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Resumen

Las levaduras presentan gran diversidad en fermentaciones alcohdlicas espontanea, lo que puede
resultar en una mayor complejidad sensorial de vinos. No obstante, durante las fermentaciones
espontdneas no hay control microbioldgico, posibilitando caracteristicas organolépticas indeseables
o paradas de fermentacidn. Por este motivo, se estudio el efecto la temperatura, sulfatacién y
fortificacién con etanol sobre la dindmica de poblaciones de levaduras Saccharomyces aisladas de
fermentaciones de mosto de natural iniciadas con pies de cuba (de fermentacidén espontanea). Se
caracterizaron 115 cepas aisladas identificadas como Saccharomyces, se optimizd el protocolo de
tratamiento de muestras para el PCR inter-delta, resultando en 33 perfiles distintos, de los que 14
clusters se obtienen mediante un dendograma elaborado al 90% de similitud. La variable que mas
afecté a la diversidad de cepas de Saccharomyces fue la adicidn de SO, y etanol en los pies de cuba,
aumentando la diversidad a ambas temperaturas, en comparacion con las fermentaciones con pie
de cuba sin tratamiento. Por otro lado, se evalud la tolerancia a SO, en medio YPD mediante analisis
de curvas de crecimiento de 27 cepas a diferentes niveles de sulfitacidn. Asi, un grafico de mapa de
calor con los distintos tiempos de latencia o fase lag de las cepas, mostrd que cepas aisladas del pie
de cuba poseen menores tiempos de latencia a concentraciones moderadas de SO, (0-80 mg/L). No
obstante, para cepas aisladas del final de fermentacidn, los tiempos de latencia suelen ser mayores,
pero en algunos casos se mantienen incluso a 160 mg/L de SO,. Finalmente, dos cepas de
Saccharomyces, seleccionadas por su alta y baja tolerancia a SO, se usaron para realizar co-
inoculaciones entre ellas o con una cepa de Starmerella bacillaris en mosto sintético observando
diferencias tanto a nivel de cinéticas de poblaciones como en las concentraciones de algunos de los

principales productos de fermentacion.



Abstract

Yeasts present great diversity in spontaneous alcoholic fermentations, which can result in a greater
sensory complexity of wines. However, during spontaneous fermentations there is no
microbiological control, allowing undesirable organoleptic characteristics or fermentation stops. For
this reason, the effect of temperature, addition of SO, and ethanol fortification on the dynamics of
Saccharomyces yeast populations isolated from natural must fermentations started with pied de
cuve (spontaneous fermentation) was studied. 115 isolated strains identified as Saccharomyces
were characterized, the sample treatment protocol for the inter-delta PCR was optimized, resulting
in 33 different profiles, of which 14 clusters were obtained by means of a dendrogram prepared
with 90% similarity. The variable that most affected the diversity of Saccharomyces strains was the
addition of SO, and ethanol in the pied de cuve, increasing diversity at both temperatures, compared
to fermentations with untreated pied de cuve. On the other hand, the tolerance to SO, in YPD
medium was evaluated by analysis of growth curves of 27 strains at different levels of SO,. Thus, a
heat map graph with the different latency times or lag phase of the strains, showed that strains
isolated from pied de cuve have shorter latency times at moderate SO, concentrations (0-80 mg/L).
However, for strains isolated from the end of fermentation, latency times are usually longer, but in
some cases, they are even maintained at 160 mg/L SO,. Finally, two strains of Saccharomyces,
selected for their high and low tolerance to SO, were used to co-inoculate with each other or with
a Starmerella bacillaris strain in synthetic must, observing differences both at the level of population

kinetics and concentrations of some of the main fermentation products.



1. Introduccion

1.1. Fermentacion alcohdlica en la produccion de vino

La elaboracién de bebidas fermentadas es una de las practicas mas antiguas en la historia de la humanidad
y las primeras evidencias de su elaboracion datan del 2000 A.C. en la Antigua Persia (Pretorius, 2000). No
fue hasta que Louis Pasteur reconocio a las levaduras como responsables de la fermentacién del vino
(Barnett, 2000), que el proceso se comenzd a estudiar a nivel biotecnolégico, Asi, la fermentacion
alcohdlica consiste en la biotransformacion de los azlcares presentes en uvas, principalmente glucosa y
fructosa, en etanol y didxido de carbono (Ribéreau-Gayon et al., 2006). Ademas de azlcares, las uvas
contienen otros elementos como aminodcidos, polifenoles o acidos, siendo también algunos de estos
compuestos, metabolizados por las levaduras en metabolitos volatiles, los que tienen un impacto en el
aroma y sabor de los vinos como producto final (Pretorius, 2016).

1.2.  Diversidad microbiana en la produccién de vino

Dentro de las fuentes de diversidad microbiana en viticultura, la superficie de las uvas es uno de los
microambientes principales, albergando una microbiota de hongos filamentosos, levaduras y bacterias
gue pueden tener un impacto tanto en la uva como en la calidad del vino (Riberéau-Gayon et al., 2006).
Los cambios en la superficie de la uva (generalmente dafos fisicos, compactacion del racimo, exceso de
humedad o infeccidn por fitopatégenos) alteran la diversidad o equilibrio de poblaciones de la microbiota,
pudiendo desembocar en una alteracion del proceso de vinificacion y del producto final (Steel et al., 2013).
Las levaduras son microorganismos unicelulares pertenecientes a la clase fungiy géneros ascomicetos. La
levadura es un organismo anaerobio facultativo y esta presente en ramas, hojas, flores y bayas de uvas
de los vifiedos. Se han aislado diferentes levaduras de mosto fermentado de uva, donde se han
encontrado mas de 40 especies (Jolly et al., 2014). Las levaduras autdctonas encontradas en uva o su
mosto previo a la fermentacion de vinica, se dividen principalmente en dos categorias, las Saccharomyces
y las especies no-Saccharomyces, que engloban de forma general a todas las que no pertenecen al género
Saccharomyces. Dentro de las tres principales especies en los mostos de uva durante la fermentacion
destacan: Saccharomyces cerevisiae, Hanseniaspora uvarumy Starmerella bacillaris (sindonimo de Candida
zemplinina) (Alessandra et al., 2015; Wang et al., 2015).

No obstante, las fermentaciones alcohdlicas son procesos ecoldgicamente complejos con una sucesion
variable de especies de levaduras que pueden proporcionar distintas caracteristicas a la fermentacién y

al producto final (Fleet, 2003). Se han investigado y monitoreado las dindmicas de poblaciones durante



fermentaciones con especies de Saccharomyces y no-Saccharomyces. De acuerdo con analisis
dependientes de cultivo, las especies de no-Saccharomyces solo son aisladas durante etapas tempranas
de la fermentacion, puesto que etapas posteriores de la fermentacién estan dominadas por especies de
Saccharomyces (Fleet, 2008; Taylor et al., 2014; Morrison-Whittle et al., 2015; Varela et al., 2017). S.
cerevisiae ha sido universalmente considerada como la “levadura del vino” por su habilidad de prevalecer
alo largo del proceso de vinificacidn a pesar de las dificiles condiciones ambientales (bajo pH, alta presién
osmotica, alta concentracion de etanol y acidos organicos) y porque transforma rapida y eficientemente
los azlcares a bajos valores de pH del mosto, aunque esto podria generar una menor variedad de aromas
y sabores en el vino (Fleet, 2008; Bisson, 1999; Albergaria y Arneborg, 2016). No obstante, la competencia
inicial por nutrientes de S. cerevisiae con levaduras no-Saccharomyces, podria tener un impacto en la
cinética de fermentacion, impidiendo su correcta finalizacién o afectando en los aromas y sabores del vino
final. De acuerdo con lo anteriormente mencionado, es esencial entender la composicién y
comportamiento de estos microorganismos durante la fermentacién con el propdsito de expandir el
entendimiento de los problemas de la vinificacidon, mejorando el control del proceso fermentativo con el
propdsito de obtener productos finales con las caracteristicas organolépticas deseadas.

Dentro de las dindmicas de poblacién a nivel microbioldgico, se debe tener en consideracién que algunas
especies de levaduras se seleccionan y actlan debido a determinantes ecoldgicos y otras responden a
pardmetros tecnoldgicos durante el proceso de vinificacion (Ciani et al.,, 2010). Sin embargo, las
fermentaciones espontaneas pueden detenerse y estar acompafiadas por la produccion de metabolitos
desfavorables (Capozzi et al., 2011). De este modo, el propdsito de los inéculos comerciales de levaduras
es estandarizar la calidad del vino y asegurar que el proceso de fermentacidon se complete. No obstante,
esto disminuye la complejidad del vino, limitando parcialmente la diversidad de aromas y sabores que
puede ofrecer el producto final, lo que podria mejorarse al incluir cepas de levaduras no-Saccharomyces
(Lui et al., 2023). Al respecto, existen aproximadamente 20 géneros de levaduras no-Saccharomyces que
son relevantes en procesos de vinificacién (Kurtzman y Fell, 1998). Dentro de los géneros encontrados,
algunas de las que son fermentativas son: Metschnikowia spp. y Starmerella bacillaris. Dentro de estas
ultimas, su aspecto positivo a nivel enoldgico se centra en la reduccién de la concentracién de etanol,
generar baja acidez volatil, alta produccién de glicerol, la disminucion de etilacetatos, acidos grasos
volatiles y acido malico. También produce compuestos organicos volatiles con actividad antifungica contra
Botrytis cinerea (Englezos et al., 2018; Lemos Junior et al., 2016; Nisiotou et al., 2018. Especificamente,
en laregidn de Priorat, las principales especies de levaduras no-Saccharomyces aisladas del mosto de uva

son Hanseniaspora uvarum y S. bacillaris (Mas et al., 2016; Padilla et al., 2016). Dicha tendencia en la



aparicion de levaduras no-Saccharomyces también se repite en mostos de uva Barbera en la regién de
Piamonte en Italia (Alessandria et al., 2015). Por otra parte, al usar técnicas independientes de cultivo, se
destaca que las poblaciones de no-Saccharomyces viables, pueden ser cuantificadas en etapas tardias de
la fermentacion (Wang et al., 2014) dando sustento a que puedan tener un rol también hacia el final del
proceso fermentativo. De acuerdo con los antecedentes mencionados, se hace relevante entender los
factores que tienen incidencia en diversidad microbioldgica durante los procesos fermentativos.

