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JUSTIFICACION

La microbiota es la gran protagonista en los procesos de fermentacion alcoholica y, en su
caso, maloléctica del vino. No so6lo hace posible el proceso, sino que proporciona
caracteres diferenciadores al vino y, por tanto, facilita su produccién, sus peculiaridades,
su identidad y, por consiguiente, su valor. Todo ello puede visualizarse desde una
perspectiva agregada, poniendo el foco en el volumen de vino que se vende en los
diferentes mercados, o bien desde una perspectiva del aporte de los ecosistemas, en la
cual el foco se situa en la forma en la que contribuyen los distintos elementos de la
naturaleza para generar valor a la sociedad a través de distintos servicios ecosistémicos.
En este trabajo, el andlisis se enfoca en la microbiota, como elemento de la naturaleza, y
su capacidad para generar servicios ecosistémicos de aprovisionamiento, regulacion y
culturales, cuyo valor se puede estimar para tomar mejores decisiones, tanto privadas
como publicas.

El concepto de terroir incluye a las comunidades microbianas asociadas a ambientes y
procesos vitivinicolas, pues pueden influir en las cualidades organolépticas propias de los
vinos de una region y en la salud de los vifiedos (Belda et al., 2017; Carrau et al., 2020;
Pretorius, 2020). Parte de las especies de esa comunidad microbiana llega desde el vifiedo
a las bodegas y esta presente durante los procesos de fermentacion alcohdlica y/o
malolactica aportando caracteres diferenciadores al vino, razén por la que han sido
ampliamente estudiadas (Capozzi et al., 2015; Carpena et al., 2020; Mendes Ferreira &
Mendes-Faia, 2020; Mas & Portillo, 2022). El denominado en su conjunto microbioma
del vino se ha estudiado de forma mas exhaustiva durante los ultimos afios, gracias a la
implementacion de técnicas de secuenciacion de alto rendimiento (high throughput
sequencing, HTS), empleando equipos de ultrasecuenciacion de ADN de nueva
generacion (next generation sequencing, NGS) (Liu et al., 2019; Cruz-Silva et al., 2023).
Dichas técnicas permiten determinar la biodiversidad de especies que conforman las
comunidades microbianas asociadas a distintos ambientes vitivinicolas, comunidades que
pueden sufrir variaciones en la composicion de especies como consecuencia de
perturbaciones edafoclimaticas, de la gestion agrondmica de los vifiedos e incluso de la
presencia o ausencia de vegetacion circundante a los mismos (Hartman ez a/., 2018; Miura
etal.,2019; Ladin et al., 2021; Naidoo et al., 2022; Steiner et al., 2023). De hecho, dentro
de este marco de analisis, una de las hipdtesis analizadas en este trabajo es si las
comunidades microbianas asociadas al suelo, plantas de vid y uvas de los vifiedos de
cuatro Denominaciones de Origen de Castilla y Ledn ubicados a lo largo de la cuenca del
rio Duero varian en biodiversidad de especies en funcion de la presencia o ausencia de
bosque circundante, puesto que esos vifiedos se encuentran en ocasiones cerca de bosques
de coniferas y/o fagaceas. Esta variabilidad podria correlacionarse con el estado de salud
del vifiedo, o con diferencias en las particularidades de los vinos debidas a la
biodiversidad de especies de levaduras presentes durante las fermentaciones de los
mostos en las bodegas.

El objetivo principal de este trabajo fue construir un marco de analisis que permitiese
realizar la identificacion y valoracion del capital natural microbiano vinculado al sector
vitivinicola de Castilla y Ledn.
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Con ese fin, se propusieron cuatro objetivos especificos:

1. Analizar las correlaciones entre algunas variables bioticas (tipos de vides, uvas, flora
circundante) y abidticas (clima, tipo de terreno, técnicas de cultivo, paisaje) con la
composicion porcentual de especies del microbioma asociado a cada vifiedo, evaluando
su posible influencia y valor en los servicios ecosistémicos.

2. Investigar si se detectan microorganismos fitopatégenos en la microbiota de los suelos
o plantas de vid, asi como especies microbianas que podrian ejercer una funcion de
desplazamiento de otras alterantes en los ecosistemas de varios vifiedos de Castilla y
Leon, con el correspondiente efecto en forma de servicios ecosistémicos de regulacion.

