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Resumen:

El objetivo de este trabajo fue establecer el nimero minimo de aislamientos y el momento mas adecuado de reali-
zarlos, para determinar la diversidad de Saccharomyces cerevisiae en la fermentacion alcohdlica. Se estudiaron tres fermen-
taciones, y en cada una se tomaron muestras de levaduras en tres momentos: inicio, fermentacién tumultuosa y final. En cada
uno de ellos se caracterizaron a nivel clonal un nimero variable de levaduras (5, 10, 15, 20 y 25). Todas las levaduras aisladas
al inicio del encubado se caracterizaron como No-Saccharomyces. En general, se observa que el nimero de cepas distintas
aumenta al final del proceso y que un porcentaje bajo de clones coinciden en fermentacion tumultuosa y final, por lo que un
muestreo en ambos puntos da mas informacion sobre la diversidad del depdsito. El estudio de 10 aislados en ambos momen-
tos proporciona valores de diversidad similar a la obtenida al analizar 25 cepas en cada punto, por lo que el muestreo de 10 co-
lonias aisladas en fermentacion tumultuosa y al final del proceso, parece ser un nimero adecuado para llevar a cabo estudios
de biodiversidad de la especie Saccharomyces cerevisiae en depositos de vinificacion.
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1. INTRODUCCION

La fermentacion alcohdlica espontanea del mosto
de uva es un proceso complejo llevado a cabo por la accién
secuencial de diferentes géneros y especies de levadura. Las
levaduras indigenas con baja capacidad fermentativa crecen
durante las primeras etapas del encubado, pero cuando la
concentracion de etanol aumenta en el medio, las levaduras
mas tolerantes al mismo, pertenecientes principalmente a la
especie Saccharomyces cerevisiae, completan la fermenta-
cion. También se ha puesto de manifiesto que en el curso de
una fermentacion espontanea pueden participar diferentes
cepas o clones de Saccharomyces cerevisiae.

En los ultimos afios se han realizado varios trabajos
sobre la ecologia de levaduras vinicas, con el fin de estable-
cer si las fermentaciones espontaneas son conducidas por
un alto o bajo nimero de cepas de S. cerevisiae y si hay es-
tabilidad de estas cepas en las bodegas de un afio a otro, es
decir si existen “cepas tipicas” de un ecosistema (bodega o
region) [4]. También se ha evidenciado que la diversidad esta
condicionada por la localizacion geografica [2], por el afio de
estudio [6] y por la tecnologia de vinificacion empleada [1,5].
No obstante, se han obtenido resultados contradictorios en
las fuentes consultadas: en unos casos se ha encontrado una
cepa claramente dominante y en otros una sucesién de
cepas presentes en un porcentaje muy pequefio [3]. Estos
resultados contradictorios pueden deberse a aspectos como:
zona geogréfica, edad de la bodega, técnica de elaboracién,
practica de inoculacion, materiales empleados, e incluso la
propia metodologia de muestreo seguida en los estudios.

Los trabajos sobre ecologia de fermentaciones in-
dustriales aportan datos mas precisos y fiables cuanto mayor
es el numero de dias muestreados y mayor el niumero de ais-

lamientos por muestra. Sin embargo, el nimero de aislados
a estudiar no puede ser muy elevado si se quieren obtener
datos rapidos y no excesivamente costosos. La pauta utili-
zada sistematicamente por nuestro equipo en los estudios
sobre ecologia de fermentaciones es tomar muestras en los
depositos tres veces a lo largo del proceso fermentativo (ini-
cio, mitad y final), y aislar 10 colonias de levadura en cada
momento. El objetivo de este estudio fue valorar esta meto-
dologia de trabajo y establecer el nimero minimo de tomas
de muestra y de aislamientos a realizar en cada una, con el
fin de determinar la diversidad de Saccharomyces cerevisiae
y las cepas de esta especie responsables de la fermentacién
alcohdlica.

2. MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron las levaduras en tres fermentaciones
espontaneas llevadas a cabo en tres bodegas diferentes de
la D.O.Ca. Rioja durante las vendimias del afio 2005. En
cada deposito, se tomaron muestras del mosto en fermenta-
cion en tres momentos del proceso: encubado, fermentacién
tumultuosa y final. Las muestras fueron trasladadas en con-
diciones estériles al laboratorio, donde fueron sembradas en
placas petri con medio Cloranfenicol Glucosa Agar e incuba-
das a 25°C durante 48-72 horas. De cada una de las placas
se tomaron al azar 25 colonias de levadura que se sembra-
ron en tubos con Agar Malta y se almacenaron hasta su pos-
terior examen. Todas las colonias aisladas fueron sometidas
al andlisis de restriccion de su ADN mitocondrial, lo que nos
permitio clasificar las levaduras por su género (Saccha-
romyces 0 no-Saccharomyces), asi como comparar las
cepas de Saccharomyces cerevisiae [3]. Los datos se estu-
diaron agrupando aleatoriamente las 25 colonias de levadu-
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ras aisladas en bloques de 5, 10, 15, 20 y 25. Esta metodo-
logia de trabajo permiti6 evaluar la diversidad clonal de las le-
vaduras Yy la presencia de cepas comunes en las distintas
etapas de la vinificacion, asi como comparar los resultados
obtenidos en funcién del nimero de aislados estudiados. La
diversidad (%) se calcula como: cepas distintas / cepas tota-
les x 100.

3. RESULTADOS

Todos los aislamientos realizados en el momento
del encubado fueron identificados como levaduras No-Sac-
charomyces, y por lo que este muestreo no se consider6 en
este estudio.

Los resultados obtenidos al estudiar todos los ais-
lados (25 colonias en cada etapa) mostraron diferencias en la
diversidad clonal en las tres vinificaciones estudiadas (Tabla
1): en la Bodega 1 hubo una diversidad alta (64% en fer-
mentacion tumultuosa y 80% al final de la misma), en la Bo-
dega 3 la diversidad fue muy baja (28% en ambos
momentos), mientras que en la Bodega 2 se di6 una situacion
intermedia con una diversidad del 32 y 68% respectivamente.
Estos datos explican que en la Bodega 1 no hubiera cepas
dominantes (datos no mostrados); en la Bodega 2, algun clon
se encontrd en cantidades algo superiores al resto pero sin
ser dominantes (datos no mostrados), mientras que en la Bo-
dega 3 dos clones (I y IV) dominaron claramente sobre el
resto (Tabla 2).

Tabla 1. Variacion de la diversidad clonal (%) en
las distintas vinificaciones y fases de fermentacion
en funcion del nimero de aislados estudiados.
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Tabla 2. Presencia (%) de los distintos clones de Saccharomyces
cerevisiae, en funcién del nimero de aislados estudiados en la
bodega 3. Datos medios de fermentacion tumultuosa y final.
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El nimero de cepas distintas identificadas en los
depdsitos aumentd al aumentar el nimero de aislados estu-
diados (Tabla 3), especialmente al final de la fermentacién en
las Bodegas 1y 2. Un porcentaje bajo de clones coincidieron

en fermentacién tumultuosa y final (4 de 32 en la Bodega 1;
5de 20 enlaBodega 2,y 3 de 11 en la Bodega 3). Por estas
causas, un muestreo en ambos puntos proporciona mas in-
formacion sobre la diversidad del depdsito, y no seria acon-
sejable reducir a uno los momentos de muestreo durante la
fermentacion.

Por otra parte, como se observa en la Tabla 1, un
muestreo de 10-15 aislados en ambos momentos da valo-
res de diversidad similar a la obtenida al muestrear 25 cepas
en cada punto. Por ello, sin tener conocimiento previo de las
caracteristicas de una bodega o depésito concreto, un ana-
lisis de 10-15 aislados daria resultados bastante aproxima-
dos a los obtenidos con 25. El estudio de cinco colonias da
valores de diversidad mucho mayores que con un nimero
mayor de aislados, por lo que éste seria un nimero recha-
zable a la hora de llevar a cabo estudios de biodiversidad.
No obstante, como se muestra en la tabla 2, cuando la bio-
diversidad es mas baja (Bodega 3), o como seria el caso de
los controles de implantacion de cepas comerciales inocula-
das, con 5 aislados se podria detectar ya la cepa o cepas
dominantes, y en porcentajes similares a los obtenidos con
25 aislados.

Tabla 3. Numero de clones diferentes de Saccharomyces
cerevisiae identificados en cada fase de fermentacion
en funcién del numero de aislados estudiados
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4. CONCLUSIONES

La metodologia seguida hasta el momento para es-
tudios de diversidad (muestreo en 3 momentos de la fer-
mentacion alcoholica con 10 colonias estudiadas en cada
punto), da resultados similares a los obtenidos al aumentar el
numero de colonias estudiadas a 25. No obstante, este nu-
mero podria aumentarse a 15 aislados para ajustar mas los
resultados, salvo en el caso de controles de implantacién de
cepas inoculadas, donde podria reducirse a 5 colonias.
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