1.3.  Factores para la modulacion de la diversidad microbioldgica autéctona

Como se mencioné anteriormente, si bien existe un equilibrio entre los microorganismos presentes en la
uva durante fermentaciones espontdneas, existe el riesgo de que el equilibrio favorezca a
microorganismos que, si bien son buenos fermentadores, podrian otorgarle caracteristicas sensoriales no
deseables al vino o que simplemente no puedan finalizar la fermentacidn. Una alternativa es el uso de
indculos comerciales de levaduras, normalmente S. cerevisiae, para controlar la fermentacién alcohélica
confiriendo estabilidad microbiolégica. No obstante, esta opcidon puede resultar en vinos mas
homogéneos y estandares, ya que las caracteristicas principales que reflejan son las de la levadura
inoculada.

Otra opcidn para dejar actuar las levaduras autéctonas es la realizacién de fermentaciones con pie de
cuba (pied de cuve) que consiste en un protocolo tradicional para introducir levaduras o iniciar la
fermentacién desde un mosto ya en fermentaciéon. Se usa un volumen de entre un 5-10% del volumen
total a fermentar. El fermento inicial debe tener una alta concentracién de levadura activa (entre 107 y
108 células/mL) para iniciar con mayor facilidad y rapidez la fermentacién del nuevo mosto (Clavijo et al.,
2011; Li et al., 2012; Moschetti et al., 2016). El pie de cuba puede ser preparado desde una levadura
comercial o desde un mosto fermentado de forma espontanea. En este ultimo caso, el pie de cuba es
resultado de un indculo mezclado y el vino final reflejaria la complejidad y la tipicidad del terroir
microbiano. No obstante, existen escasos estudios respecto a la inoculacidn con pie de cuba. Uno de ellos,
muestra las diferencias en el vino final partiendo del mismo mosto (Bely et al., 2005), llegando a obtener
un vino con menor contenido de acido acético al fermentar con una levadura aislada de una fermentacidn
espontdnea que con una levadura comercial rehidratada. Otro aspecto para considerar es que en estudios
recientes se describid que los resultados del uso de un pie de cuba preparado con levaduras derivadas del
vifiedo eran altamente dependientes de la adicidn de sulfito y de la composicién microbiana del inéculo
(Morgan et al., 2019).

Respecto a la adicidn de SO, su uso esta bien documentado en la tecnologia del vino y ha sido una practica

comun desde el siglo XIX. La adicidn de sulfito en las distintas etapas del proceso de vinificacion esta



relacionada con distintas funciones (Giacosa et al., 2019) siendo las mdas relevantes su capacidad
antioxidante, sus propiedades antisépticas y la habilidad de mejorar las cualidades sensoriales (al
reaccionar con compuestos que contienen grupos carbonilo) (Makhotkina & Kilmartin, 2013). Aunque el
vino posee antioxidantes de forma natural debido a la presencia de compuestos fendlicos, para evitar la
degradacion oxidativa, es necesario una adicidn exdgena de antioxidantes como el SO, (Burns et al., 2001;
Manzocco, Mastrocola & Nicoli, 1998). Al pH tipico del vino, entre 3y 4, el SO, produce un equilibrio acido-
base de tres formas: SO, molecular, bisulfito (HSO3”) e ion sulfito (S03*) (McArdle y Hoffmann, 1983).
Como se puede observar, dichas propiedades se enfocan en evitar la oxidacién y contaminacién del
producto y/o mejorar sus cualidades sensoriales, sin embargo, seglin lo estudiado por Morgan et al
(2019), también podria usarse como estrategia para impactar en el equilibrio de levaduras presentes en
fermentaciones espontaneas y modular la dindmica de poblacion microbiana para impactar
positivamente en el perfil sensorial del producto final.

Aunque aun no son conocidas en profundidad las causas por las cuales las fermentaciones se detienen,
algunos de los factores de importancia son: la composicion del mosto (determinada por la variedad de
uva y el clima) y las practicas tecnoldgicas como la clarificacion del mosto y la temperatura de
fermentacioén (Ingledew y Kunkee, 1985; Ayestaran et al., 1995). De hecho, la temperatura es uno de los
pardmetros mds importantes para el desarrollo de fermentaciones alcohélicas, afectando tanto la cinética
del proceso en términos de duracién y velocidad de fermentacidn, asi como la calidad final del vino, por
ejemplo, en la produccién de metabolitos secundarios (Lafon-Lafourcade, 1983; Fleet y Heard, 1993). De
hecho, algunos metabolitos como el etanol, acido acético, acetaldehidos y dcidos grasos de cadena media
pueden tener un efecto toxico en Saccharomyces cerevisiae (Bisson, 1999).

De este modo, el objetivo principal del presente estudio serd estudiar cdmo los factores de concentracion
de SO;, temperatura y fortificacion con etanol modulan la dindmica de poblaciones de cepas de S.
cerevisiae tanto en la fermentacién preliminar (usada como pie de cuba) como en la principal. Para ello,
se usara mosto natural de la vendimia de 2022 y se caracterizaran las cepas presentes mediante técnicas
dependientes e independientes de cultivo tanto en pie de cuba realizado en las distintas condiciones como
en las fermentaciones principales. Asi mismo, de forma preliminar, se evaluara la tolerancia a SO, de
algunas cepas y su potencial para ser usadas en fermentaciones completas tanto aisladas como co-

inoculadas.



2. Materiales y métodos

2.1. Trabajo preliminar del grupo de investigacion
En un trabajo previo del grupo de Biotecnologia Enolégica (Departamento de bioquimica y Biotecnologia)
se llevaron a cabo fermentaciones a pequefna escala en la bodega experimental Mas del Frares de la
Universitat Rovira i Virgili (Tarragona), donde se utilizé6 mosto fresco de Moscatel de Alejandria cosechado
durante el afio 2022. El mosto utilizado para las experiencias contenia 200 g/L de azucares totales
(densidad de 1084,7 g/L) y pH de 3,47. La experimentacion en bodega consistié en dos etapas: La primera,
una fermentacidon espontdnea preliminar del mosto fresco bajo condiciones de estrés en relacién con
concentracion de SO; (0 y 40 mg/L), adicidn de etanol (0% v/vy 1% v/v) y temperatura (16°Cy 28°C); y la
segunda, la inoculacidn de 2% de las fermentaciones espontdneas previamente mencionadas, que
sirvieron como pie de cuba de mosto fresco prensado. En ambas etapas, se adicioné al mosto 40 mg/L de
SO, durante el prensado y se dejo en reposo durante 24 h a 8°C antes de la fermentacion para su
clarificacion.
Las fermentaciones de la primera etapa fueron incubadas de forma estdtica en la bodega. Se usaron 700
mL de mosto fresco fermentados espontdneamente en botellas de 1 L en triplicado y aplicando las
condiciones de seleccién mencionadas previamente. Cuando dichas fermentaciones alcanzaron una
poblacién celular de 1x108 células/mLy se producia una disminucién de densidad de entre 15 a 20 g/L, los
triplicados fueron agregados en una proporcidn de 2% v/v (sirviendo como pie de cuba) a 3 L de mosto
fresco contenidos en botellas de 5 L de capacidad, iniciando la fermentacion en triplicado a 16°C.
La dinamica de poblacién de las fermentaciones mencionadas fue monitoreada en tres puntos basados
en la medicidn de la densidad del mosto: Inicio de fermentacién, mitad de fermentacidn y final de
fermentacién. Para identificar dichos puntos, las fermentaciones fueron monitoreadas diariamente
midiendo la densidad del mosto (ver punto 2.8.1.) y consideradas como finalizadas cuando la densidad
del mosto sea menor a 1000 g/L o cuando los azlcares residuales fueran menores a 5 g/L (ver punto
2.8.4.).
La poblacién fue seguida por: Recuento en cdmara de Neubauer (ver punto 2.8.2.), técnica de qPCR y
plagueo de 100 pL de muestras diluidas en forma seriada en tres medios de cultivo distintos (ver punto
2.8.3.): YPD sélido (ver punto 2.2.1.) para poblacion total de levaduras, WLN (ver punto 2.2.2.) para
diferenciacion morfolégica de especies y medio agar-Lisina, lo que disminuye el crecimiento de S.
cerevisiae y se facilita el monitoreo de cepas no-Saccharomyces (Angelo y Siebert, 1987). Todas las placas

fueron incubadas a 28°C y el conteo de colonias (UFC/mL) fue llevado a cabo luego de 4 dias en medio



WLN para visualizar las diferencias de especies. De las colonias crecidas en medio YPD en cada fase de la
fermentacién y para cada condicion del pie de cuba, se replicaron 20 colonias al azar para poder identificar
la frecuencia de S. cerevisiae y no-Saccharomyces mediante analisis de ITS.

A continuacién, en la Figura 2.1, se muestra el esquema de la investigacién preliminar indicando los puntos

de muestreo.

Primera etapa:
Distintas condiciones
en pie de cuba

Segunda etapa de fermentacionesa 16 °C con
muestras tomadas a distintos tiempos para analisis

PC28-0 F F28-0
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72h
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Figura 2.1. Esquema de investigacion previa para obtencidn de cepas del presente estudio. PC: Pie de cuba, IF: Inicio

de fermentacion, MF: mitad de fermentacién, FF: Final de fermentacién. 28-0, 28-40, 16-0 y 16-40, representan las
temperaturasy concentraciones de SOz en el pie de cuba desde los cuales partieron las fermentaciones, sin embargo,
las fermentaciones principales (cuadro celeste), se llevaron a cabo a una temperatura de 16°C que es la temperatura

a la que normalmente se fermentan las variedades blancas en la bodega.