3. Construir un marco de andlisis que sea de utilidad para la valoracion de los servicios
ecosistémicos asociados a especies microbianas beneficiosas para la fermentacion vinica,
presentes en viiledos y/o en mostos, asi como de especies fungicas o bacterianas con
capacidades potenciales para actuar como agentes de control bioldgico en vifiedos
ubicados en tres zonas geograficas de Castilla y Leon.

4. Analizar la microbiota de los mostos y aislar e identificar levaduras a partir de muestras
proporcionadas por bodegas de cuatro Denominaciones de Origen (D.O.), con el fin de
identificar algunas cepas nuevas que pudiesen emplearse para la obtencion de vinos
innovadores en Castilla y Leon.
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CAPITULO 1

Servicios ecosistémicos aportados por la microbiota en viiiedos y vino:
revision

Nota: articulo recibido en la revista Agronomy en septiembre de 2023 (en revision)

RESUMEN

En este articulo se revisa el estado de los conocimientos sobre el papel de la microbiota
en la prestacion de servicios ecosistémicos de produccion, regulacion y culturales en el
sector vitivinicola. Este proceso comenzé con la domesticacion de la vid en Asia hace
11.000 afios, aunque no fue hasta el siglo XIX cuando la enologia se establecid como
disciplina cientifica, gracias a las investigaciones de Louis Pasteur. Recientemente, los
avances en las tecnologias de secuenciacion de nueva generacion (NGS) han permitido
identificar la dindmica microbiana durante la vinificacidén, ayudando a los en6logos a
comprender y controlar mejor el proceso de fermentacion. La microbiota del vifiedo y del
vino se presenta, por tanto, como un activo natural que produce beneficios a las personas,
que pueden etiquetarse o clasificarse como servicios ecosistémicos de aprovisionamiento
(caracteristicas del vino y su produccion), de regulacion (almacenamiento de carbono,
regulacion de la calidad del suelo, control biologico de plagas y enfermedades...) o
culturales (valores estéticos de los paisajes de vifiedos, disfrute académico del vino,
sensacion de afioranza en las regiones vitivinicolas...). Los servicios ecosistémicos
prestados por la microbiota pueden valorarse en términos monetarios, preferiblemente
operando técnicas de valoracion sobre cadenas logicas como las sugeridas por el marco
SEEA-EA. El documento concluye con una revision de las précticas de gestion que
pueden aumentar el valor de los servicios ecosistémicos de la microbiota, y el papel de la
agricultura inteligente en esta tarea.

INTRODUCCION

La transformacion humana de la naturaleza a escala global, sobre todo en las ultimas
décadas, ha provocado un marcado descenso de los indicadores relacionados con la salud
de los ecosistemas y la biodiversidad (IPBES, 2019) y, con ello, una disminucién de los
beneficios que todos los humanos obtenemos de ella, los servicios ecosistémicos. Los
servicios ecosistémicos pueden definirse como las condiciones y procesos a través de los
cuales los ecosistemas naturales y las especies que los componen sostienen y hacen
posible la vida humana (Daily, 1997; Fu et al., 2013). Las principales clasificaciones los
agrupan en tres grandes categorias: de aprovisionamiento, de regulacion y culturales
(Haines-Young & Potschin, 2018; SEEA-EA, 2021). El concepto de servicios
ecosistémicos es la principal herramienta para calcular el valor del capital natural
(Costanza et al., 1997).
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Minimizar las consecuencias negativas de estas transformaciones sobre el medio
ambiente requiere que cada uno de los sectores productivos adopte practicas que reduzcan
(o incluso neutralicen) su impacto neto sobre los ecosistemas y la biodiversidad, y que,
dentro de su ambito de actuacion, puedan maximizar el flujo de beneficios que obtenemos
de la naturaleza. Uno de los sectores productivos con mayor impacto es la agricultura, a
la que se le pide que satisfaga la demanda de alimentos de una poblaciéon mundial
creciente (Robertson & Swinton, 2005; Ali & Dahlhaus, 2022). De hecho, uno de los
principales retos de la agricultura del siglo XXI es la generacion de paisajes
multifuncionales en los que se produzcan alimentos (servicio ecosistémico de
aprovisionamiento) y se promueva el suministro de otros muchos servicios de regulacion
y culturales (Huang et al., 2015; TEEB, 2018).

