenotipica.

Estos resultados confirman que la gran mayoria de las cepas vinicas de S. cerevisiae
tienen una capacidad limitada de producir tioles aromaticos, como consecuencia de que
la presencia del alelo /RC75, codificante para una enzima menos funcional (IRC75), esta
asociada a una ventaja fenotipica que implica una mayor prevalencia en la poblacion de
cepas vinicas. Esto no parece ser asi en otras especies de no-Saccharomyces, donde la
actividad B-liasa se encuentra mas extendida entre las cepas (Belda et al., 2016a). En este
contexto, ante las limitaciones de S. cerevisiae, la busqueda y aplicacion de levaduras no
convencionales supone una interesante estrategia para incrementar el contenido de
aromas tidlicos en los vinos. Asi, el estudio mostrado en el capitulo 2 de esta Tesis
Doctoral permitio explorar el papel que tienen dos especies no-Saccharomyces (T.
delbrueckii y M. pulcherrima) como herramientas biologicas para la mejora de las
propiedades sensoriales del vino a través del incremento en la produccion de aromas

tiolicos varietales.
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6.3 Levaduras no-Saccharomyces como herramienta en la mejora del
perfil sensorial de los vinos

Como se ha mencionado anteriormente, el estudio sobre la aplicacion de las levaduras
no-Saccharomyces para la produccion de vinos, debido a su gran potencial enzimatico,
suponen un prometedor campo de estudio para la mejora de su perfil sensorial. Un estudio
previo llevado a cabo por nuestro grupo de investigacion, a través del desarrollo de un
medio de cultivo que utiliza, como tnica fuente de nitrégeno, un analogo del precursor
tiolico Cys-4MPS (S-metil-L-cisteina), permitio la seleccion de cepas de levaduras no-
Saccharomyces con una alta actividad B-liasa, relacionada directamente con la
produccion de tioles (Belda et al., 2016b). Entre ellas, destaco la cepa de 7. delbrueckii
Viniferm NS-TD, por lo que se decidid estudiar su incidencia en la produccion de tioles
varietales en condiciones de vinificacion. Ademas, se seleccioné la cepa de M.
pulcherrima NS-EM-34 para este estudio. A pesar de que las cepas de M. pulcherrima
muestran una moderada actividad -liasa (Belda et al., 2016a), la aplicacion de esta cepa
en fermentaciones semi-industriales en vino tinto demostrd una contribucion positiva en
ciertas propiedades tecnologicas del vino (Belda et al., 2016c¢), por lo que se decidid
ampliar la caracterizacion enoldgica de esta cepa en referencia a su contribucion al perfil
tiolico de vinos blancos. De esta forma, se estudio la incidencia de ambas cepas no-
Saccharomyces en la mejora del perfil sensorial en fermentaciones de mosto Verdejo -
variedad rica en precursores tidlicos- en inoculaciones secuenciales junto con dos cepas
de S. cerevisiae (Viniferm Diana y Viniferm Revelacion), cada una de las cuales
representa un genotipo /RC7 diferente (HS y HF, respectivamente) y, por tanto, diferente

actividad B-liasa.

6.3.1 Impacto de las levaduras no-Saccharomyces en los parametros
enoldgicos basicos

La inoculacién secuencial en las fermentaciones mixtas permiti6 el desarrollo de las
poblaciones no-Saccharomyces durante los primeros cuatro dias, necesario para poder
poner de manifiesto los efectos de estas especies en la fermentacion, ya que el mayor
vigor fermentativo de S. cerevisiae puede impedir el suficiente desarrollo de las
poblaciones de la especie no-Saccharomyces. En fermentaciones mixtas en las que se
inoculd conjuntamente S. cerevisiae y M. pulcherrima (Varela et al., 2017) o T.
delbrueckii (Belda et al., 2015) al inicio de la fermentacion, se ha observado una limitada

influencia de las especies no-Saccharomyces en las propiedades del vino. Las cinéticas
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poblacionales en las fermentaciones secuenciales mostraron diferencias respecto a las
fermentaciones individuales de S. cerevisiae. En primer lugar, la inoculacién con la cepa
de S. cerevisiae supuso un rapido desplazamiento de las poblaciones no-Saccharomyces
ensayadas, aunque con diferencias entre las dos especies. Mientras que la poblacion de
M. pulcherrima mostr6 un rapido descenso desde el momento de la inoculacion de S.
cerevisiae, T. delbrueckii ain pudo crecer hasta aproximadamente el dia siete de
fermentacion, compitiendo con S. cerevisiae hasta este momento (Figura 16). Este hecho
se explica por la mayor capacidad fermentativa y tolerancia al etanol de 7. delbrueckii
comparada con M. pulcherrima (Ramirez y Veldzquez, 2018). Ademas, las
fermentaciones secuenciales mostraron cinéticas poblacionales y fermentativas mas
lentas, en comparacion con las fermentaciones individuales. También se observo un
retraso en la finalizacion de la fermentacion -también observado usando la misma cepa
de T. delbrueckii en vino tinto (Belda et al., 2015) y en otras cepas de 7. delbrueckii
(Velazquez et al., 2015). Ademas, en las fermentaciones secuenciales con ambas cepas
no-Saccharomyces, S. cerevisiae alcanz6 una menor concentracion celular maxima y una
menor tasa maxima de consumo de azucares. Aunque estos efectos negativos se pueden
explicar por la menor disponibilidad de nutrientes provocada por la co-inoculacion de las
cepas no-Saccharomyces (Lleixa et al., 2016), se han descrito diferentes fenomenos de
interaccion intraespecifica entre levaduras en fermentaciones mixtas que pueden explicar
este efecto. Se han descrito varias cepas de 7. delbrueckii como productoras de toxinas
killer que pueden tener un efecto frente a S. cerevisiae (Ramirez et al., 2015; Villalba et
al., 2016). También se ha observado la produccion de vesiculas extracelulares en 7.
delbrueckii, que pueden tener un efecto inhibidor contra S. cerevisiae y otras levaduras
(Mencher et al., 2020). Aunque se ha descrito la capacidad de M. pulcherrima de inhibir
el crecimiento de ciertas especies de levadura a través de la produccion de éacido
pulcherriminico, S. cerevisiae parece no ser sensible a este compuesto (Kantor et al.,
2019). Sin embargo, este compuesto, por su capacidad como quelante de hierro, si que
podria tener un efecto en la disponibilidad de este metal, esencial para ciertos procesos
celulares (Oro et al., 2014). De hecho, la inoculacion secuencial con la cepa de M.
pulcherrima provocd un descenso mayor en la tasa maxima de consumo de azlicares en
la fermentacion, pudiendo suponer un mayor efecto negativo de la presencia de esta
especie en la capacidad fermentativa de S. cerevisiae, comparado con la presencia de 7.

delbrueckii (Figura 16).
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A pesar del efecto negativo en las cinéticas fermentativas de S. cerevisiae, la co-
inoculaciéon de levaduras no-Saccharomyces también mostré un impacto positivo en
ciertos parametros de interés enoldgico, comparado con las fermentaciones individuales
de S. cerevisiae (Tabla 4). Este efecto puede ser debido a la contribucion directa del
metabolismo de las levaduras no-Saccharomyces (Jolly et al., 2014) y al impacto que
tienen sobre el metabolismo de S. cerevisiae, como consecuencia de las respuestas
fisiologicas que tiene la presencia de una especie competidora (Curiel ef al., 2017). En
primer lugar, el menor vigor fermentativo que tienen las levaduras no-Saccharomyces en
comparacion de las cepas de S. cerevisiae -mas adaptadas competir y dominar en
ambientes ricos en azucares gracias a la estrategia de “producir-acumular-consumir’-
puede contribuir de forma directa a que las fermentaciones secuenciales alcanzasen un
menor contenido en etanol (Dashko et al., 2014). Teniendo en cuenta la variabilidad entre
cepas y las distintas condiciones de fermentacién (variedad de mosto, temperatura,
contenido en azucares, etc.) otros estudios han confirmado este efecto en M. pulcherrima
(Comitini et al., 2011; Varela et al., 2017) y en T. delbrueckii (Benito et al., 2015; Belda
et al., 2015; Ciani et al., 2016b). Ademas del interés comercial en la obtencion de vinos
con menor grado alcohodlico, la menor concentracion final de etanol puede relacionarse
con un impacto positivo en el perfil sensorial de los vinos, aumentando la complejidad
aromatica de los vinos, ya que puede evitar el efecto enmascarador de componentes
aromaticos minoritarios (Frost et al., 2015). Una baja produccion de etanol suele estar
relacionada con una mayor produccion de glicerol. Asi, se observo un incremento en el
contenido en glicerol en las fermentaciones secuenciales en las que participaron ambos
no-Saccharomyces. Este efecto se puede explicar por la sobreexpresion de GDPI en S.
cerevisiae (involucrado en la sintesis de glicerol-3-fosfato, intermediario en la sintesis de
glicerol), demostrado en co-fermentaciones de S. cerevisiae y M. pulcherrima (Sadoudi
etal.,2017). El incremento en el contenido de glicerol se relaciona, ademas, con un efecto
positivo en la calidad de los vinos, al aportar propiedades de redondez y untuosidad en
boca (Gawel et al., 2007).