2.2. Trabajo realizado
El presente trabajo se ha basado en las cepas de levaduras aisladas en cada fase de fermentacion y las
condiciones del pie de cuba para cada fermentacion. Especificamente, se ha centrado en las 115 levaduras
que fueron identificadas previamente como S. cerevisiae en base a su perfil de PCR- ITS (ver punto 2.4.2.).
A partir de ellas, se trabajé en la tipificacién mediante analisis de los elementos inter-delta (ver punto
2.3.3.). Se agruparon los perfiles similares y se tomaron 38 perfiles Unicos o representativos de cepas con
perfiles similares para evaluar su agrupacién mediante un dendograma. Asi, 27 de estos perfiles fueron

evaluados para determinar su tolerancia a distintas concentraciones de SO; en microfermentaciones en



medio YPD a pH 3,3. De estas experiencias se selecciond una cepa tolerante y una menos tolerante a SO,
para posteriormente llevar a cabo fermentaciones en mosto sintético a 28°Cy 4 concentraciones distintas
de SO; (0, 40, 80 y 160 mg/L). En estas fermentaciones, se co-inocularon ambas cepas, y también se
llevaron a cabo fermentaciones de cada una de ellas con una cepa no-Saccharomyces como Starmerella
bacillaris (aislada de vifiedos del Priorat), evaluando finalmente las cinéticas de crecimiento, densidad y
analisis de la composicién quimica del producto final. A continuacién, en la Figura 2.2., se muestra el

esquema de la investigacion del presente estudio.

IF28 Detv?rminr?cli-_fln de Agrupadion de perfiles
-0 perfilesPCR inter- en dendograma
3: deltadecepasde

5 cerevisiae

MF16
-0 Seleccion decepas de cada grupo para evaluar
toleranda a 50, en medioYPD liquido

96h

MF28- FF28-
40 40

96h 264h Seleccion decepa masy menos tolerante

Fermentadones coinoouladas en mosto
sintéticocon ambas cepasy 5. bacillaris

ESTUDIO PREVIO

& defermentaciones y compasgion
de los productos finakes

\_ ESTUDIO TFG J

Figura 2.2. Esquema del trabajo realizado. El punto de partida y cultivos usados como sustrato de estudio fueron las

colonias aisladas a distintos tiempos de fermentacién de las experiencias mostradas en la Figura 2.1.

2.3. Medios de cultivo
2.3.1. YPD

YPD (Extracto de levadura, peptona, dextrosa, por sus siglas en inglés), es un medio general para el
crecimiento de levaduras. En el Anexo 1, se muestra la composicion de dicho medio, el que puede ser
preparado en forma liquida para crecimiento de levaduras en suspension o en forma sélida para ser

dispuesto en placas de Petri y posibilitar el crecimiento de colonias.



2.3.2. Agar WLN
El agar WLN (Nutriente de Laboratorio Wallenstein, por sus siglas en inglés), es un medio para identificar
levaduras con diferente perfil de morfologia y color (Cavazza et al., 1992).
Cabe mencionar que el agar WLN (Becton, Dickinson and Company, France), ya viene preparado en polvo,
por lo que se disolvieron 80 g del polvo en 1L de agua destilada (ver composicién en Anexo 2) y se llevo a
autoclave a 121°C durante 20 min, para posteriormente ser dispuesto en placas Petri para su uso.

2.3.3. Mosto sintético
El mosto sintético utilizado para evaluar el crecimiento de cepas seleccionadas se preparé de acuerdo con
lo mencionado en Beltran et al (2004). El Anexo 3, muestra la composicién del mosto sintético y de sus
soluciones stock.
Para su preparacidn, se disolvieron los azucares, los acidos, las sales minerales y la sal de amonio en agua
destilada y se autoclavé a 121 °C durante 20 min. Después de autoclavar y mantener a temperatura
ambiente el medio, se adicionaron las cuatro soluciones stock mencionadas en el Anexo 3 y se ajusta el
pH a un valor de 3,3 con una solucidn concentrada de NaOH para finalmente ajustar el volumen final con
agua destilada. Para terminar, se esteriliza el mosto sintético en un sistema de filtracion a vacio con un
filtro de 0,2 um.

2.4, Caracterizacion de cepas

2.4.1. Extraccion de ADN desde colonias
Previamente a la caracterizacién molecular de las cepas de S. cerevisiae autéctonas aisladas, se llevd a
cabo la extraccion de ADN desde muestras de las colonias seleccionadas. A continuacion, se describe el
protocolo de extraccion.
e Disponer la mitad de una colonia extraida de placa de Petri en un eppendorf con 1 mL de agua
destilada esterilizada y homogenizar la suspensidén en vortex.
e Centrifugar la suspension a 10.000 rpm durante 2 min.
e Descartar el sobrenadante y volver a suspender el pellet celular en 700 uL de agua destilada
esterilizada.
e Disponer los 700 uL de suspension en un tubo con 1 g de bolitas de 0,5 mm de didmetro.
e Los tubos con muestra son sometidos a la ruptura celular mediante cizalle con las bolitas en el
equipo Mini-bead-beater-16 (Biospec Products, Inc., USA) en 3 ciclos de 1 min cada uno. Entre
cada ciclo se mantienen los tubos en hielo durante 1 min.

e Centrifugar los tubos con muestra a 10.000 rpm durante 2 min.



e Recoger el sobrenadante (cerca de 400 ulL) y disponerlo en tubos estériles para almacenarlos a -
20°C hasta su uso en analisis de PCR.
2.4.2. Analisis 5,8s-ITS
El analisis 5,8s-ITS fue usado para diferenciar entre especies de levaduras pertenecientes a S. cerevisiae y
las no-Saccharomyces, siguiendo el protocolo descrito por Esteve-Zarzoso et al. (1999). Este método
incluye la amplificaciéon de la region comprendida entre los genes rADN 18S y 26S. Los cebadores y
compuestos utilizados para el analisis se muestran en el Anexo 4. El programa PCR para la obtenciéon de

los productos, se muestra a continuacién en la Figura 2.3.

40 ciclos
95°C ‘ 95°C 72°C 72°C
05:00 00:30 01:00 10:00
52°C
01:00

Figura 2.3. Programa de amplificacion por PCR para fragmentos ITS

Para visualizar los productos obtenidos de PCR, se revelaron los perfiles de tamafio de pares de bases de
cada muestra (5 plL) a través de electroforesis en geles de agarosa al 1,5% conteniendo Green Safe
Premium (Nzytech, Portugal) como agente revelador (4 uL por cada 100 mL de solucién de agarosa)
2.4.3. Analisis inter-delta

El andlisis inter-delta se llevé a cabo para identificar distintos perfiles de cepas de S. cerevisiae. La
metodologia se basa en el estudio de Legras y Karst (2003) con algunas modificaciones, de acuerdo con el
siguiente protocolo. La amplificacidn por PCR se llevd a cabo en un volumen de reaccién de 26 uL que
contiene 2 uL del ADN extraido de las colonias mencionado en el protocolo anterior. En el Anexo 5, se
muestran las secuencias de los cebadores y los compuestos usados para el analisis. La reacciéon de
amplificacion fue llevada a cabo con un termociclador (2720 Thermal Cycler, Applied Biosystems, Thermo

Fischer Scientific Inc. Espafia) usando el programa mostrado en la Figura 2.4.

35 ciclos
95°C ‘ 95°C 72°C ‘ 72°C
04:00 00:30 01:30 10:00
46°C
00:30

Figura 2.4. Programa de amplificacion por PCR para delta.



2.4.4. Software Gellv 2.0
Los patrones resultantes de fragmentos delta en electroforesis, fueron procesados usando el programa
Gell v 2.0 (Departamento de Matematicas y Ciencias de la Computacidn de la Universidad de La Rioja,
Espafia). El dendograma resultante se construyd con el método UPGMA (siglas en inglés para grupo de
pares no ponderados usando la media aritmética) (Guzzon et al, 2018). La matriz de similitud fue
construida usando el coeficiente de similitud de Pearson (Vigentini et al, 2011) permitiendo una tolerancia
de migracién de banda del 5%. Las cepas se agrupan cuando el coeficiente de similitud es mayor a 90%.

2.5. Evaluacion de la resistencia a didxido de azufre (SO»)

Se tomaron 27 cepas representativas de los perfiles encontrados mediante similitud al 90% con el
programa GelJ v 2.0. Dichas cepas fueron usadas para estudiar su tolerancia a SO, en medio YPD liquido.
El pH se ajustd a un valor de 3,3 con una solucion de acido tartdrico a 67 g/L. Después, para obtener las
distintas concentraciones de SO, se prepard una solucién de YPD liquido con pH ajustado y la cantidad
necesaria de K;5,0s para lograr una concentraciéon de 320 mg/L (que equivale a 160 mg/L de SO; libre).
Esta solucidn se diluyé en forma seriada para obtener concentraciones de 80, 40 y 20 mg/L. Como control
también se usé YPD con pH ajustado a 3,3 pero sin adicidn de SO,. A continuacion, cada una de las colonias
seleccionadas, se suspendieron en YPD liquido vy, gracias a conteo de células al microscopio en camara de
Neubauer, se ajustd la concentracidn inicial a 1,5x10° células/mL en 0,5 mL de YPD con las distintas
concentraciones de SO,. Este volumen se distribuyd en placas de 96 pocillos de fondo plano, donde cada
pocillo conté con 200 pL. Las experiencias se llevaron a cabo en duplicado para cada concentracién de SO,
y cepa seleccionada.

2.6. Cinéticas de crecimiento a distintas concentraciones de SO, en medio YPD
Para la obtencidn de las cinéticas de crecimiento de las cepas seleccionadas a distintas concentraciones
de SO,, se utilizd el lector de placas POLARstar Omega (BMG, Labtech, Espaia). La configuracion del
equipo fue establecida para mediciones de absorbancia, OD (600 nm), cada hora durante 24 h. El
compartimento de la placa con muestras se mantiene a 28°C y bajo agitacion orbital a 700 rpm, 5 s antes
de cada medicion para mantener la homogeneidad de la suspension.