El sector vitivinicola no es ajeno a este objetivo. En la actualidad, los vifiedos ocupan 7,3
millones de hectareas en todo el mundo, produciendo hasta 260 millones de hectolitros
para satisfacer un consumo mundial estimado en 236 millones de hectolitros (OIV, 2022).
En diferentes regiones vitivinicolas se estan realizando esfuerzos en forma de proyectos
piloto para integrar los servicios ecosistémicos, la biodiversidad y la multifuncionalidad
como elementos relevantes en la toma de decisiones sobre la gestion de los viniedos (Bindi
& Nunes, 2016; Winkler et al., 2017; Winter et al., 2018; Garcia et al., 2018; Paiola et
al., 2020; Candiago et al., 2023). Sin embargo, a pesar de ser un proveedor de servicios
ecosistémicos relevantes, el papel de la microbiota es cominmente ignorado en la
mayoria de los desarrollos (Han ef al., 2023).

Dado el potencial de aportar soluciones basadas en la naturaleza dentro del paradigma de
una agricultura no so6lo respetuosa con el medio ambiente sino también productora de
naturaleza, esta revision pretende recopilar y analizar criticamente el estado del
conocimiento sobre el papel de la microbiota en la provision de servicios ecosistémicos
en el sector vitivinicola, especialmente en los vifiedos, pero también en las bodegas. La
revision se estructura en varios apartados que incluyen una vision historica de los
principales avances cientificos sobre microbiota y vino, el concepto de terroir y la
biogeografia de la microbiota, los servicios ecosistémicos que proporciona la microbiota
tanto en vifiedos como en bodegas, el impacto que los sistemas de gestion agricola tienen
sobre esta microbiota y por tanto sobre los servicios ecosistémicos, y las metodologias
para la cuantificacion de esta contribucion en términos econdomicos. Por ultimo, se
discuten el potencial y las limitaciones de este enfoque, las principales lineas de
investigacion futura y las posibles aplicaciones.
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EVOLUCION DEL CONOCIMIENTO SOBRE LA MICROBIOTA Y EL VINO

Hace aproximadamente 11.000 afos, las vides se domesticaron en Asia occidental para
producir uvas de mesa y de vino (Dong ef al., 2023) ademas, existen pruebas de practicas
enologicas de hace unos 7.000 afios (5400-5000 a.C.) en la region del Caucaso meridional
(McGovern et al., 2017). Probablemente, estos primeros vinos fueron la combinacion
fortuita de la quimica y la biologia, concretamente de la microbiota presente en las uvas
(Belda et al., 2017). Las variedades domesticadas de Asia occidental se extendieron a
otras partes del mundo a través de las primeras comunidades agricolas. En Egipto, los
restos arqueoldgicos aportan pruebas del cultivo de la vid en el rio Nilo desde el periodo
predinastico (4000-3100 a.C.) (Guasch Jané et al., 2013). Las cerdmicas encontradas en
China (region de Jiahu) datadas de hace 4000 afios, contenian restos de acido tartarico y
tartrato aportando una prueba de los procesos de fermentacion y almacenamiento del vino
(McGovern et al., 2004; Li & Wang, 2022). En Europa, el cultivo de la vid se extendio6 a
lo largo de las rutas comerciales, y ya en el tercer milenio a.C. se plantaron vifiedos en la
Peninsula Ibérica, incluso antes de la llegada de los fenicios (Stevenson, 1985). En la
antigua Grecia (800 a.C.), el vino se consideraba un alimento basico de la vida cotidiana,
lo que impuls6 la plantacion de vides en sus colonias. Sin embargo, la domesticacion mas
avanzada del vino tuvo lugar en el Imperio Romano. Los romanos ya realizaron los
primeros injertos en el siglo [ a.C. (This et al., 2006), cuando empezaron a utilizar no s6lo
las tradicionales anforas, sino también cubas de madera (51 a.C.) para conservar el vino.
Sin embargo, por lo que respecta a la microbiota, ain no ha sido posible encontrar
muestras de microorganismos anteriores al ano 1000 a.C., siendo Saccharomyces
cerevisiae la primera levadura fermentativa identificada (Cavalieri et al., 2003; da Silva
Fernandes et al., 2022).