También se estudi6 el efecto de las levaduras no-Saccharomyces en la concentracion
final de compuestos con un impacto negativo en la calidad sensorial de los vinos. Aunque
una elevada produccion de la acidez volatil de los vinos (principalmente determinada por
la concentracion de acido acético) fue en un principio asociada a las levaduras no-
Saccharomyces (Padilla et al., 2016), varios estudios han confirmado que ciertas cepas

de especies no-Saccharomyces son poco productoras de acido acético (Gobbi et al.,
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2013). Comitini et al. (2011) observaron una menor produccion de acido acético en M.
pulcherrima comparada con S. cerevisiae. Sin embargo, la concentracion final de acido
acético no se vio afectada por la participacion de M. pulcherrima en la fermentacion en
este trabajo, resultado también observado en otros estudios (Benito et al., 2015;
Gonzalez-Royo et al., 2015). En el caso de los ensayos con 7. delbrueckii, aunque no
hubo diferencias significativas, si se observd una ligera disminuciéon en acido acético
comparada con las fermentaciones individuales de ambas cepas de S. cerevisiae. Este
efecto también fue observado por Azzolini et al. (2015) y Belda et al. (2015). Por tltimo,
analizando la concentracion final de acetaldehido (asociado a aromas de oxidacion) en
los vinos, se observd una reduccion significativa en las fermentaciones secuenciales con
ambas especies no-Saccharomyces comparadas con las fermentaciones individuales de S.
cerevisiae. Reducciones similares, en torno a 20 mg/L, también fueron descritas en

fermentaciones en las que participada 7. delbrueckii (Benito et al. 2015).

6.3.2 Contribucidn de las levaduras no-Saccharomyces en la produccién de
tioles aromaticos

En los ultimos afios, un apreciable nimero de estudios ha determinado la contribucion
de las levaduras no-Saccharomyces en la composicion de aromas varietales del vino. A
diferencia de los aromas fermentativos, especialmente dependientes del metabolismo de
S. cerevisiae, las levaduras no-Saccharomyces, gracias a su diversidad enzimatica,
suponen una importante herramienta en la revelacion de los aromas varietales en ciertas
variedades de uva (Belda et al., 2016a). Como era de esperar, la mayor contribucion de
las levaduras no-Saccharomyces al perfil aromdtico observada en los ensayos
fermentativos estuvo relacionada con la produccion de tioles varietales (Figura 17). En
primer lugar, cabe destacar la diferente produccion de tioles entre las cepas de S.
cerevisiae en base a su genotipo /RC7. El tiol 4MPS no fue detectado en la fermentacion
individual con S. cerevisiae Viniferm Diana y solo en pequenas concentraciones en la
fermentacion con S. cerevisiae Viniferm Revelacion (resultados explicados por la
expresion de los alelos /RC7 delecionado y completo de las cepas de S. cerevisiae,
respectivamente). A pesar de que no se ha demostrado una relacion directa entre la
expresion del gen /RC7 y la produccion del tiol 3SH (Roncoroni ef al., 2011), parece que
el genotipo IRC7 de las cepas podria explicar, aunque parcialmente, la produccion del tiol
3SH y, en consecuencia, también del tiol 3SHA (derivado por acetilacion del 3SH). La

complejidad del metabolismo de tioles en S. cerevisiae (Figura 3) hace que la produccion
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de tioles no pueda explicarse enteramente por el genotipo /RC7 de las cepas, sino que la
expresion genética de IRC7 (Tofalo et al., 2020) u otros genes codificantes de permeasas
(Gaplp, Optlp, Yctlp) y enzimas [-liasas (Str3p), podrian ayudar a explicar estas
diferencias encontradas.

Respecto a la influencia de las levaduras no-Saccharomyces, en este trabajo se
observo el efecto de M. pulcherrima en la disminucion de la concentracion de los tioles
3SH y 3SHA, pero también en el notable incremento en la concentracion de 4MSP, con
un gran impacto sensorial debido a su extremadamente bajo umbral de percepcion
(Swiegers et al., 2005). Sadoudi et al. (2012) también observaron un efecto similar en las
concentraciones de 3SH y 3SHA usando otra cepa de M. pulcherrima, aunque con una
disminucién en la concentracion de 4MSP. Esta diferencia puede explicarse por el hecho
de que la cepa de M. pulcherrima NS-EM-34 fue seleccionada previamente por mostrar,
aunque de forma moderada, actividad B-liasa (Belda et al., 2016b). En el caso de T.
delbrueckii, aunque también se demostrd previamente su capacidad de incrementar la
concentracion de los tioles 3SH y 3SHA en fermentaciones secuenciales con S. cerevisiae
(Zott et al., 2011), se ha observado una pobre producciéon de 4MSP (Murat et al., 2001;
Coetzee y du Toit, 2012). Este hecho fue observado también con otra cepa industrial de
T. delbrueckii, demostrandose un efecto sinérgico entre 7. delbrueckii y S. cerevisiae en
la fermentacion, con un incremento en la producciéon de 3SH, explicado por una gran
habilidad de la asimilacion de precursores glutationilados en 7. delbrueckii (Renault et
al., 2016). Los resultados presentados en dicho trabajo describen un comportamiento
opuesto con el de la cepa industrial de 7. delbrueckii Viniferm NS-TD utilizada, la cual
no solo incremento la concentracion de 3SH en las fermentaciones secuenciales, sino que
también mostrd un gran incremento en la concentracion de 4MSP. La produccion de este
tiol, a partir de la ruptura de su precursor cisteinilado, ha sido directamente relacionada
con la expresion del gen /RC7 (Thibon et al., 2008) y con el genotipo IRC7 de las cepas
(Roncoroni et al., 2011). Como se ha expuesto en el capitulo 1, la mayoria de las cepas
vinicas de S. cerevisiae son homocigotas para el alelo delecionado, y menos funcional,
de IRC7. Para entender la diferencia en la produccion de 4MSP en ambas especies se
procedio a la identificacion y caracterizacion del gen ortdlogo de IRC7 en T. delbrueckii.
Se encontré homologia, tanto a nivel transcripcional como proteico, entre ambos genes
en los genomas de referencia de S. cerevisiae y T. delbrueckii. Ademas, se observo que,
al contrario que ocurre entre las cepas vinicas de S. cerevisiae, el alelo completo del gen

ortdlogo de /IRC7 se identifico en todas las cepas vinicas de 7. delbrueckii analizadas.
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Teniendo en cuenta este resultado, se puede suponer una mayor actividad f-liasa global
dentro de las cepas de esta especie, comparada con las cepas de S. cerevisiae. Sin
embargo, la relacion filogenética entre ambos genes de las dos especies, a pesar de tener
homologia, parece ser notablemente distante. Este hecho hace que sean necesarios
estudios sobre como las diferencias en la estructura y en la regulacion transcripcional de
ambas proteinas pueden explicar la gran capacidad de algunas cepas de 7. delbrueckii en
la liberacion de aromas tidlicos en condiciones de fermentacion. En el caso de M.
pulcherrima, no se identifico el gen ortélogo de /RC7. El incremento en la produccion de
tioles por parte de esta especie lleva a especular sobre el posible papel que tendrian otros
genes, tanto transportadores de cisteina (AGPI, BAP2 y GNPI) o glutation (OPTI y
FOTI) como enzimas con actividad B-liasa (STR3 y CYS3), en la liberacion de tioles
volatiles (Santiago y Gardner, 2015a). Por tanto, seran necesarios estudios adicionales
sobre la identificacion de estos genes en M. pulcherrima y otras especies no-
Saccharomyces, asi como estudios a nivel transcripcional, que puedan mostrar los
diferentes niveles de expresion que expliquen la mayor produccion de tioles por parte de
estas levaduras.