2.7. Fermentaciones alcohdlicas con cepas seleccionadas
Para evaluar las cinéticas de fermentacién en mosto sintético (densidad inicial de 1090 g/L) con distintas
concentraciones de SO,, se usaron cepas con alta y con baja tolerancia a SO, (analizadas de acuerdo con
el punto 2.6.), se seleccionaron dos cepas de S. cerevisiae y una cepa no-Saccharomyces, S. bacillaris, por

ser una de las mds abundantes tanto en uvas durante vendimia, mosto recién prensado y durante el
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proceso fermentativo (Wang et al., 2015). Las fermentaciones se llevaron a cabo con la co-inoculacién de

dos cepas y a distintas concentraciones de SO, como se muestra en Tabla 2.1.

Tabla 2.1. Diseio de experimentos para fermentaciones en mosto sintéticos a distintas concentraciones de SOa.

Cepas a co-inocular Concentracion de SOz en

mosto sintético (mg/L)

S. cerevisiae tolerante a SOz y S. cerevisiae no tolerante a SOz (SR/SNR) 0 40 80 160
S. cerevisiae tolerante a SOz y S.bacillaris (SR/SB) 0 40 80 160
S. cerevisiae no tolerante a SO:y S. bacillaris (SNR/SB) 0 40 80 160

El volumen inicial de cada fermentacién fue de 100 mL en frascos pldsticos estériles. La poblacion inicial
de cada una de las cepas de Saccharomyces cerevisiae y para Starmerella bacillaris fue de 1x10° cel/mL.
Las fermentaciones se llevaron a cabo a 28°C en incubadora con agitaciéon a 150 rpm. Cada 24 h se
tomaron muestras de 5 mL para cuantificacién de células totales al microscopio, células viables en placas
con medio WLN (para identificar las cepas de Saccharomyces de la no-Saccharomyces) y densidad.
Sumado a esto, cuando la densidad se encuentra cercana a 1000 g/L, se detiene la fermentacion, se
centrifuga el medio y se cuantifican los compuestos en el sobrenadante (sustratos remanentes y

productos de la fermentacién) mediante HPLC.
2.8. Monitoreo de la fermentacion alcohdlica

2.8.1. Densidad
El analisis de densidad es un método de seguimiento de las cinéticas de fermentacion, debido a que la
disminucion de la densidad estd directamente relacionada con el consumo de azlcar durante la
fermentacidn alcohdlica. Para la medicidn, se utilizé un densitdmetro electrénico (Densito 30PX Portable
Density Meter, Mettler Toledo, Hospitalet de Llobregat, Spain) que requiere aproximadamente 5 mL de
muestra para la medicién.

2.8.2. Conteo de células al microscopio
El conteo de la poblacidon celular total se llevé a cabo a través de conteo al microscopio (Leica
Microsystems GMS QmbH, Leica, Germany) usando cdmara de Neubauer. Para ello, se seleccionaron 5
campos de conteo y se calculd la cantidad de células/mL de la siguiente forma:
5 células totales *5*10.000*Fd= cantidad de células/mL,

Donde Fd: Factor de dilucién que se llevé a cabo desde la muestra original para favorecer el conteo.
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2.8.3. Conteo de colonias en placa
La poblacidn celular viable durante la fermentacidn fue cuantificada mediante el conteo de colonias en
placas con medio WLN para diferenciar morfologias de las cepas S. cerevisiae y no-Saccharomyces. Se
tomd una muestra diaria de las fermentaciones en mosto sintético y se realizaron diluciones seriadas en
agua MIlli-Q estéril (Millipore S.A.S., Molsheim, France). De las diluciones escogidas (de acuerdo con la
estimacion de conteo total, punto 2.8.2.), se toman 100 uL y se dispersan en placa con medio WLN
mediante bolitas de vidrio estériles. Se incuban las placas en estufa a 28°C durante 3 dias para el
crecimiento de las colonias. El nimero de unidades formadoras de colonias por mililitro (CFU/mL) se
determind de acuerdo con el siguiente calculo:
(CFU/mL)= n° colonias en placa x 10 x Fd
Donde,
10 es el factor debido a tomar 100 pL de muestra y tener que expresar en 1 mL
Fd es el factor de dilucion de la muestra original extraida de la fermentacién.

2.8.4. Analisis de HPLC
Los azucares (glucosa y fructosa), etanol, glicerol y acidos organicos (acido acético, acido citrico, acido
tartarico, acido lactico y acido succinico) en muestras de fermentaciones cuyas densidades estan cercanas
a 1.000 g/L, fueron determinadas mediante cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC por sus siglas
en inglés) usando un equipo Agilent 1100 HPLC (Agilent Technologies, Waldbronn, Germany) como se ha
descrito en Quirds et al. (2010). El HPLC esta equipado con una columna Hi-PlexH (300 mm x 7,7 mm)
dentro de un compartimento de columna 1260 MCT (Infinity Il Multicolumn Thermostat). La columna esta
conectada a detectores MWD (G1365B detector de longitud de ondas multiples por sus siglas en inglés) y
RID (1260 Infinity Il detector de indice de refraccidn por sus siglas en inglés) (Agilent Technologies,
Waldbronn, Germany). La temperatura se mantiene a 60°C durante un tiempo de andlisis de 30 min. La
fase mévil es H,SO4 5mM con un flujo de 0,6 mL/min. El volumen de inyeccidn de la muestra es de 10 pL.
Previo a la inyeccidn, las muestras son filtradas con filtros de 0,22 um (Dominique Dutscher, Brumath,
France). El programa OpenLAB CDS (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) fue usado para analizar

los cromatogramas obtenidos del HPLC.
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3. Resultados y discusion

3.1. Resultados preliminares

El grupo de Biotecnologia Enoldgica realizé6 una experiencia en bodega con mosto natural moscatel de
Alejandria cosechado en 2022. En dicha experiencia, se compararon las fermentaciones del mosto natural
fermentado cuando era inoculado con una cepa comercial QA23 con las fermentaciones de dicho mosto
inoculadas con pie de cuba elaborado con el propio mosto natural bajo distintas condiciones de
temperatura (16°Cy 28°C), contenido de sulfito (0 mg/Ly 40 mg/L) y adicion de alcohol (0% v/vy 1% v/v).
Las CFU de levaduras en las fermentaciones preliminares se muestra la Figura 3.1, donde se puede
apreciar que en medio YPD (que cuantifica CFU de levaduras totales) el nimero de levaduras autdctonas
es de un orden similar de la levadura comercial (QA23) en todas las condiciones probadas, alcanzando un
maximo a los 3-4 dias de comenzar la fermentacion. Por otra parte, el nimero de levaduras no-
Saccahromyces enumeradas en medio Lisina (LYS) (que limita el crecimiento de levaduras del género
Saccharomyces por no metabolizar Lisina), también es similar en la fermentacion inoculada con QA23 y la
no inoculada y sin SO, ni alcohol (Control a 16°Cy 28°C). No obstante, en las fermentaciones preliminares
no inoculadas con 40 mg/L de SO, y 1% de etanol, el nimero inicial de levaduras no-Saccharomyces es
menor de partida.

1FYPD 1F LYS
1,006408 1,006+07

1,00E+07
1,006406

1,006+05
1,006+05

1,00€+05

CellfmL
CellfmlL

1,00E+04
1,00E+04

1,00€+03
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 11 12 13 14 15 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Dias Dias.

CONTROL 28 9C (YPD) —d— CONTROL16 °C (YPD) CONTROL 28 9C (Lys) —a— CONTROL 16 % [Lys)
40 ppm 502+1%=t0H 28 °C (YPD) 40 ppm 502+1%etOH 16 2C [YPD) 40 ppm S02+1%etOH 28 2C (Lys) 40 ppm S0241%et0H 16 8C {Lys)
—8—0A23YPD —8—0QA23 Lys

Figura 3.1. Enumeracién en CFU/mL en medio YPD y LYS de levaduras autdctonas y comerciales en fermentaciones
preliminares a distintas condiciones iniciales de temperatura, contenido de sulfito y alcohol.

Tomando como indculo un 2% (v/v) de las fermentaciones de la figura anterior, se genera una segunda
fermentacién para cada condicién en 3L de mosto natural. La enumeracidon de levaduras en la

fermentacidn principal se muestra en la Figura 3.2.
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40 ppm SOZ+1%€t0H 28 °C (YPD) —8— 40 ppm SO2+1%etOH 16 °C (YPD) 40 ppm SOZ+1%elOH 28.9C (Lys) —8—40ppm SO2+1%etOH 16 2C (Lys)
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Figura 3.2. Crecimiento (CFU/ml) en medio YPD y LYS de levaduras autdctonas y comerciales en segundas
fermentaciones (fermentacién principal) elaboradas con 2% de pie de cuba (fermentacion preliminar) obtenidos

con distintas condiciones iniciales de temperatura, contenido de sulfito y alcohol.

Los resultados de la Figura 3.2, muestran que, si bien el nimero total de levaduras en la fermentacion
inoculada con QA23 es ligeramente superior a las otras condiciones (1 x102 frente a 5 x107 cels/mL), la
maxima poblacién de levaduras se alcanza alrededor de los 2 dias en todas las condiciones. Ademas, las
levaduras no-Saccharomyces pueden recuperarse en placa hasta el 4-62 dia en las fermentaciones
realizadas con pie de cuba, mientras que en la fermentacién inoculada con QA23 desaparecen al tercer
dia.

Se tomaron al azar 20 levaduras crecidas en YPD de cada condicidon de pie de cuba y segundas
fermentaciones (inicio, mitad y final de fermentacion) y se identificaron aquellas que eran pertenecientes
al género Saccharomyces mediante PCR-ITS. De este modo, tomando las colonias aisladas se muestran a
continuacién los resultados obtenidos de cada una de las actividades contempladas en el presente estudio
y mostradas en la Figura 2.2 del apartado anterior.