Aunque la enologia ha evolucionado histéricamente junto con la produccion y
elaboracion del propio vino, se estableciéo como disciplina cientifica en el siglo X1X con
las investigaciones llevadas a cabo por Pasteur sobre el papel de los microorganismos en
la fermentacion del vino. Asi, Pasteur obtuvo la primera patente sobre fermentacion
alcohdlica en 1857 y describio el papel de las cepas de levadura en la produccion de
diferentes vinos (Pasteur, 1866; Carrau et al., 2015). También estudi6 las enfermedades
de la viticultura y obtuvo una patente sobre la conservacion del vino mediante
pasteurizacion (Cavaillon & Legout, 2022). Gracias a su contribucion, en 1890 Hermann
Mdiller llevo a cabo la primera inoculacion de mosto de uva con un cultivo puro de
levadura, dando lugar asi al concepto de fermentacion controlada, que ha sobrevivido
hasta nuestros dias con ciertas mejoras en el control y la fiabilidad del proceso (Marsit &
Dequin, 2015). La enologia ha seguido evolucionando desde entonces, estudiando las
interacciones de la microbiota tanto en la fermentacion alcohdlica como en la
fermentacion malolactica para la produccion de vino (Belda et al., 2016; Englezos et al.,
2022). Otro esfuerzo de investigacion se ha centrado en el proceso de domesticacion de
cepas de levaduras enoldgicas, es decir, la seleccion artificial de cepas con caracteristicas
deseables mejoradas y adaptadas a ambientes con diferentes factores de estrés como
cambios de temperatura, acidez o estrés oxidativo entre otros (Pretorius, 2000; Bauer &
Pretorius, 2000). Actualmente sabemos que S. cerevisiae destaca entre el gran numero de
especies de levaduras implicadas en las diferentes etapas de la fermentacion, por su
elevada capacidad fermentativa, tolerancia al etanol y fuerte resistencia a la toxicidad de
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diferentes metabolitos, pudiendo asi prevalecer en las etapas finales de la fermentacion
(Querol et al., 2018:; Ortiz-Alvarez et al., 2021: Gonzalez & Morales, 2022: Bai et al.,
2022). También se estan empleando mucho en enologia levaduras de otras especies,
conocidas como no Saccharomyces, principalmente en fermentaciones mixtas (Jolly et
al., 2018). Para lograr combinar propiedades deseables de distintas cepas de
Saccharomyces, se han seleccionado hibridos naturales de S. cerevisiae con otras especies
del mismo género y también se han obtenido hibridos sintéticos no modificados
genéticamente (organismos no OMG) que ya se han empleado como cultivos iniciadores
(fermentos puros o, en inglés, starters) para fermentaciones controladas (Pérez-Torrado
et al., 2017). Asi, hibridos de S. cerevisiae x S. uvarum se generaron con diferentes
métodos (Sipiczki, 2008; Origone et al., 2018), para mejorar la tolerancia al frio (Origone
et al., 2018; Garcia-Rios & Guillamon, 2019).

En la actualidad, el uso de cultivos iniciadores estd muy extendido en las bodegas,
contribuyendo a modular el perfil aromético del vino gracias a la produccion de
determinadas enzimas, como la esterasa, la B-glucosidasa y las enzimas proteoliticas y
pectinoliticas. Ademads, determinadas cepas pueden aumentar el contenido de glicerol o
disminuir el contenido de alcohol de los vinos (Sidari ef al.,, 2021; Mateo & Maicas,
2016). Sin embargo, al mismo tiempo, el uso de cultivos iniciadores puede representar un
riesgo para la pérdida de diversidad genética de las poblaciones de levaduras autoctonas
de los mostos (Chalvantzi et al., 2020).