Finalmente, cabe destacar que, a pesar de estos resultados sobre el papel de las
levaduras no-Saccharomyces en la mejora del perfil tidlico de los vinos, ain permanecen
sin resolver ciertas incognitas sobre el proceso de produccion de tioles varietales.
Estudios previos en los que se emplearon mostos naturales de uva, mostraron una baja
correlacion entre la concentracion de los precursores cisteinilados y glutationilados y la
concentracion final de tioles en la fermentacion (Pinu et al., 2012). Ademads, se han
encontrado altas concentraciones de precursores tiolicos residuales en los vinos al
finalizar la fermentacion, a pesar de las altas concentraciones de tioles libres en el vino
(Capone et al., 2011). Algunos estudios han propuesto que ciertos compuestos carbonilos
insaturados pueden actuar como precursores alternativos en el mosto. Por ejemplo, debido
a la similitud en la estructura quimica con la molécula de 3SH, el E-2-hexenal se ha
propuesto como precursor alternativo, mientras que el 6xido de mesitilo lo ha sido para
el tiol 4MSP. Schneider et al. (2006) propusieron que los tioles 4MSP y 3SH podrian
producirse por la combinacion del H>S -subproducto del metabolismo de las levaduras
durante la fermentacion- y el E-2-hexenal o el 6xido de mesitilo, respectivamente, que se
encuentra en algunas variedades de uva a concentraciones de partes por billon. De forma
similar, Duhamel et al. (2015) describieron una reaccion por la cual determinados acidos

sulfonicos (el acido I1-hidroxihexan-3-sulfénico o el é4cido 2-metil-4-oxopentan-2-
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sulfonico) podrian formarse por la reaccion del sulfito y carbonilos insaturados (E-2-
hexenal y 6xido de mesitilo, respectivamente). La reduccion de estos acidos resultantes
llevaria a la formacion de los correspondientes tioles, 3SH y 4SMP (Revisado por Ruiz
et al.,2019a).

En este contexto, los resultados preliminares de un trabajo complementario a esta
Tesis Doctoral sugieren o aportan evidencias adicionales sobre la posible importancia de
esa ruta biogénica en la produccion de tioles. En este trabajo, se analizé la capacidad
liberacion de tioles de una cepa de L. thermotolerans (NS-G-32) en fermentaciones
secuenciales con S. cerevisiae, bajo las mismas condiciones que los estudios detallados
en el capitulo 2. Como se ve en la Figura 30A, se observo una produccion de tioles
extremadamente alta, tanto de 4MSP como 3SH, muy por encima incluso de la observada
en las fermentaciones secuenciales de 7. delbrueckii. Estos resultados apoyan la
posibilidad de que otros procesos metabolicos pueden estar implicados en la liberacion

de tioles, e incluso otros precursores tidlicos.
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Figura 30: Produccion de tioles varietales (3SH, 3SHA, 4MSP) en los distintos ensayos fermentativos
con S. cerevisiae (Sc), L. thermotolerans (Lt) y T. delbrueckii (Td) en fermentaciones individuales y
secuenciales (Sc+Lt y Sc+Td). A) Fermentaciones realizadas en mosto natural de uva (var. Verdejo). B)
Fermentaciones realizadas en mosto sintético de uva, suplementado con los precursores tiolicos (Cys-
4MSP, Cys-3SH, Cys-Gly-4MSP, Cys-Gly-3SH, GSH-4MSP y GSH-3SH).

Para explorar esta posibilidad se realizaron fermentaciones en mosto sintético sin
aminoacidos, en el que se afiadieron, ademas de los precursores habituales -conjugados
con cisteina o glutatién- los precursores intermedios CysGly-3SH y CysGly-4MSP,
también encontrados en el mosto de uva. Se llevaron a cabo las fermentaciones

individuales de ambas especies no-Saccharomyces, con el objetivo de estudiar el papel

159



DISCUSION GENERAL

directo de estas levaduras en la produccion de tioles. Se confirmo6 la elevada capacidad
de produccion de tioles de las dos especies no-Saccharomyces, especialmente de L.
thermotolerans (Figura 30B). Estos resultados hacen de L. thermotolerans un interesante
modelo para estudiar nuevas rutas de biogénesis de tioles, no relacionadas con la actividad

B-liasa de las levaduras, y el papel de precursores tidlicos alternativos en este proceso.

6.3.3 Impacto de las levaduras no-Saccharomyces en el perfil sensorial de
los vinos

Ademas del efecto de las levaduras no-Saccharomyces en la concentracion de tioles
en el vino, también se estudio la contribucion de estas levaduras el perfil quimico general
del vino tomando en conjunto las concentraciones finales de metabolitos (volatiles y no
volatiles) producidos durante la fermentacion (Figura 31).
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Figura 31: Ordenacion de datos (PCA) de concentracion de los metabolitos (no volatiles y volatiles)
producidos al final de las fermentaciones del estudio presentado en el capitulo 2. Los vectores representan
la contribucion de cada metabolito cuantificado a la ordenacion de datos.

A pesar del menor impacto de 7. delbrueckii observado en las cinéticas fermentativas
y poblacionales de S. cerevisiae (Figura 16), se pudo determinar que la contribucion de
T. delbrueckii a la diferenciacion del perfil de metabolitos de los vinos con respecto a las
fermentaciones individuales de S. cerevisiae, fue mayor que la contribucion de M.
pulcherrima. La mayor capacidad fermentativa de 7. delbrueckii, comparada con otras

especies no-Saccharomyces como M. pulcherrima, llevd a un mayor tiempo de
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coexistencia en fermentacion con S. cerevisiae, lo que puede explicar su mayor
contribucion al perfil quimico del vino. La concentracion final de glicerol, 4cido citrico y
acetaldehido fueron los parametros que mas contribuyeron a la diferenciacion entre las
fermentaciones individuales de S. cerevisiae y las fermentaciones secuenciales con las
levaduras no-Saccharomyces, en el caso de los metabolitos no volatiles. En el caso de los
compuestos volatiles, la produccion de esteres fue el principal factor que contribuy¢ a la
diferenciacion entre las fermentaciones de S. cerevisiae y las fermentaciones secuenciales
con T. delbrueckii, y la produccion de ciertos alcoholes superiores, como el 2-metil-1-
butanol, en el caso de las fermentaciones secuenciales con M. pulcherrima.

Aunque S. cerevisiae, al llevar a cabo la mayor parte del proceso fermentativo, es la
principal levadura responsable de la sintesis de ésteres, las levaduras no-Saccharomyces
también pueden tener un impacto importante en la liberacion de aromas fermentativos.
Asi, cabe destacar que el uso de ambas levaduras no-Saccharomyces en co-fermentacion
con S. cerevisiae contribuy¢6 a la reduccion de la concentracion de alcoholes superiores
en los vinos (Figura 18). Este efecto puede ayudar a reducir un excesivo grado alcohdlico
del vino y su efecto enmascarador de otros aromas (Rapp y Mandery 1986). Esta
disminucion también fue demostrada en otros estudios de co-inoculacion de S. cerevisiae
con T. delbrueckii (Benito et al., 2015) y M. pulcherrima (Varela et al., 2016). Sin
embargo, también se han observado incrementos en la concentracion de alcoholes
superiores en ambas especies no-Saccharomyces bajo condiciones similares (Azzolini et
al., 2015; Sadoudi et al., 2012). La complejidad de la regulacion de la ruta de Ehrlich,
responsable de la produccion de este tipo de compuestos, puede suponer una gran
diversidad entre cepas, tanto S. cerevisiae como no-Saccharomyces, que pueden explicar
estas diferencias (Gamero et al., 2016).