3.2. Optimizacion de muestras para PCR inter-delta y electroforesis

Para tipificar las distintas cepas de Saccharomyces aisladas en el anterior experimento se utilizaron los
perfiles obtenidos mediante PCR de los elementos inter-delta de las distintas colonias. Se observd que
dicha metodologia no proporcionaba resultados 6ptimos ni reproducibles al trabajar con muestras
directas de colonias (que es el protocolo usual del laboratorio donde se realizaron las practicas). Por ello,
se procedié a optimizar la metodologia. El punto de partida de la metodologia al momento de comenzar
el estudio con amplificaciones de fragmentos inter-delta mediante PCR y electroforesis directamente a

partir de muestras de colonias de cepas de S. cerevisiae muestra a continuacioén en la Figura 3.3.
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Figura 3.3. Electroforesis de elementos inter-delta para cepas de S. cerevisiae. El marcador de molecular de pares
de bases (situado en los extremos del gel de agarosa) contiene los siguientes tamafios de arriba abajo: 2000, 1500,

1100, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200 y 100 (pb).

Como se puede observar, no se detectan bandas en la electroforesis a partir de PCR directo de colonias.
De esta forma, se evaluaron variables como: Cambio de cebadores y polimerasa (sin resultados que
mejoraran la deteccion de los fragmentos), distintas diluciones de la colonia para PCR, tiempo de la
colonia en placa (2 o 10 dias de crecimiento en placa con medio YPD) y la extraccion de ADN de colonia

para su posterior amplificacidon por PCR inter-delta, obteniendo los resultados mostrados en la Figura 3.4.

Figura 3.4. Electroforesis de elementos inter-delta para cepas de S. cerevisiae, con diluciones seriadas de cada
colonia (izquierda), cepas de S. cerevisiae recién sembradas y crecidas a 28°C (centro) y cepas de S. cerevisiae recién
sembradas a las que se les extrajo ADN para ser amplificado. El marcador de molecular de pares de bases contiene

los siguientes tamafios de arriba abajo: 2000, 1500, 1100, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200 y 100 (pb).

Como se puede apreciar, el efecto de la dilucidn de la colonia no presenta efectos en mejorar la deteccién
de las bandas. Es uso de colonias recién con 2 dias de crecimiento en placa con medio YPD, si posee un
efecto en visualizar algunas bandas de fragmentos inter-delta. Este resultado podria estar determinado
por heterogeneidad de edades de las células en una colonia de varios dias de crecimiento, pudiendo existir
células que ya finalizado su ciclo de vida y su ADN ya no sea estable. Esto puede deberse a que las células
lisadas pueden liberar nucleasas y su ADN podria degradarse (Walsh et al., 1991). Entendiendo que la
extraccién de ADN para su amplificacién es un trabajo que demanda mucho tiempo y segin el método de

extraccién, se requiere de solventes (Annaluru et al.,, 2014) o kits enzimaticos como el de zymolasa
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(Kitamura y Yamamoto, 1972), se ha probado el protocolo de extraccion mostrado en el punto 2.4.1, que
solo requiere del uso de bolitas de vidrio y un equipo para llevar a cabo la agitacidon necesaria que permite
el rompimiento mecdnico de las levaduras. De este modo, como se muestra en la Figura 3.4, se logra la
deteccion de bandas con mayor definicion.

También se estudioé cargar un mayor volumen del extracto de ADN para llevar a cabo el PCR, sin embargo,
esto no mejord la intensidad ni definicion de las bandas, por lo que se mantienen 2 pL de ADN extraido
para futuras pruebas.

Después, se estudid la etapa de electroforesis usando las mejores condiciones encontradas hasta el
momento (2 puL de ADN extraido de colonias en la mezcla de PCR; colonias con 2 dias de crecimiento en
placas de YPD sdlido; carga de 20 uL por pocillo del gel de agarosa) con dos equipos de electroforesis
distintos (APELEX ST305 y APELEX PS304) a 100v. El APELEX ST305 no aumenta la temperatura del tampdn
en el que estd el gel, sin embargo, el APELEX PS304 si aumenta la temperatura, pudiendo afectar la
difusién o definicidn de las bandas en el gel, provocando que, para las mismas muestras, en el APELEX

ST305 se definan mejor las bandas, como se muestra a continuacién en la Figura 3.5.

Figura 3.5. Comparacion del efecto de uso del equipo de electroforesis APELEX ST305 (izquierda) y el APELEX PS304

(derecha) para las mismas muestras.

De acuerdo con estos resultados, se continud con el equipo APELEX ST 305 vy, para terminar, se estudio el
volumen de carga en cada pocillo, ya que 20 uL pueden ser demasiado para los pocillos en geles de mayor
numero de muestras. Parte de la muestra sobrante podria estar quedando por sobre el gel y actuar como
interferencia en el revelado. De este modo, se estudié la disminucion de 20 ulL a 14 uL, obteniendo el

resultado mostrado en la Figura 3.6.
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Figura 3.6. Electroforesis de elementos inter-delta para ADN extraido de cepas de S. cerevisiae recién sembradas y
crecidas a 28°C en YPD sdlido y con un volumen de carga por pocillo de 14 plL cargados desde el centro del gel hacia
los extremos. El marcador de molecular de pares de bases contiene los siguientes tamafios de arriba abajo: 2000,

1500, 1100, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200 y 100 (pb).

Con este resultado, se logra mayor definicién de las bandas, pudiendo diferenciar claramente los perfiles
de las muestras analizadas. En el Anexo 6, se muestra el protocolo final para el pretratamiento de la
muestra (extraccion de ADN) y su electroforesis en gel al 1,5% p/v de agarosa.

Por otra parte, también se recomienda el uso del protocolo desarrollado por Blount et al. (2016), quienes
describen el método de extraccion de ADN genédmico mediante el uso de bolitas de vidrio, temperaturay
una solucién de Chelex 100. En general es similar al método optimizado en el presente trabajo en cuanto
a que es un método de rompimiento mecanico de las levaduras, sin embargo, el uso de Chelex 100 (resina
qgue remueve los iones metalicos polivalentes del lisado celular para evitar que actien de co-factores para
las nucleasas de las levaduras) permite que el ADN se mantenga estable al evitar la accion de las nucleasas.
Con el protocolo optimizado, se comenzé la caracterizacidn de las cepas y su posterior agrupacion para
identificar los perfiles de cepas de S cerevisiae implicados en las fermentaciones espontdneas a partir de

pie de cuba tratado a distintas condiciones de temperatura, contenido de sulfito y etanol.

3.3. PCR de colonias seleccionadas de fermentaciones y seleccion para realizar

el dendograma
Una vez optimizada la metodologia para el pretratamiento de muestras para llevar a cabo la PCR inter-
delta y las condiciones para efectuar la electroforesis, se procedié a obtener los perfiles de la cepa
comercial QA23 y de las cepas aisladas identificadas como S. cerevisiae por PCR-ITS (ver Figura 2.1). Estas
cepas se aislaron en los pies de cuba y en las distintas etapas de fermentacion (inicio, mitad y final) de las
4 fermentaciones alcohdlicas inoculadas con dichos pies de cuba realizados en distintas condiciones de
temperatura (28°Cy 16°C) y contenido de sulfito y etanol (0 mg/L de SO, y 0%; 40 mg/L de SO, y 1% de

etanol). Asi, se obtuvo el perfil de fragmentos inter-delta de 115 colonias, de las cuales se determind el
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tamanfio de cada fragmento para poder ordenarlas de acuerdo con su similitud de perfiles, obteniendo la

informacidn mostrada a continuacién en la Figura 3.7.
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Figura 3.7. Perfiles de fragmentos inter-delta de cepas de S. cerevisiae. Cada columna pertenece a una cepa diferente

y las zonas sombreadas corresponden a los fragmentos identificados en la electroforesis segun su tamafio en pb.

En relacién al resultado obtenido de los fragmentos inter-delta de las cepas tanto de los pies de cuba
como de las distintas etapas de las fermentaciones a partir de dichos pies de cuba, se pueden agrupar
algunos perfiles que poseen alta similitud, sin embargo, se puede observar que existen perfiles que
podrian tener mayor divergencia, por lo tanto, se tomaron 38 muestras de estos perfiles divergentes,
incluyendo también algunos de los perfiles que si poseen alta similitud para evaluar si se agrupan entre
ellos. De este modo, se llevaron a cabo nuevas electroforesis de fragmentos inter-delta de las cepas
seleccionadas para poder tenerlas en 2 geles de agarosa y poder procesarlas mediante el programa Gell
v 2.0, con el que se pudo obtener el siguiente dendograma con la agrupacion de perfiles con un 90% de

similitud y un 5% de tolerancia en la migracién de las bandas (Figura 3.8).
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Figura 3.8. Dendograma obtenido con los perfiles inter-delta de las 38 cepas de S. cerevisiae seleccionadas. Los

colores de los grupos se relacionan con los que se muestran en la Figura 3.9.

Como se puede apreciar, las 38 cepas de S. cerevisiae sometidas a comparacién de perfiles inter-delta en

el programa Gell v 2.0, se agruparon en 14 grupos. Cabe destacar que las condiciones para establecer las
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agrupaciones son de una similitud minima de un 90%, usada también en otros estudios previos (Lleixa et
al., 2021). Ademas, la metodologia para la agrupacién mediante UPGMA vy el célculo de similitud por el
coeficiente de Pearson, también han sido usados por otros autores (Pérez-Diaz et al., 2021). Al analizar
los grupos del dendograma asi como el conjunto global de los 115 perfiles, resultan 33 perfiles diferentes,

cuya distribucién se analizard a continuacion.
3.4, Dinamica de poblaciones de S. cerevisiae durante fermentaciones alcohdlicas

espontaneas

Gracias a los perfiles inter-delta de las distintas cepas aisladas en las fermentaciones preliminares (PC) y
en las distintas etapas de fermentaciones principales (IF, MF y FF), se siguié la dinamica de Saccharomyces
autéctonas, observando cémo les afectan las distintas condiciones usadas para realizar el pie de cuba

(Figura 3.9) y compararlas con la fermentacién inoculada con la cepa comercial QA23 (Figura 3.10).
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Figura 3.9. Dinamica de poblacidn de distintas cepas de S. cerevisiae aisladas durante PC (pie de cuba), IF (Inicio de
fermentacién), MF (Final de fermentacion), FF (Final de fermentacion). 28-0y 16-0 (28°C 0 16°C, sin SOz y sin etanol).
28-40y 16-40 (28°C 0 16°C, con 40 mg/L SO2y 1% v/v etanol)
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En las fermentaciones inoculadas con levadura comercial QA 23, se observd su imposiciéon desde el
principio de la fermentacidn, detectdandose una Unica cepa de S. cerevisiae autdctona (perfil 2) que
también se detectd en el pie de cuba sin sulfito ni etanol tanto a 16 como 28°C y también al final de
fermentaciones principales realizadas con dichos pies de cuba (Figura 3.9). Ademas, el perfil 2, es uno de
los 3 perfiles que se repite en las 4 fermentaciones, por lo que podrian ser foco de estudio en futuras
investigaciones. Asi, la fermentacién inoculada con la cepa comercial no fue contaminada por levaduras
autdctonas y en las fermentaciones realizadas con pie de cuba, no encontramos contaminacién levadura

comercial salvo a final de fermentaciones con pie de cuba elaborado a 16°C, pero en baja proporcion.