En los altimos afios, los investigadores han podido analizar las comunidades microbianas
que colonizan distintos nichos ecoldgicos con alta resolucion, incluyendo la presencia de
microorganismos no cultivables y, basdndose en la presencia de sus genomas
especialmente, el uso de técnicas basadas en la secuenciacion de alto rendimiento (HTS)
y las técnicas “Omicas”, como la metataxondmica, metagendmica, metatranscriptomica,
metaprotedmica y metabolomica, han abierto un nuevo escenario en la investigacion
vitivinicola. Estas tecnologias proporcionan un potente enfoque para una comprension
mas completa de la complejidad de las comunidades microbianas en diferentes nichos
ambientales, ayudando a una mayor monitorizacion y diagnostico entre otros aspectos
(Belda et al., 2017; Belda et al., 2021). Asi, los estudios basados en HTS han permitido
identificar la dinamica microbiana durante la vinificacion, ayudando a los endlogos a
comprender y controlar mejor el proceso de fermentacion y a mejorar la calidad del
producto final (Bokulich ef al., 2012; Portillo & Mas, 2016; Stefanini et al., 2016; Sirén
etal.,2019; Liet al., 2022). Los avances son alin mayores en el papel que desempefia la
microbiota en los vifiedos. Estas técnicas han permitido la identificacion y caracterizacion
de diversas poblaciones microbianas en el ecosistema del vifiedo, incluyendo bacterias,
hongos, arqueas y otros microorganismos que juegan un papel esencial en la salud y
productividad del vifiedo (Cobos et al., 2022). Las tecnologias 6micas permiten conocer
el potencial funcional de las comunidades microbianas en procesos como el ciclo de los
nutrientes, la supresion de enfermedades o las interacciones planta-microbio (Aleynova
et al., 2022). Esta investigaciéon ha ayudado a entender como los microorganismos
beneficiosos pueden mejorar la salud de las plantas, la absorcion de nutrientes y la
resistencia general a los factores de estrés ambiental (Larsen ef al., 2023). Ademas, las
técnicas NGS han ayudado a descifrar los componentes microbianos que contribuyen a
las caracteristicas distintivas de los vinos de diferentes regiones, el ferroir (Fabres et al.
2017; Gobbi et al., 2022; Fernandes et al., 2023). En general, la informacion obtenida a
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través de estos métodos tiene el potencial de transformar las practicas de gestion de los
vifiedos y contribuir a una produccion de vino mas sostenible y eficiente (Liu ez al., 2019;
Perpetuini et al., 2022; Griggs et al., 2021).

TERROIR Y MICROBIOTA VINICA

Al catar un vino, algunos de los primeros aspectos diferenciadores percibidos (aromas,
acidez, color, etc.) estan relacionados con la zona en la que se producen las interacciones
fisicoquimicas, biologicas y culturales del vifiedo: el terroir (van Leeuwen & Seguin,
2006; Liu et al., 2019; Giftard et al., 2022). Este término, no exento de polémica, se utiliza
con frecuencia a pesar de su escasa comprension generalizada (Lewin, 2010; Pretorius
2020). En la definicion tradicional de la Organizacion Internacional de la Vid y el Vino
(O1V), el terroir se referia inicialmente a una "zona en la que se desarrolla el
conocimiento colectivo de las interacciones entre el entorno fisico y bioldgico
identificable y las practicas vitivinicolas aplicadas", incluidas las caracteristicas
especificas del suelo, la topografia, el clima, el paisaje y la biodiversidad (Reglamento
OIV/VITI 333/2010). Dados los avances en la comprension del papel de la microbiota en
la diferenciacion del vino y del vifiedo, la literatura reciente ya la considera parte
integrante de este ferroir (Martins et al., 2013; Gilbert et al., 2014; Cruz-Silva et al.,
2023).