También se observdo un efecto de las levaduras no-Saccharomyces en la
concentracion de ésteres en los vinos. En la bibliografia se ha descrito que la inoculacion
de M. pulcherrima tiende a mejorar el perfil final de ésteres (Sadoudi et al., 2012;
Contreras et al., 2014; Dutraive et al., 2019), especialmente en la concentracion de etil
octanoato, relacionado con aromas a pera (Lambrechts y Pretorius, 2000). Sin embargo,
en los ensayos de co-inoculacion con M. pulcherrima de este estudio, no se observd un
incremento claro en la concentracion final de ésteres, aunque cabe mencionar que, en las
primeras etapas de la fermentacion, coincidiendo con los dias iniciales en los que M.
pulcherrima se encontraba como indculo puro, se percibid un fuerte aroma relacionado

con pera, que se perdié con el avance de la fermentacion alcohoélica. La concentracion
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final de ésteres también depende de la existencia de enzimas esterasas extracelulares, que
pueden contribuir a la pérdida de este tipo de aromas durante la fermentacién (Ubeda-
Iranzo et al., 1998). En el caso de la co-inoculacion con 7. delbrueckii si se observd un
incremento mas notable en la concentracion de €steres, aumentando el impacto positivo
de compuestos como el 2-fenil-acetato o el 2-fenil-etanol, alcanzdndose valores por
encima de su umbral de percepcion (Swiegers et al., 2005). También hay que tener en
cuenta que la co-inoculacion con T. delbrueckii incremento la concentracion de ésteres,
como el acetato de etilo, que pueden tener un impacto negativo en el aroma del vino si se
alcanzan concentraciones excesivas. Sin embargo, este incremento no se tradujo en un
defecto en el analisis sensorial de los vinos, como se detallara mas adelante.

Por ultimo, el impacto que supone la inoculacion secuencial de ambas cepas no-
Saccharomyces en la concentracion de compuestos volatiles se tradujo en un efecto
directo en el perfil sensorial de los vinos (Figura 19). De forma general, se observé una
contribucion positiva de ambas cepas no-Saccharomyces a la calidad sensorial de los
vinos, también observada en otras cepas de 7. delbrueckii (Azzolini et al., 2015) y M.
pulcherrima (Rodriguez et al., 2010). Esta percepcion estd directamente relacionada con
el incremento de la concentracion de los tioles 4MSP, 3SH y 3SHA, especialmente alta
en el caso de 7. delbrueckii. Estos tioles contribuyen de forma determinante a la tipicidad
de Verdejo en los vino, aportando aromas relacionados con boj (el 4MSP) y la fruta de la
pasion, maracuya o grosella (el 3SH y 3SHA), principales contribuyentes del aroma
afrutado y tropical de los vinos. Este efecto fue potenciado por la disminucioén de la
concentracion de alcoholes superiores mostrada en las fermentaciones secuenciales, la
cual pudo mejorar la percepcion de los aromas varietales. Frost et al. (2015) demostraron
que el mayor contenido alcoholico de los vinos contribuye a una menor percepcion de la
complejidad sensorial de los vinos, ya que los compuestos alcohodlicos dominantes
tienden a eclipsar los aromas minoritarios. Asi, las ligeras disminuciones en la graduacién
alcohdlica de los vinos pueden mejorar el umbral de percepcién del aroma general
expresado en los vinos. Otros estudios demostraron que la reduccion de la concentracion
de alcoholes superiores durante la fermentacion vinica mejora la percepcion sensorial de
aromas varietales (Belda ef al. 2015). Ademas, en el caso de 7. delbrueckii esta mejora
en la intensidad aromatica puede estar directamente relacionado con el notable
incremento que provoca 7. delbrueckii en la concentracion de acetato de feniletilo en el
vino, asociado a aromas de miel y florales. Aunque la actividad de algunas enzimas

relacionadas con la produccion de tioles puede estar asociada a la produccion de HzS, no
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se apreciaron aromas de reduccion en los vinos en los que se observé un aumento de la
concentracion de tioles varietales. Por ultimo, si bien no se encontraron diferencias
respecto a los aromas a reduccion, oxidacion y acidez entre las fermentaciones
individuales y las secuenciales con las cepas no-Saccharomyces, si se observd una mejora
en la estructura de los vinos en los que particip6 7. delbrueckii. Aunque en este estudio
no se analiz6 la produccion de manoproteinas en la fermentacion, otros trabajos han
demostrado un incremento en la concentracion de estos compuestos derivados de la pared
celular de las levaduras en fermentaciones con 7. delbreuckii (Belda et al., 2015; Belda
et al.,2016d).

A modo de conclusién, la co-inoculacion secuencial de las dos cepas de no-
Saccharomyces (T. delbrueckii Viniferm NSTD y M. pulcherrima NS-EM-34) con S.
cerevisiae se presenta como una estrategia interesante para la mejora de la calidad
sensorial de ciertas variedades de vinos blancos como Verdejo, Sauvignon blanc o
Chardonnay, donde el perfil varietal constituye un caracter distintivo y apreciado por los
consumidores. La contribucion de las levaduras no-Saccharomyces en el incremento en
la concentracion de tioles varietales, como consecuencia de una mayor actividad en el
consumo y ruptura de los sus precursores conjugados, asi como la obtencién de
concentraciones de compuestos alcohdlicos moderada, lleva a la mejora de la percepcion

sensorial del caracter afrutado y tropical de estos vinos.

6.4 Estudio del efecto de 7. delbrueckii en co-inoculacion con S.
cerevisiae bajo distintas condiciones de nutricion nitrogenada

Como ya se ha mencionado, los resultados mostrados en el capitulo 2 demuestran el
papel positivo que tienen ciertas levaduras no-Saccharomyces en la mejora del perfil
aromatico de los vinos. La contribucion de dichas levaduras en la obtencion de vinos con
mejores propiedades, tanto tecnoldgicas como sensoriales, ha sido profundamente
estudiada (revisada por Belda et al., 2017b; Ruiz et al., 2019a; Benito et al., 2019). Sin
embargo, debido al menor vigor fermentativo y a la menor tolerancia al etanol de las
levaduras no-Saccharomyces, la aplicacion de estas levaduras en la industria enoldgica
se realiza en co-inoculacion secuencial, con una cepa de S. cerevisiae para asegurar la
correcta finalizacion de la fermentacion alcoholica. En este contexto, entender como
afecta la interaccion de otras levaduras con S. cerevisiae en la fermentacion vinica resulta
imprescindible para llevar a cabo las fermentaciones vinicas en la industria de forma

controlada y segura desde un punto de vista enoldgico y microbioldgico.
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Entre los factores que afectan a la naturaleza de las interacciones entre levaduras
destaca la nutricion nitrogenada por su papel tanto en las dindmicas poblacionales de las
levaduras como por su influencia directa en la produccion de metabolitos con alto impacto
en el perfil aromatico de los vinos. Asi, el objetivo del trabajo presentado en el capitulo
3 fue estudiar el efecto de combinado de la co-inoculacion con una cepa vinica de 7.
delbrueckii -interacciones interespecificas- y la nutricion nitrogenada (bajo dos
condiciones extremas de amonio, HN y LN) en S. cerevisiae, desde un punto de vista
fenotipico y transcripcional. A pesar de que en el capitulo 2 de esta Tesis se demostro la
contribucion positiva de ambas especies no-Saccharomyces estudiadas a las propiedades
sensoriales del vino, 7. delbrueckii mostro un mejor impacto sensorial, no solo en la
produccion de tioles aromaticos, sino también en el perfil quimico general de las
fermentaciones secuenciales de S. cerevisiae (Figura 31). Este hecho, junto con una
menor influencia en las cinéticas fermentativas y poblacionales, comparada con M.
pulcherrima, llevé a estudiar la cepa de 7. delbrueckii Viniferm NSTD y su impacto sobre

S. cerevisiae Viniferm Revelacion en el capitulo 3 de esta Tesis Doctoral.

6.4.1 Impacto fenotipico de la co-inoculacién de levaduras v la nutricién
nitrogenada

Evaluando las dindmicas poblacionales de levaduras y las cinéticas de fermentacion
de los diferentes ensayos realizados (Figura 22), se observd que el amonio permite el
consumo completo de los azlicares del mosto, siendo una fuente de nitrogeno de fécil
asimilacion tanto en S. cerevisiae como en T. delbrueckii (Kemsawasd et al., 2015; Su et
al., 2020). Como era de esperar, su agotamiento afecté notablemente al crecimiento de
las levaduras y al rendimiento de las fermentaciones. A pesar de ello, la cepa de S.
cerevisiae Viniferm Revelacion utilizada mostrd bajos niveles de produccion de biomasa
y tasas de pérdida de peso (como indicador de seguimiento del proceso de fermentacion)
comparadas con otras cepas de S. cerevisiae en las mismas condiciones (Barbosa et al.,
2014). Esto puede estar relacionado con la posible mayor sensibilidad de esta cepa al
amonio, el cual, en altas concentraciones, puede ser toxico para las levaduras (Santos et
al.,2012). El destacado consumo de amonio por parte de 7. delbrueckii -también descrito
para otras cepas de esta especie (Roca-Mesa et al., 2020)- no tuvo un efecto en el consumo
de nitrégeno en el cultivo mixto HN, en el que se observaron unas concentraciones de
amonio similares con el cultivo individual de S. cerevisiae (Sc), tanto a las 36 horas, como

al final de la fermentacion (Figura 22). De forma interesante, el efecto causado por el
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nitrogeno en las dindmicas poblacionales y fermentativas parecié reducirse con la co-
inoculaciéon de levaduras, comparadas con las fermentaciones individuales. En las
fermentaciones individuales de S. cerevisiae y de T. delbrueckii, las diferencias entre las
fermentaciones HN y LN fue mayor que en las fermentaciones mixtas de ambas especies,
tanto a nivel de densidad celular maxima alcanzada como de las tasas de pérdida de peso.