Control QA23

100%
20%
80%
70%
60%
50% Qaz3
40% 2
30%
20%
10%

0%

Porcentaje de cada cepa (%)

IF QA23 MF QA23 FF QA23
Etapas de fermentacién

Figura 3.10. Control de fermentacion alcohdlica con levadura comercial QA23. IF, MF y FF, son inicio, mitad y final

de fermentacidn respectivamente.

Cabe destacar que, la influencia de la adiciéon de SO, y etanol aumenta la diversidad de cepas presentes,
pasando de 9 a 15 cepas a 28°C, y de 10 a 16 cepas a 16°C. En las fermentaciones realizadas con pie de
cuba a 28°C hay 5 perfiles en comun y 10 nuevos, mientras que con pie de cuba a 16°C hay 7 perfiles en
comun y 9 nuevos. Esto resultados se ajustan a los hallazgos de Morgan et al. (2019), quienes también
estudiaron el efecto de la adicién de SO, sobre la comunidad microbiana en pie de cuba que luego fue
inoculado a un mosto de variedad Chardonnay. Sus resultados mostraron que 40 mg/L de SO,, alteré la
composicion de cepas de Saccharomyces en el pie de cuba, aumentando la diversidad de levaduras
autdctonas, concordando con el presente estudio.

Por otra parte, el presente estudio observa los efectos combinados de la adicidn de 40 mg/L de SO,y 1%
etanol en el pie de cuba, lo que no permite separa el efecto de cada factor en la dindmica de poblacién.
No obstante, un estudio previo (Moschetti et al., 2016) investigd la adicidén de 1,5 y 3% v/v de etanol a
mostos de vino tinto para fermentaciones espontdneas a 26°C, las que sirvieron como pie de cuba para

una posterior fermentacién. Asi, los autores observaron que la diversidad de cepas de S. cerevisiae

21



aumentoé incluso al final de la fermentacién alcohdlica, lo que concuerda con los resultados mostrados en
el presente trabajo. En el presente estudio, la menor diversidad de cepas Saccharomyces se obtuvo a
mitad de fermentacidn y la maxima al final de cada fermentacién, excepto a 16°C con sulfito y etanol (que

mantiene constante su diversidad, a pesar de que las cepas cambian en cada etapa (Figura 3.9).

3.5. Seleccién de cepas de cada grupo para evaluacion de tolerancia a SO»
Se seleccionaron cepas de los grupos resultantes de la caracterizacion de perfiles inter-delta, tomando 27
cepas para analizar su tolerancia a distintas concentraciones de SO,. Asi, las 27 cepas se inocularon en
medio YPD liquido con distintas concentraciones de SO,y se evaluaron sus cinéticas de crecimiento (ver
Anexo 7) a través del seguimiento de DO (densidad dptica) a 600 nm en placas de 96 pocillos. Cada
experiencia se llevd a cabo en duplicado y se estimod el tiempo de latencia de cada cepa a las distintas

concentraciones de SO, en el medio, lo que se muestra en la Figura 3.11.

Concentracién de SO, (mg/L)
Etapa de la fermentacién Cepa
0 20 40 80 160 Tiempo de latencia (h)
1
PC16-40 6
PC28-405
Pie de cuba

PC28-407 5
PC28-403
IF16-401

Inicio de fermentacién |28 401

10

IF28-404
MF16-408

Mitad de fermentacion \ir28-406
MF28-401 15
FF16-406
FF16-402

Final de fermentacion rri6 404 20
FF16-405
FF28-405 23

Figura 3.11. Mapa de calor de tiempos de latencia de cinéticas de crecimiento a distintas concentraciones de SO al
usar cepas provenientes de pies de cuba a los que se le adiciona SOz y etanol y sus respectivas fermentaciones
principales. En el nombre de las cepas: PC (pie de cuba); IF, MF y FF (inicio, mitad y final de fermentacidn principal);

16y 28 (16 y 28°C en el pie de cuba); 40 (adicidn de 40 ppm de SO2 en el pie de cuba).

Cabe mencionar que se estimd que un mayor tiempo de latencia en la curva de crecimiento de las cepas
indicaba una mayor sensibilidad a SO,. En el caso de cepas aisladas en pie de cuba elaborado con adicidn
de SO, y etanol y las fermentaciones principales respectivas, tal y como se puede apreciar en la Figura

3.11, los menores tiempos de latencia se dan en cepas aisladas en el pie de cuba, aumentando de forma
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general en cepas aisladas hacia el final de las fermentaciones. Sin embargo, algunas de las cepas presentes
al final de la fermentacidn muestran menores tiempos de latencia a concentraciones muy altas de SO; en
el medio YPD (por ejemplo, las cepas FF16-40 6 y FF16-40 2 a 160 g/L de SO), por lo que demuestran ser
mas tolerantes. Respecto al comportamiento de las cepas sin la adicion de SO, y etanol, los resultados se

muestran en la Figura 3.12.

Concentracion de SO, (mg/L)
Etapa de lafermentacion ~ Cepa
0 20 40 80 160 Tiempo de latencia (h)
1
PC16-0 6
Pie de cuba
PC28-01
5
. F16:05
Inicio de fermentacién
IF28-0 5
Mitad de fermentacién  \r16.0 6
10
FF16-0 4
FF16-02
FF16.07 15
Final de fermentacion FF1605
FF16-09
20
FF2807
FF28-0 2 23

Figura 3.12. Mapa de calor de tiempos de latencia de cinéticas de crecimiento a distintas concentraciones de SO; al
usar cepas provenientes de pies de cuba a los que no se le adiciona SOz ni etanol y sus respectivas fermentaciones
principales. En el nombre de las cepas: PC (pie de cuba); IF, MF y FF (inicio, mitad y final de fermentacién principal);

16y 28 (16 y 28°C en el pie de cuba).

En las cepas aisladas de los pies de cuba sin suplementacion de SO, y etanol y sus respectivas
fermentaciones preliminares, se encuentran tiempos de latencia mas bajos en cepas aisladas de pie de
cuba y también en algunas cepas presentes al final de la fermentaciéon. Encontramos, no obstante,
consistencia en que las cepas que muestran menores tiempos de latencia a la maxima concentracion de

SO (160 mg/L) son cepas de final de fermentacién (por ejemplo, cepa FF16-0 9).

3.6. Competitividad fermentativa de 2 cepas de Saccharomyces autdctonas de

alta y baja tolerancia a SO, y S. bacillaris a distintas concentraciones de SO»

Con objeto de analizar si la resistencia a SO, afecta a la competicion de las levaduras autéctonas aisladas,
se selecciond una cepa que, segun los resultados del apartado anterior, habia demostrado tener alta

tolerancia a SO.: FF16-40 2 (SR, Saccharomyces resistente) y otra cepa con baja tolerancia a SO, como la
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MF28-40 6 (SNR, Saccharomyces no resistente). Dichas cepas fueron co-inoculadas en mosto sintético con
distintas concentraciones SO, (0, 40, 80 y 160 mg/L) a la misma concentracién celular inicial (1x10°
cels/mL). Por otro lado, también se evalué la capacidad de que estas dos cepas compitan con una cepa de
no-Saccharomyces como S. bacillaris (SB) aislada de vifledos del Priorat y utilizada a una concentracidn
celular de 1x106 cels/mL. Esta especie una de las mas abundantes en uvas y mostos de la region de
Catalufia (Mas et al., 2016; Padilla et al., 2016). Dichas fermentaciones se llevaron a cabo de acuerdo con
las condiciones de la Tabla 2.1, a 3 concentraciones de SO,y un control sin adicién de SO, 28°Cy pH 3,3.
Las fermentaciones fueron detenidas a densidades inferiores a 1000 g/L. A continuacion, en la Figura 3.13,
se muestran los resultados de la disminucién de la densidad y cinética de crecimiento de células totales
durante la fermentacidn alcohdlica.
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Figura 3.13. Cinética de fermentaciones con co-inoculacién de cepas de S. cerevisiae tolerantes y no tolerantes a SO>
(SR y SNR respectivamente) y S. bacillaris (SB). Se representan las cinéticas de crecimiento de fermentaciones sin
adicion de sulfito —.—, con la adicién de 40 mg/L de SO, ——, 80 mg/L de Nolm an y 160 mg/L de SO, ——.
También se representa la disminucion de densidad durante las fermentaciones alcohdlicas, mostrando la densidad
de fermentaciones sin adicién de SO, - @ -, fermentaciones con adicién de 40 mg/L de SO, - M - , 80 mg/L de SO:

-9 - y160 mg/Lde SO, - 4k - .
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De acuerdo con los resultados mostrados en la Figura 3.13, el decaimiento de la densidad se aprecia muy
similar entre en todas las experiencias, sin embargo, las cinéticas de crecimiento de células totales
(determinado por conteo al microscopio), varia dependiendo de las co-inoculaciones realizadas, lo que
implica que se dan interacciones distintas entre ambas cepas de S. cerevisiae con S. bacillaris. Las mayores
poblaciones de levaduras se dan en co-inoculacién de ambas Saccharomyces con S. bacillaris
(aproximadamente 4 x108 cels/mL) especialmente en las fermentaciones sin sulfito o con 40 mg/L de SO.
Otra informacidn que es posible rescatar de la Figura 3.13, es que al co-inocular ambas cepas de S.
cerevisiae, las pendientes de las curvas de crecimiento al inicio de la fase exponencial (entre las horas 20-
40) son muy similares de forma que, independientemente de la concentracion de SO,, se observa un
periodo de latencia de unas 20 horas, lo cual podria indicar problemas de competencias entre las dos
especies. No obstante, en la experiencia de co-inoculacién de SR con SB y SNR con SB casi no se observa
tiempo de latencia siendo las pendientes de las curvas de crecimiento menores solo al aumentar la
concentraciéon de SO,, lo cual podria indicar un efecto positivo en el crecimiento de la SR y SNR inducido
por la SB. Sin embargo, al co-inocular SNR y SB bajo 160 mg/L de SO,, la poblacidn tiene un periodo de
latencia de unas 20 horas, al igual que ocurria al co-inocular las dos Saccahromyces. Este resultado parece
indicar que concentraciones por encima de 80 mg/L de sulfito, la S. bacillaris ya no ejerce su efecto
positivo, debido posiblemente a su mayor sensibilidad a dicho compuesto (ver Anexo 8). Cabe destacar
gue estas experiencias se han llevado a cabo de forma exploratoria, por lo que se propone su validacion
en triplicado para futuras investigaciones. Los resultados de la Figura 3.13 son de células totales/mL,
incluyendo tanto células muertas como viables, por lo que posteriormente se llevo a cabo la cuantificacion
de células viables a través del conteo de colonias en placa (CFU) para visualizar las cinéticas de ambas

levaduras en las fermentaciones. En la Figura 3.14 se muestra la identificacion de ambos géneros.

Figura 3.14. Cepa de Saccharomyces (blancas) y cepa de S. bacillaris (verde) en cultivo en placa con medio WLN
(izquierda). PCR-ITS para identificacidn y verificacion (derecha), bandas de 850 pb fueron recolectadas de las colonias
blancas y las 500 pb de colonias verdes. El marcador de molecular de pares de bases contiene los siguientes tamafios

de arriba abajo: 2000, 1500, 1100, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200 y 100 (pb).
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De esta forma, se corroboré mediante las diferencias morfoldgicas en medio WLN y su validacién por PCR-
ITS (Figura 3.14), que en los recuentos se pueden realizar de forma separada para las Saccharomyces y las
no-Saccharomyces (S. bacillaris). Estos resultados confirman que las colonias blancas se tratan del género
Saccharomyces (Valente et al., 1996), al estar en el rango cercano a 850 pb y las colonias verdes de S.
bacillaris, se encuentran con un rango entre 400 y 500 pb, lo que las sitla dentro de su antiguo género
(Candida) (Esteve-Zarzoso et al., 1999). Usando estos resultados, se estimé la cinética de células viables

(CFU/mL) de cada poblacién por separado, lo que se muestra en la Figura 3.15.
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Figura 3.15. Cinéticas de crecimiento células viables de fermentaciones con co-inoculacién de cepas de S. cerevisiae
tolerantes y no tolerantes a SO2 (SR y SNR respectivamente y representadas con linea continua) y S. bacillaris (SB,
representadas con linea discontinua). Se representan las cinéticas de crecimiento de fermentaciones sin adicion de

sulfito @, con la adicién de 40 mg/L de SO, M, 80 mg/L de SOz’y 160 mg/L de SO, A.
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De acuerdo con los resultados mostrados en la Figura 3.15, para el caso de la cinética de células viables
en la co-inoculacién de SR con SNR, se mantiene la tendencia de mostrar un periodo de latencia en el
crecimiento de células totales cercano a 20 h y a que las pendientes en fase de crecimiento exponencial
son similares, no obstante, se generan diferencias respecto a la curva sin adicién de SO,, que es donde
menos crecimiento total observamos. No obstante, en todos los casos, la cantidad de células viables
comienza a decaer posteriormente a las 70 h de fermentacién a 28°C. Respecto a los casos en que se co-
inoculd SB, se puede mencionar que las células viables de SB disminuyen la pendiente de la recta en fase
exponencial en forma indirectamente proporcional a la concentracidon de SO; en el mosto sintético. No
obstante, para el caso de 160 mg/L de SO,, también presentan un tiempo de latencia de 20 h (como se
observé en conteo a microscopio). En el caso de las cepas SR y SNR co-inoculadas con SB, muestran un
comportamiento de células viables con un tiempo de latencia cercano a 24 h, llegando a un maximo entre
las 50 hy 70 h, manteniéndose relativamente constante su viabilidad hasta el final de la fermentacion. En
estos casos, las pendientes de las curvas de crecimiento muestran una tendencia directamente
proporcional con la concentracién de SO, en el mosto sintético, lo que puede estar dado no por la accidn
del sulfito directamente sobre las cepas SR y SNR, sino por el efecto negativo que tiene el sulfito en las
cepas de SB, lo que le permitiria a las SR y SNR comenzar su crecimiento en el medio. Es sabido que las
levaduras no-Saccharomyces suelen ser mas sensibles a SO, que las Saccharomyces (Giacommo y Nardi,
2021). Al respecto, para poder validar el efecto negativo del SO, sobre la cepa de S. bacillaris, se llevo a
cabo el seguimiento de las cinéticas de DO a 600 nm de dicha cepa de forma aislada en lector de placa de
acuerdo con la metodologia 2.6. (ver Anexo 8). Al respecto, el crecimiento de S. bacillaris es afectado
desde los 20 mg/L de SO, mientras que en la mayoria de las cepas de S. cerevisiae es a partir de 80 mg/L
de SO, (ver Anexo 7). Esto apoya los resultados mostrados en las fermentaciones co-inoculadas con S.
bacillaris.

Finalmente, al terminar las fermentaciones después de 144 h a 28°C (alcanzar menos de 1000 g/L en la
densidad del mosto sintético), se analizaron los principales productos de fermentacidn, asi como la

disminucién de los sustratos, lo que se muestra a continuacién en la Figura 3.16.
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Figura 3.16. Analisis de los productos finales de fermentacién alcohdlica de las experiencias de co-inoculacién en

funcion de la concentracion de SO2 en el mosto sintético.

Los resultados mostrados en la Figura 3.16, muestran que la co-inoculacion SR con SNR mantiene
relativamente constante las concentraciones de los compuestos presentes en el mosto sintético
fermentado y no depende de la concentracion de SO, en dicho mosto.

Por otra parte, en las co-inoculaciones de SR y SNR con SB, los resultados cambian. En la co-inoculacidon
de SR con SB, las variaciones mas relevantes son las mostradas en el consumo de glucosa, pasando de
aproximadamente 23 g/L de glucosa remanente en el medio al no adicionar SO,, a valores cercanos a 0
g/L de glucosa remanente cuando el medio contienen 160 g/L de SO,. Lo mismo acurre con la co-
inoculacidn de SNR con SB, donde la glucosa remanente en el medio es inversamente proporcional a la

concentracion de SO,, pasando de 12 g/L a 0 g/L entre 0y 160 mg/L de SO, respectivamente. Al respecto,
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Morgan et al. (2019), al estudiar el efecto sensorial sobre los vinos resultantes del tratamiento con SO en
el pie de cuba, observaron que los vinos sin sulfitacion no completaban el proceso de fermentacion
alcohdlica, resultando ser mas dulces, coincidiendo con los resultados del presente estudio, pudiendo ser
un foco de estudio para futuras investigaciones.

En cuanto a los acidos orgdnicos, la variacion mas significativa se da en el caso del contenido de acido
citrico, el que también presenta una tendencia inversamente proporcional a la concentracién de SO, en
el mosto sintético. Cabe destacar que estos resultados se presentan como una proyeccién del estudio de
caracterizacién, permitiendo tener una nocién de cémo incidiria la seleccidn de distintas cepas autdctonas
con mayor o menor tolerancia a SO, en una fermentacidn alcohdlica, sin embargo, para validar dichos
resultados es necesario generar la experiencia con replicas y evaluar la reproducibilidad y diferencias

significativas entre variables estudiadas.
4. Conclusiones

De acuerdo con lo planteado en el objetivo del estudio, la principal conclusiéon es que, al definir y agrupar
los perfiles de PCR inter-delta de 115 de las colonias aisladas, se ha determinado que una concentracién
de 40 mg/L de SO, con 1% v/v de etanol en el pie de cuba (fermentacidn espontanea preliminar), aumenta
la diversidad de cepas en el transcurso de la fermentacién, pasando de 9 a 15 cepas a 28°Cy de 10 a 16
cepas a 16°C, cuando se compara con las fermentaciones elaboradas con pie de cuba sin tratamiento
alguno. Ademas, se evidencia que al final de fermentacién la diversidad de Saccharomyces es mayor que
alinicio en 3 de las 4 fermentaciones, siendo un fenémeno que debe ser estudiado en mayor profundidad
debido a que solo existe un trabajo previo que muestra dicha tendencia en presencia de 40 mg/L de SO,
aplicado en pie de cuba (Morgan et al., 2019).

Respecto a la tolerancia a SO, de 27 cepas testadas, se ha visto que aquellas que se encuentran en el pie
de cuba o al inicio de las fermentaciones, poseen tiempos de latencia menores a los requeridos por cepas
encontradas al final de la fermentacidn. Sin embargo, las que se encuentran al final de fermentacién, en
general poseen tiempos de latencia menores y mayor OD que las de inicio de fermentacién a la mayor
concentracion de SO, probada (160 mg/L), indicando que son mds tolerantes a SO..