Analizando los perfiles de metabolitos al finalizar la fermentacion se observo,
ademas, que el impacto de la dosis de amonio fue mayor que el impacto de la propia co-
inoculacion (Figura 23). También se observo que, al igual que ocurrié con las cinéticas
fermentativas, la composicion quimica de los vinos resultantes de las fermentaciones
mixtas se mostr6 menos afectada por las dosis de amonio que las fermentaciones
individuales. Asi, la co-inoculacion con 7. delbrueckii parece jugar un papel en como S.
cerevisiae responde a la nutricion con nitrégeno. Varios estudios han demostrado la
influencia positiva de 7. delbrueckii en el perfil sensorial del vino, cuando se usa en co-
inoculacion con S. cerevisiae (Contreras et al., 2014; Renault et al., 2016; Belda et al.,
2017b). Sin embargo, la mayoria de estos estudios se centraron en la contribucion directa
de T. delbrueckii en el aroma y sabor del vino, sin considerar el efecto indirecto de esta
especie en el metabolismo de S. cerevisiae y como este efecto influye en las caracteristicas
del vino. Este trabajo demuestra el potencial efecto de 7. delbrueckii sobre la influencia
que las altas dosis de nitrogeno inorganico generan en la produccion de metabolitos por
S. cerevisiae. El andlisis de los metabolitos producidos al final de la fermentacién
permitié también observar que el efecto de la dosis de amonio fue menor en las
fermentaciones de 7. delbrueckii. De acuerdo con esto, algunos estudios han descrito que
ciertas cepas de 7. delbrueckii muestran diferencias con S. cerevisiae en las tasas de
consumo y en su preferencia por distintas fuentes de nitrogeno (Roca-Mesa et al., 2020;
Su et al., 2020).

Por ultimo, la concentracion final de compuestos aromaticos también se mostrd
condicionada con la dosis de nitrogeno y la estrategia de inoculacion de levaduras. Estos
compuestos estan principalmente producidos por enzimas relacionadas con el
metabolismo de aminoécidos y acidos grasos (Bisson y Karpel, 2010). La produccion de
alcoholes superiores, que en concentraciones moderadas pueden tener un impacto
positivo en la complejidad aromatica de los vinos, disminuyd notablemente en
condiciones de alta concentracion de amonio. Carrau et al. (2008) también observaron un
comportamiento dependiente del nitrogeno en la produccion de alcoholes superiores,

mostrando una correlacion negativa con concentraciones de NFA por encima de los 100
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mg N/L. Estos autores propusieron que la produccion de alcoholes superiores, como
subproducto del metabolismo del carbono, estd regulada por el balance metabdlico de
carbono/nitrogeno. Asi, el incremento en la produccion de alcoholes superiores bajo
condiciones de agotamiento de nitrogeno puede ser explicado por un desequilibro hacia
el metabolismo del carbono, favoreciendo la produccion de este tipo de subproductos.
Este hecho se confirm6 al observar un aumento de la expresion de los genes relacionados
con el metabolismo del carbono en condiciones de bajo nitrégeno, como se explicard mas
adelante. Ademas, debe ser también considerado que el consumo de las fuentes pobres de
nitrogeno puede llevar a las levaduras a una sobreproduccion de cetoacidos, que, debido
a su toxicidad, son descarboxilados, reducidos a su correspondiente alcohol superior, y
excretados por la célula (Ough y Bell, 1980). La estrategia de inoculacion mixta de S.
cerevisiae 'y T. delbrueckii también mostr6 un efecto sobre la composicidon aromatica de
los vinos, como ha sido demostrado previamente en varios trabajos (Azzolini et al., 2015;
Renault et al., 2016).

Estos resultados, en conjunto, demostraron que la dosis de amonio afectd de forma
importante a las cinéticas fermentativas y a la composicion del vino, y este efecto se
mostr6 claramente condicionado por la estrategia de co-inoculacion de levaduras llevada
a cabo. Con el objetivo de entender las bases biologicas del remarcable efecto de la
concentracion de amonio en la fermentacion de S. cerevisiae, y explorar como esta
respuesta puede ser modificada por la presencia de 7. delbrueckii en cultivos mixtos, se

llevé a cabo un estudio transcriptomico.

6.4.2 Impacto transcripcional de la co-inoculacidon de levaduras v la
nutricion nitrogenada

Analizando, mediante un analisis RNA-seq, los valores de expresion diferencial de
todos los ARNm de S. cerevisiae (datos de GDE depositados en el repositorio:

https://github.com/Javier-R-Ruiz/Thesis-Javier-Ruiz_Supplementary-Material/issues),

se observo que la respuesta transcripcional a la dosis de amonio fue significativamente
mayor que la respuesta observada debida a la co-inoculacion con 7. delbrueckii al igual
que, como ya se ha indicado, se pudo observar en los perfiles de metabolitos del vino
obtenido en cada condicion. Igualmente, Tronchoni ef al. (2017) describieron una leve
respuesta transcripcional en S. cerevisiae frente a la presencia de 7. delbrueckii, que
puede explicarse por el hecho de que los numerosos factores abioticos estresantes en la

fermentacion vinica desencadenan respuestas generales de estrés que podrian enmascarar
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el estrés causado por factores de origen biotico (interaccion intraespecifica de levaduras).
También se observo que el efecto de altas dosis de amonio en el transcriptoma de S.
cerevisiae fue menor en los ensayos mixtos, comparado con los ensayos individuales, en
términos de valor absoluto de cambio de expresion y el numero total de genes
diferencialmente expresados (GDE). Este efecto de la co-inoculacion de 7. delbrueckii
también se pone de manifiesto al observar el cambio de expresion de todos los genes de
S. cerevisiae expresados diferencialmente por la condiciéon de nitrogeno en cada
condicién de inoculacion (Sc y ScTd) (Figura 32), donde el cambio de expresion de la
mayoria de los genes de S. cerevisiae regulados por la alta concentraciéon de amonio fue

menor bajo condiciones de co-inoculacion con 7. delbrueckii.
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Figura 32: Cambio (induccion / represion) de la expresion (log2) de genes de S. cerevisiae en condiciones
de alta concentracion de amonio (HN) bajo condiciones de inoculacion individual (Sc, naranja) y de co-
inoculacion con T. delbrueckii (ScTd, morado). Los datos de GDEs estan recogido en el repositorio:
https://github.com/Javier-R-Ruiz/Thesis-Javier-Ruiz_Supplementary-Material/issues; tabla (Sc-HN vs Sc-
LNy ScTd-HN vs ScTd-LN).

A pesar de que solo se analiz6 un tiempo se muestreo, estas observaciones refuerzan
la hipotesis del efecto mitigador de la co-inoculacion con 7. delbrueckii sobre el impacto
de la alta concentracion de amonio en S. cerevisiae, también observado en las cinéticas
fermentativas y en el perfil de metabolitos producido. Ademas de la contribucioén que
tiene 7. delbrueckii en el perfil tidlico de los vinos, demostrada en el capitulo 2, estos
resultados indican también el papel positivo de la co-inoculacion de 7. delbrueckii en la
respuesta transcripcional de S. cerevisiae a la nutricion nitrogenada durante la
fermentacion.

En la industria del vino se emplea cominmente la nutricion con nitrogeno
inorganico (principalmente en forma de sales de amonio) para promover el crecimiento
de las levaduras durante la fermentacion. Sin embargo, esta practica tiene un efecto

negativo, ya que la produccion de la mayoria de los compuestos aromadticos se reduje bajo
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concentraciones altas de nitrogeno inorgéanico (Carrau et al., 2020) como consecuencia
de una represion por nitrogeno (NCR). S. cerevisiae podria detectar y responder a la
presencia del estrés bidtico que supone el co-cultivo con 7. delbrueckii activando
mecanismos de respuesta al estrés. Esta reaccion podria preparar a S. cerevisiae para hacer
frente a otros tipos de estrés abidtico, como la alta concentracion de amonio, reduciendo
asi el impacto del mismo sobre la respuesta transcripcional y fenotipica y, en tltimo
término, sobre las propiedades sensoriales del vino. Asi, cabe destacar, que los resultados
presentados en este estudio tienen un gran valor ya que demuestran que, en los vinos
producidos mediante la co-inoculacion con 7. delbrueckii, no solo hay un efecto directo
de la levadura no-Saccharomyces en el perfil aromatico del vino, sino que también hay
un efecto indirecto derivado de los cambios inducidos por 7. delbrueckii en la respuesta
transcripcional de S. cerevisiae, reduciendo el efecto negativo de la alta concentracion de
amonio sobre el perfil aromatico del vino.

Por otro lado, también se observd que el efecto de la co-inoculacion de T.
delbrueckii en S. cerevisiae fue mayor en condiciones de alta concentracion de nitrogeno.
Esto puede explicarse por el hecho de que algunos mecanismos expresados
diferencialmente en la respuesta transcripcional frente al agotamiento del nitrégeno son
similares a la respuesta frente a la presencia de una especie competidora, principalmente
aquellos relacionados con la respuesta al estrés (Tesnicre et al., 2015). De hecho, el
agotamiento de las fuentes de nitrdgeno, tanto en los cultivos individuales como mixtos,
indujo la expresion de genes relacionados con mecanismos de respuesta a estrés, como
los genes que codifican para proteinas de choque térmico (HSPI2, HSP31, HSP32), y
enzimas que participan en la sintesis de trehalosa (7PS2) y glucdgeno (GLG?2).

El analisis de los GDE permiti6 estudiar como S. cerevisiae responde a las
diferentes concentraciones extremas de amonio. El amonio es una de las principales
fuentes de nitrégeno que desencadenan los mecanismos de NCR en S. cerevisiae
(Magasanik y Kaiser, 2002). Asi, bajo condiciones de alta concentracion de amonio, los
genes relacionados con el consumo de fuentes alternativas de nitrogeno aparecieron
altamente reprimidos. También, se observo una represion del metabolismo energético
oxidativo. Estos resultados fueron también observados con otras cepas de S. cerevisiae
bajo las mismas condiciones experimentales (Barbosa et al. 2015b). Estos andlisis
permitieron estudiar también el efecto de 7. delbrueckii en el perfil de expresion de S.
cerevisiae. Varios estudios han demostrado que la interaccion entre especies de levaduras

afecta al transcriptoma de estas, desencadenando mecanismos de respuesta competitivos
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(Barbosa et al., 2015a; Tronchoni et al., 2017; Curiel et al., 2017; Alonso-del-Real et al.,
2019, Shekhawat et al., 2019). Asi, se observd que en presencia de 7. delbrueckii, S.
cerevisiae induce el consumo aminoécidos y azlcares. Este hecho también fue descrito
por Tronchoni et al. (2017), como un mecanismo de competicién en presencia de otras
especies de levaduras habitando el mismo nicho. También, Curiel ef al. (2017) observaron
que la interaccion interespecifica de levaduras desencadenaba los mecanismos de CCR y
NCR, como estrategias para aumentar el consumo de nutrientes y competir
eficientemente. Sin embargo, ninguna diferencia en la expresion de genes del mecanismo
NCR o de genes sensibles a NCR fue encontrada en S. cerevisiae, como respuesta a la co-
inoculacién con 7. delbrueckii. Esto puede explicarse por las concentraciones extremas
de amonio utilizadas en este estudio, que pueden enmascarar el efecto de 7. delbrueckii
en el transcriptoma de S. cerevisiae.

Ademas de la sobreexpresion de genes relacionados con el consumo de nutrientes,
la co-inoculacion de 7. delbrueckii también indujo genes relacionados con la homeostasis
de iones metélicos. Estos iones metéalicos pueden jugar un papel importante en la
homeostasis celular y tienden a ser limitantes en el mosto de uva. Una mayor capacidad
de asimilacion de estos micronutrientes puede traducirse en una clara ventaja competitiva
en condiciones de co-cultivo. Resultados similares sobre la expresion de estos genes
también han sido descritos por Shekhawat et al. (2019), en un estudio sobre el impacto
transcripcional de la co-inoculacion con L. thermotolerans en S. cerevisiae.

El analisis de RNA-seq también permitid estudiar la expresion de genes relacionados
con la produccion de compuestos aromaticos (Figura 27). Al igual que se observé a nivel
global, la condicién de nitrogeno tuvo un mayor efecto transcripcional en estos genes,
comparado con el efecto de la co-inoculacion con 7. delbrueckii. Sin embargo, la
complejidad del metabolismo de aminodcidos y su relacion con el aroma del vino hizo
dificil relacionar directamente los niveles de expresion génica con el perfil aromatico final
del vino. Ademas, los datos transcripcionales correspondientes a las 36h desde el
comienzo de la fermentacion no pueden explicar completamente la concentracion de
aromas en el vino. A pesar de estas dificultades, si que fue posible encontrar algunos
patrones transcripcionales que explican, al menos parcialmente, el incremento en la
concentracion de ciertos compuestos aromaticos. El descenso de la concentracion de
alcoholes superiores bajo las condiciones de alta concentracion de amonio parece estar
relacionado con la represion de genes del metabolismo de aminoécidos, como las

permeasas, transaminasas y descarboxilasas. Respecto a la produccion de ésteres, el
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incremento en la concentracion de etanoato de etilo se relaciona con la sobreexpresion de
la acetil transferasa CAT2. El ligero incremento de la concentracion de alcoholes
superiores bajo la condicion de co-inoculacion con 7. delbrueckii puede explicarse por la
sobreexpresion de los genes BAT1, BAT2 y PDC6. Un estudio previo demostrd un efecto
significativo de la co-inoculaciéon junto con S. cerevisiae de H. guilliermondii en la
expresion de genes relacionados con la produccion de compuestos volatiles (Barbosa et
al., 2015a). Sin embargo, como se ha mencionado anteriormente, las extremas
condiciones de nitrogeno utilizadas suponen un alto impacto transcripcional que pueden
enmascarar el efecto del co-cultivo con 7. delbrueckii en el transcriptoma de S. cerevisiae.

Por ultimo, cabe mencionar que los andlisis de RNA-seq permitieron ademas,
determinar de forma separada los diferentes perfiles transcripcionales de S. cerevisiae y
T. delbrueckii en las fermentaciones mixtas bajo las dos condiciones de nitrogeno
ensayadas (Figura 28). Teniendo en cuenta todos los GDEs y el cambio de expresion
acumulado, se observo un efecto transcripcional frente la alta concentracion de amonio
similar en ambas especies, aunque ligeramente menor en 7. delbrueckii. La hipotesis
sobre una menor respuesta a la alta concentracion en nitrogeno por parte de 7. delbrueckii
se ve reforzada al observar los datos de perfiles de metabolitos producidos por ambas
especies. Ademas, los genes relacionados con la produccion de aromas se vieron también
menos afectados por la concentracion de amonio en 7. delbrueckii en condiciones de co-
inoculacion, comparados con S. cerevisiae. Analizando en detalle los genes reprimidos
en condiciones de alto nitrogeno, 7. delbrueckii mostrd una menor represion de la mayoria
de los genes sensibles a NCR comparado con S. cerevisiae. Esto podria indicar una
relajacion en la represion por nitrégeno en 7. delbrueckii. Esta menor represion por
nitrégeno, en ambientes limitantes en fuentes de nitrogeno, puede significar una ventaja
significativa a la hora de consumir simultdneamente un mayor rango de fuentes
alternativas de este nutriente. De hecho, el género Torulaspora ha sido descrito como
donante de ciertos genes relacionados con el consumo de aminoacidos y péptidos en un
evento de THG, encontrados en cepas vinicas de S. cerevisiae (Marsit et al., 2015).
Aunque se necesitan mas estudios sobre los mecanismos de NCR en 7. delbrueckii, estos
resultados sugieren una mejor adaptacion de esta especie a los ambientes pobres en
fuentes de nitrogeno.