En cuanto a las pruebas de co-inoculacién de dos cepas de S. cerevisiae entre si o con la cepa de S.
bacillaris, si bien no se puede extraer una conclusidn robusta debido a que fue una prueba de concepto
sin replicas, los resultados preliminares indican que las co-inoculaciones con S. bacillaris a bajas
concentraciones de SO, tienen mejores cinéticas de poblacidn total y producen cambios en los principales

metabolitos de fermentacion.
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5. Proyecciones de estudio

De acuerdo con lo estudiado en el presente trabajo, se han encontrado varias aristas que pueden ser

abordadas en trabajos posteriores. A continuacién, se mencionardn algunas de las tematicas a ser

estudiadas o profundizadas.

Profundizar la reproducibilidad del analisis PCR inter-delta. Estudiar el uso del protocolo de Blount et
al. (2016), o solo el uso de Chelex 100 dentro del protocolo actual para mejorar la estabilidad del ADN
extraido.

Repetir las experiencias de fermentacion en mosto sintético en triplicado para evaluar si son
reproducibles los resultados. Esto permitira extraer conclusiones mas robustas. También llevar a cabo
los controles de las fermentaciones de cada una de las cepas por separado para evaluar qué impacto
tiene el que sean co-inoculadas a nivel de cinética y de productos finales.

Evaluar las curvas de mortalidad de las cepas durante el periodo de fermentacion (diferencia entre
células totales y viables), lo que permitiria identificar cudndo se estan produciendo aumentos en la
mortalidad de cada cepa comparando fermentaciones simples y co-inoculadas. Esto se podria
relacionar con el balance de consumo de sustratos y generaciéon de productos de fermentacion a
diferentes tiempos de la fermentacidn. Finalmente se podria correlacionar mediante técnicas
estadisticas los compuestos consumidos o producidos con el aumento o disminucién de la tasa de
mortalidad.

Después de tener la linea base del punto anterior, se puede evaluar cdmo se ve afectada la mortalidad
al adicionar distintas cantidades de SO, en el mosto sintético usando las mismas cepas estudiadas
previamente.

Otro potencial del presente estudio es poder generar colaboraciones con otros grupos y ejecutar un
proyecto donde se puedan relacionar fermentaciones con distintos pretratamientos en el pie de cuba
(concentracién de SO,, temperaturas y porcentajes de etanol), con las dinamicas de poblacién en una

fermentacién alcohdlica y su efecto sensorial en los vinos resultantes.
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Anexos

Anexo 1: Composicidn del medio YPD liquido y sélido.

Compuesto YPD liquido (g/L) YPD sélido (g/L)
Glucosa 20 20
Extracto de levadura 10 10
Peptona bacterioldgica 20 20
Agar - 17
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Anexo 2: Composicidon de agar WLN en 1 L de medio preparado.

Compuesto Cantidad en 1L de medio final (g)

Extracto de levadura
Digestion pancreatica de caseina
Dextrosa

Fosfato de potasio
Cloruro de potasio
Cloruro de calcio
Sulfato de magnesio
Cloruro férrico
Sulfato de manganeso
Agar

Verde de bromocresol

4
5
50
0,55
0,425
0,125
0,125
0,0025
0,0025
20
0,022

35



Anexo 3: Composicidon del mosto sintético y soluciones stock.

Composicion del mosto

Grupo de compuestos

Compuesto especifico

Concentracion

AzUcares

Acidos

Sales minerales

Sal de amonio

Solucion stock de factores de anaerobiosis
Solucion stock de vitaminas

Solucion stock de aminoacidos

Solucion stock de oligoelementos

Glucosa
Fructosa

Acido DL- malico
Acido Citrico
Acido Tartérico
KH2PO4

K>S0,
MgS04*7H,0
CaCl,*2H,0
NaCl

NH4Cl

Tabla 1.4
Tabla 1.5
Tabla 1.6
Tabla 1.7

100 g/L
100 g/L
5g/L
0,5 g/L
3g/L
0,75 g/L
0,5 g/L
0,25 g/L
0,16 g/L
0,2 g/L
0,46 g/L
1 mL/L
10 mL/L
10 mL/L
1 mL/L

Solucion stock de factores de anaerobiosis (100 mL).

Compuesto Cantidad

Ergosterol 15¢g

Acido oléico 0,5 mL

Tween 80 50 mL

Etanol Hasta completar 100 mL

*Solucidn disuelta a 70 °C y se almacenada a 4°C.

Solucion stock de vitaminas.

Compuesto Concentracion

Mio-inositol 2g/L

Pantotenato de calcio 0,15 g/L

Hidrocloruro de tiamina 0,025 g/L

Acido nicotinico 0,2g/L

Piridoxina 0,025 g/L

Biotina 3 mL (de solucién concentrada a 100 g/L)

*Solucidn disuelta en agua destilada y esterilizada en filtro de 0,2 um y almacenada a -20°C.

36



Solucion stock de aminoacidos.

Compuesto

Concentracion (g/L)

Tirosina (Tyr)
Triptéfano (Trp)
Isoleucina (lle)

Acido aspartico (Asp)
Acido glutamico (Glu)

1,95 (calentado a 100°C)
17,42 (calentado a 70°C)

3,25 (calentado a 70°C)

4,42 (desgasificacion de CO3)
11,96 (desgasificacion de CO3)

Arginina (Arg) 36,79
Leucina (Leu) 4,81 (calentado hasta disolver)
Treonina (Thr) 7,54
Glicina (Gly) 1,82
Glutamina (GIn) 49,92
Alanina (Ala) 14,56
Valina (Val) 4,42
Metionina (Met) 3,12
Fenilalanina (Phe) 3,77
Serina (Ser) 7,8
Histidina (His) 3,38
Lisina (Lys) 1,69
Cisteina (Cys 2,08
Prolina (Pro) 59,93

*Compuestos disueltos en una solucion 20 g/L de NaHCO; y esterilizada en filtro de 0,2 um para
posteriormente ser almacenada a -20°C.

Solucidn stock de oligo-elementos.

Compuesto Concentracion (g/L)
MnSO4*HzO 4

ZnS04*7H,0 4

CuS0,4*5H,0 1

Kl 1

CoCl,*6H,0 0,4

HsBO; 1

(NH4)5M07024 1

*Solucién disuelta en agua destilada y esterilizada en filtro de 0,2 um para posteriormente ser almacenada
ad°C.
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Anexo 4: Cebadores y compuestos utilizados para la amplificacion en PCR de regiones ITS

Cebadores
Cebadores Secuencia
ITS1 5'-TCCGTACGTGAACCTGCGG-3’
ITS4 5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’

Compuestos para la amplificacion por PCR de regiones ITS

Compuesto

Volumen (pL)

Primer ITS1 (10 uM)

Primer ITS4 (10 pM)

dNTPs (10 uM cada dNTP)

MgCl; (50 pM)

Tampdn 10x sin Mg*?

Taq ADN polimerasa (5 U/pL)
Muestra ADN extraido de colonia
Agua MIlli-Q esterilizada
Volumen total
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Anexo 5: Cebadores y compuestos usados para la amplificacién por PCR de elementos inter-delta.

Cebadores
Cebadores Secuencia
Deltal2 5P-TCAACAATGGAATCCCAAC-3P
Delta21 S5P-CATCTTAACACCGTATATGA-3P

Compuestos usados para la amplificacidon de elementos inter-delta por PCR

Compuesto Volumen (pL)
Deltal2 (10 uM) 2,5

Delta21 (10 pM) 2,5

dNTPs (10 uM cada dNTP) 0,5

MgCl; (50 pM) 1,25

Tampdn 10x Mg*? 2,5

Taq ADN polimerasa (5 U/pL) 0,1

Muestra ADN extraido de colonia 2

Agua MIlli-Q esterilizada 14,65
Volumen total 26
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Anexo 6: Protocolo de tratamiento de muestras para PCR y posterior electroforesis en gel de agarosa para
la visualizacién de fragmentos inter-delta

e Tomar muestra de colonias sembradas en placas con YPD sélido y llevadas a estufa a 28°C durante
2 dias. La cantidad de muestra es lo que quede en el muestreador (palillo de madera estéril) luego
de pasar por la colonia de lado a lado.

e Disponer dicha muestra de la colonia en 1 mL de agua destilada estéril.

e Agitar en vortex para homogenizacion.

e Centrifugar durante 2 min a 10.000 rpm

e Descartar sobrenadante y suspender el pellet en 700 pL de agua destilada estéril. Llevar a vortex
para homogenizacion.

e Trasladar el volumen total a un vial con 1 g de bolitas de vidrio de 0,5 mm de didmetro. El vial con
bolitas de vidrio han sido previamente autoclavados a 121 °C durante 20 min.

e Llevar a equipo mini-bead beater para rompimiento mecdanico de las muestras. Tres ciclos de 1
min de proceso en el equipo y 1 min en bafo de hielo para evitar sobrecalentamiento.

e Llevar las muestras a centrifugacion por 1 min a 10.000 rpm.

e Tomar el sobrenadante (aproximadamente 400 mL) y almacenarlo en eppendorf estéril para tener
muestra de ADN para PCR. Conservar a -20 °C hasta su uso.

e Llevar a cabo el PCR considerando 2 plL de la muestra de ADN extraido.

e Luego de tener los fragmentos amplificados por PCR inter-delta, mezclar 22 pl del producto de
PCR con 2 plL de tampdn de carga.

e Cargar 14 uL de la muestra anterior en cada pocillo de los geles de agarosa al 1,5% p/v.

e Utilizar el equipo APELEX ST305 para llevar a cabo la electroforesis a 100 v.
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Anexo 7: Cinéticas de crecimiento a distintas concentraciones de SO,, de 27 cepas seleccionadas. Sulfito
aOmg/L@®,20mg/L O, 40 mg/L O, 80 mg/L@®y 160 mg/L @ .

Cepas de pie de cuba

Cinética colonia PC28-0 1 Cinética colonia PC16-0 6
2,2 2,2

1,8
1,6
=14

1,2

m)

D (600nm
0D (600n

Q08
0,6
04
0,2 0,2

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
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Cepas de inicio de fermentacion
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Cepas de mitad de fermentacion
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Cepas de final de fermentacion
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Anexo 8. Cinética de crecimiento de S. bacillaris en medio YPD a distintas concentraciones de SOz a 28°C.
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