Otros genes, comunmente regulados en ambas especies, también mostraron
diferencias cuantitativas a nivel de expresion que pueden explicar las diferencias

encontradas a nivel fenotipico. Por ejemplo, el gen THI4 (involucrado en la sintesis de
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tiamina) destaco por su gran diferencia de expresion entre las dos especies estudiadas
(expresado con mayores niveles en 7. delbrueckii). La tiamina esta relacionada con la
actividad de la enzima piruvato descarboxilasa y, por tanto, con el metabolismo
fermentativo. Se ha descrito que la sobreexpresion de este gen mejora el consumo de
glucosa y la produccion de etanol durante la fermentacion alcohodlica (Shi et al., 2018).
Este hecho puede explicar tanto el bajo rendimiento fermentativo de la cepa de S.
cerevisiae empleada en el estudio, como el destacable rendimiento fermentativo de la
cepa de T. delbrueckii.

Por otro lado, se observo que la mayoria de los genes diferencialmente expresados
bajo la alta concentracion de amonio fueron exclusivos de cada especie, lo que indica una
repuesta transcripcional cualitativamente diferente. Un estudio reciente, utilizando otras
cepas de S. cerevisiae y T. delbrueckii, también demostrd una respuesta transcripcional
de adaptacion al ambiente vinico diferente en ambas especies (Tondini et al., 2020). A
pesar de ello, se debe tener en cuenta el contexto gendomico de ambas especies; a pesar de
su cercania filogenética, algunos eventos gendmicos ligados al proceso de domesticacion
de S. cerevisiae, han modificado sustancialmente el genoma de esta especie (Belda et al.,
2019). Por ello, la existencia de varios genes de S. cerevisiae ausentes en 1. delbrueckii

puede parcialmente explicar las diferencias en los GDEs encontradas.

6.5 Perspectivas futuras

Los resultados de esta Tesis Doctoral contribuyen a la comprension de las bases
genéticas, transcripcionales y metabdlicas de la aplicacion de distintas levaduras, tanto S.
cerevisiae como no-Saccharomyces, en la mejora de las propiedades del vino, a través de
la mejora de su perfil aromatico tidlico y fermentativo. En primer lugar, el estudio sobre
la distribucién poblacional y papel de los distintos alelos de /RC7 -gen clave en la
produccion de aromas tidlicos- en el fenotipo de las levaduras, permitié demostrar que su
alelo menos funcional (IRC7%) ha sido favorecido a lo largo del proceso de domesticacion
de S. cerevisiae en el entorno vinico, justificando asi el bajo potencial de la mayoria de
cepas de S. cerevisiae en la produccion de tioles varietales a partir de sus correspondientes
precursores cisteinilados. Estos resultados confirman la utilidad del desarrollo de nuevas
estrategias de vinificacion, mediante el uso de levaduras no-Saccharomyces como
herramienta en la revelacion aromatica del vino. En ese sentido, se realizaron estudios
sobre la aplicacion de las levaduras no-Saccharomyces, bajo condiciones que simulan el

proceso de vinificacion en la industria enoldgica, y bajo condiciones controladas de
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laboratorio, aislando las variables relacionadas con la nutriciéon nitrogenada y la
interaccion intraespecifica de levaduras.

Asi, estos resultados basados en una aplicacion directa de estas levaduras abren la
puerta a la investigacion sobre las bases genéticas, metabdlicas y fisiologicas de las
observaciones bajo condiciones de aplicacion industrial. A modo de ejemplo, la destacada
produccion de tioles de 7. delbrueckii y L. thermotolerans (Figuras 17 y 30), promueven
el estudio en detalle del proceso de internalizacion de los distintos precursores tiolicos
que se pueden encontrar en el mosto de uva, explotando la posibilidad de rutas alternativas
de la sintesis de tioles a partir de compuestos carbonilos. Por otro lado, los ensayos de
vinificacion bajo condiciones sintéticas concluyen un efecto importante del co-cultivo
con T. delbrueckii en la regulacion transcripcional de S. cerevisiae. Sin embargo, con el
fin de simplificar el estudio, este trabajo se centrd en estudiar dos concentraciones
extremas de amonio (alejadas de las concentraciones reales encontradas en las
fermentaciones de las industria enoldgica). Por ello, serd necesario realizar nuevos
estudios para entender de forma completa la naturaleza de esta interaccion entre levaduras
y su efecto en como estas especies hacen frente a otros tipos de estrés abidtico, mediante
la inclusiéon en los estudios de distintas cepas de S. cerevisiae y T. delbrueckii,
concentraciones intermedias de nitrogeno y diferentes puntos de muestreo para la
monitorizacion de la expresion transcripcional.

Por ultimo, los resultados mostrados en el capitulo 1 permiten identificar una serie
de genes que son potenciales candidatos para explicar la sorprendente distribucion de
alelos IRC7 encontrada en las distintas poblaciones filogenéticas de S. cerevisiae. Por
ello, son necesarios futuros estudios, basado en el uso de herramientas de manipulacion
genética de las levaduras, para comprender el papel de cada una de las mutaciones
identificadas en estos genes en el fenotipo de las levaduras y su ventaja competitiva con
el fin de seguir avanzando en el conocimiento de los marcadores genéticos asociados al

proceso de domesticacion de levaduras vinicas.
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7 CONCLUSIONES

1. El genotipado de alelos del gen /RC7 en una extensa coleccion de 283 genomas de S.
cerevisiae, representando distintos linajes filogenéticos y origenes de aislamiento,
confirmé la alta prevalencia del alelo /RC7° dentro del linaje vinico. Ademas, se
confirmé que el alelo JRC7® se encuentra también, aunque de forma minoritaria, en
otros linajes domesticados cercanos al linaje vinico Wine (como Beer 2 o Wine-PDM),
pero esta completamente ausente en los linajes domesticados mas distantes (Sake y
Beer 1) y en todos los linajes salvajes estudiados (Philippines, North America and
Japan, West Africa y Malaysia). Todo ello nos permite argumentar que el alelo IRC7°
ha sido favorecido durante el proceso de domesticacion de S. cerevisiae, con especial

relevancia en las cepas vinicas.

2. La mayor prevalencia del alelo IRC7 en cepas vinicas de S. cerevisiae, a pesar de estar
relacionado con una menor capacidad de liberacion de aromas tidlicos, parece estar
asociada a un patrén fenotipico ventajoso observado en cepas homocigotas para dicho
alelo (HS), tanto a nivel de parametros de crecimiento (menor fase de latencia y mayor
tasa de crecimiento) como a nivel de capacidad competitiva (resistencia a toxinas killer

y capacidad de pseudofilamentacion) en las cepas de S. cerevisiae.

3. El alelo IRC75 podria contribuir de forma directa, aunque solo parcialmente, al
fenotipo ventajoso observado en las cepas HS, determinando una mayor proteccion
frente al dafio oxidativo y una mayor tolerancia al cobre; ambos fenotipos
posiblemente favorecidos por una mayor disponibilidad de cisteina intracelular,
derivado de la menor actividad cisteina-desulfurasa de la enzima codificada por este

alelo delecionado.

4. La presencia de variantes de secuencia con patrones de co-ocurrencia significativos
con el alelo IRC75 en el genoma de S. cerevisiae sugiere que la prevalencia de cepas
HS en ambientes vinicos puede estar determinada por la accion conjunta de diversos
alelos en genes involucrados en rutas metabolicas muy dispares. Entre estos genes
destacan VPS10y RSF1, implicados en la resistencia a toxinas killer y la capacidad de
crecimiento pseudofilamentoso, respectivamente, y en los que el impacto funcional de
las mutaciones identificadas, asociadas al alelo JRC7°, debe ser explorado en futuros

trabajos.
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5. El uso de las cepas T. delbrueckii Viniferm NS-TD y M. pulcherrima NS-EM-34 en
fermentaciones secuenciales de mosto Verdejo con S. cerevisiae permite mejorar la
intensidad aromatica de vinos blancos a través del incremento en la concentracion de
tioles, independientemente del genotipo /RC7 de la cepa de S. cerevisiae empleada y

con especial relevancia en el caso de 7. delbrueckii.

6. Las levaduras no-Saccharomyces empleadas también contribuyeron a la mejora de
otros parametros enologicos de interés, destacando la menor produccion de etanol,
acido acético y acetaldehido en las fermentaciones secuenciales. También cabe
destacar que los vinos producidos mediante las fermentaciones secuenciales con las
levaduras no-Saccharomyces obtuvieron una menor concentraciéon de alcoholes
superiores, especialmente en las fermentaciones en la que participd M. pulcherrima,
lo que pudo incrementar la percepcion de compuestos aromaticos minoritarios, como

los tioles varietales, en la matriz aromatica del vino.

7. Comparando el perfil global de metabolitos (tanto volatiles como no volatiles)
producidos en las fermentaciones secuenciales con levaduras no-Saccharomyces con
las fermentaciones individuales de S. cerevisiae, se demostré una contribucion mas
notable de T delbrueckii comparada con M. pulcherrima en el perfil quimico del vino.
Este hecho, junto con una alteracion menor en las cinéticas fermentativas y su gran
contribucion a la concentracion de tioles en el vino, confirmoé a la cepa 7. delbrueckii
Viniferm NS-TD como una levadura no-Saccharomyces con un gran potencial de
aplicacion para la mejora de las propiedades de vinos blancos, en condiciones de co-

inoculacion con S. cerevisiae.

8. El estudio del efecto de la co-inoculacion con 7. delbrueckii y 1a nutricion nitrogenada
en S. cerevisiae, bajo condiciones de fermentacion de mosto sintético, demostrdé un
mayor impacto -tanto a nivel transcripcional como fenotipico- de la variable
nutricional, comparada con el efecto de la interaccion entre levaduras. El mayor
impacto de la alta concentracion de amonio en la respuesta transcripcional de S.
cerevisiae esta relacionado con la represion en el uso fuentes alternativas de nitrogeno
y la induccién de la sintesis de proteinas. Por otro lado, la interaccion con 7.
delbrueckii induce la activaciéon de rutas generales de respuestas de estrés, de

mecanismos de consumo de nutrientes y de expresion de procesos catabdlicos.
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9. El impacto de la dosis de amonio sobre S. cerevisiae se ve modulado por la condicion

10.

de co-inoculacion con 7. delbrueckii. La coexistencia con una especie competidora
parece reducir el efecto represor de la alta concentraciéon de amonio, tanto a nivel
transcripcional (ntimero total de genes diferencialmente expresado y magnitud del
cambio global en los niveles de expresion) como fenotipico (en las cinéticas
fermentativas y en el perfil de metabolitos producido al final de la fermentacion). Dado
que el amonio es comunmente usado como nutriente inorgénico en las fermentaciones
vinicas para asegurar la finalizacién de las mismas, pero teniendo un impacto negativo
en la produccion de compuestos aromaticos de interés, la co-inoculacion de T.
delbrueckii, ademas de tener un impacto directo en la composicion de compuestos
aromaticos del vino, pueden reducir el efecto de las altas concentraciones de amonio

sobre la produccion de metabolitos de interés generados durante la fermentacion.

El estudio de la regulacion transcripcional de 7. delbrueckii por altas concentraciones
de amonio en condiciones de co-inoculacion, reveld6 un patrén de respuesta
transcripcional global similar al de S. cerevisiae. Sin embargo, los genes sensibles a la
represion por nitrégeno aparecieron, por norma, menos reprimidos en 7. delbrueckii.
El menor impacto del amonio en 7. delbrueckii también se manifestd en los perfiles
de metabolitos producidos durante la fermentacion que fueron mas similares entre
condiciones extremas de nitrégeno en las fermentaciones simples de 7. delbrueckii que

en las de S. cerevisiae.
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. IRC7 alleles genotyping in a wide Saccharomyces cerevisiae genome collection
(283 genomes), including different phylogenetic lineages and isolation origins,
confirms the high IRC7® prevalence within the Wine lineage. In addition, /RC75
allele is also found, with a minor presence, in other domesticated —and close to
Wine- lineages (Beer2 and Wine-PDM), but completely absent in the more distant
domesticated lineages (Beerl and Sake) and in all wild lineages (Philippines,
North America and Japan, West Africa and Malaysia). These results led us to
hypothesize that IRC75 allele prevalence was favored during the domestication
process in S. cerevisiae, especially among wine strains.

The higher prevalence of the IRC75 allele in S. cerevisiae wine strains —associated
with a lower thiol releasing capability- seems to be related to a phenotypic
advantageous pattern observed in the JRC75 homozygous strains (HS), both in
growth parameters (shorter lag phases and higher growth rates) and in competitive
fitness (killer toxins resistance and pseudofilamentous growth ability).

. IRC7% allele might contribute, although partially, to the advantageous phenotype
observed in HS strains, determining a better oxidative damage protection and a
higher tolerance to high copper concentration; both phenotypes were possibly
favored by a greater intracellular cysteine availability derived from the lower
cysteine-desulfurase activity of the enzyme Irc7p®, encoded by this deleted allele.
The identification of sequence variants with significant /RC75-co-ocurrence
patterns in S. cerevisiae genome suggests that the higher prevalence of HS strains
may be determined by the synergic contribution of genetic alleles related to
diverse metabolic pathways. Among these genes we can highlight VPS10y RSF1,
involved in killer toxins resistance and pseudofilamentous growth, respectively.
Future studies about the functional impact of the mutations identified in these
genes - associated to JRC7° -will be necessary to understand their implications in
HS strains high prevalence.

The use of Torulaspora delbrueckii Viniferm NS-TD and Metschnikowia
pulcherrima NS-EM-34 strains, in sequential fermentations of Verdejo must
inoculated with S. cerevisiae, allows to improve the aromatic intensity of white

wines through the increase of thiol concentration, independently of the /RC7
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genotype of the S. cerevisiae strain used, being specially relevant the case of 7.
delbrueckii.

Both non-Saccharomyces yeasts used also positively contribute to other
oenological parameters of interest in the sequential fermentations, highlighting
the lower production of ethanol, acetic acid and acetaldehyde. It should also be
noted that the wines produced by sequential fermentations with non-
Saccharomyces yeasts showed lower higher-alcohol concentration, especially in
M. pulcherrima fermentations, which increase the perception of minor aromatic
compounds, such as varietal thiols, in the aromatic matrix of wines.

The study of the global metabolite profiles (both volatile and non-volatile
metabolites) produced by yeasts in single and sequential fermentations showed a
more notable contribution of 7. delbrueckii compared to M. pulcherrima in the
chemical profile of wines. This fact, together with a minor alteration in the
fermentative kinetics and its great contribution to the concentration of thiols in
wine, confirmed great application potentials of 7. delbrueckii Viniferm NS-TD
strain for the improvement of white wine properties under S. cerevisiae co-
inoculation conditions.

The study of the effect of 7. delbrueckii co-inoculation and nitrogen nutrition in
S. cerevisiae, under synthetic must fermentation conditions, showed a greater
impact of the nutritional variable compared to the effect of yeasts interaction, both
at transcriptional and phenotypic level. The greater impact of the high ammonium
concentration on S. cerevisiae transcriptional response is related to the repression
of the use of alternative nitrogen sources and the induction of protein synthesis.
On the other hand, the interaction with 7. delbrueckii induces the activation of
general stress response pathways, nutrient consumption mechanisms and the
expression of catabolic processes.

The ammonium impact on S. cerevisiae is modulated by 7. delbrueckii co-
inoculation. The coexistence with a competing species seems to reduce the
repressive effect of the high ammonia concentration, both at the transcriptional
(total number of differentially expressed genes and magnitude of the global
expression change) and phenotypic (fermentative kinetics and metabolite profile
produced) level. Since ammonia is commonly used as an inorganic nutrient to
ensure wine fermentation completion, but has a negative impact on the production

of aromatic compounds, the co-inoculation of 7. delbrueckii, besides its direct
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impact on wine aromatic composition, can reduce the effect of high concentrations
of ammonia in the production of metabolites of interest during fermentation.

The study of the 7. delbrueckii transcriptional regulation by high ammonia
concentration under co-inoculation conditions, revealed a global transcriptional
response pattern similar to S. cerevisiae. However, genes sensitive to nitrogen
repression appeared less repressed in 7. delbrueckii. The lower impact of
ammonia in 7. delbrueckii was also manifested in the metabolite profiles produced
during fermentation, which were more similar between extreme nitrogen
conditions in 7. delbrueckii single fermentations than in S. cerevisiae single

fermentations.
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