En términos biogeograficos, dado que los microorganismos operan en un nicho ecologico
particular con unas condiciones ambientales especificas, es de esperar encontrar
diferencias espaciales en las comunidades microbianas presentes en cada region (Martiny
et al., 2006; Bokulich et al., 2014; Li et al., 2022). De hecho, se ha demostrado la
existencia de una biogeografia microbiana asociada a los vifiedos. La distribucion de la
microbiota esta influida por factores geograficos, medioambientales y de gestion,
generando un terroir microbiano caracteristico de cada regién que aporta cualidades
distintivas a los vinos (Gayevski & Goddard, 2012; Vadour et al., 2014; Burns et al.,
2015; Zarraonaindia et al., 2015; Liu et al., 2020; Rivas et al., 2021; Larsen et al., 2023)
(Figura 1.1). La investigacion sobre este terroir microbiano ha demostrado que algunas
OTU (unidades taxondmicas operativas) del microbioma son capaces de actuar como
firma geografica de un vifiedo o de una region vinicola (Mezzasalma et al., 2018).

Las diferencias en los patrones espaciales de las comunidades microbianas de los vifiedos
se manifiestan a diferentes escalas. Asi, se han observado diferencias considerables entre
vifiedos de distintas partes del mundo (Tronchoni e al., 2022) y entre regiones viticolas
(Taylor et al., 2014; Morrison-Whittle & Goddard, 2018; Kioroglou et al., 2019; Kamilari
et al., 2021). Los factores paisajisticos y las variaciones locales en el nicho ecologico
también conducen a diferencias significativas a escala local (Setati et al., 2015; Portillo
etal.,2016; Knight et al., 2020; Yan et al., 2022). Se ha comprobado la existencia de una
variabilidad microbiana intravifiedo incluso superior a la existente entre distintas parcelas
de vifiedo (Setati et al., 2012; Chalvantzi et al., 2021). Es decir, es posible identificar una
jerarquia dentro de las distancias espaciales, siguiendo una amplia tendencia segun la cual
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cuanto mayor es la distancia, mas diversa es la microbiota (Gobbi ef al., 2022). Al mismo
tiempo, se ha descrito globalmente un nucleo comun de géneros, o incluso de especies
(Tronchoni et al., 2022) (Figura 1.1).

El aislamiento por distancia geografica estd en cierto modo condicionado por la
heterogeneidad ambiental, que define los patrones espaciales de la microbiota en los
viniedos. Las diferencias climaticas y edaficas entre zonas contribuyen a las disimilitudes
de la comunidad microbiana entre viniedos (Zhou et al., 2021; Wei et al., 2022). A escala
del paisaje viticola, los factores que subyacen a estos patrones espaciales también estan
relacionados con las practicas viticolas (Setati et al., 2015; Kecskeméti et al., 2016;
Grangeteau et al., 2017; Morrison-Whittle et al., 2017), la variedad de uva (Bokulich et
al., 2014; Portillo et al., 2016; Tronchoni et al., 2022) o las condiciones microclimaticas
(Portillo et al., 2016; Knight et al., 2020; Zhang et al., 2020; Martins et al., 2020). Los
ecosistemas circundantes también parecen estar implicados en la composicion de las
comunidades microbianas de los vifiedos. Asi, los bosques cercanos conforman las
comunidades fungicas del vifiedo, no solo por las levaduras naturales que albergan, sino
también por los insectos sociales (por ejemplo, las avispas) que actian como vectores de
transporte de microorganismos del bosque a las uvas (Christiaens et al., 2014; Miura et
al., 2017; Mozzachiodi et al., 2022; Valentini et al., 2022).

El microbioma de los vifiedos también muestra diferencias significativas entre el suelo y
las propias vides. El suelo actia como principal reservorio de microbiota y muestra un
cierto nivel de concurrencia con las diferentes partes de la vid (raices, hojas, flores y uvas)
(Zarraonaindia et al., 2015; Mezzasalma et al., 2018). Mientras que la diversidad
bacteriana disminuye del suelo a las partes aéreas (Martins et al., 2013; Andreolli et al.,
2017), el principal cambio en la diversidad especifica fingica se produce entre el suelo y
la rizosfera (Martinez-Diz ef al., 2019).

La variedad de vid también condiciona las comunidades microbianas de los vifiedos. Por
ejemplo, especies bacterianas como Enterococcus, Massilia, Kocuria, Pseudomonadales
y Pantoea son mas propensas a aparecer en variedades como Merlot, Syrah, Cabernet
Sauvignon y Zinfandel, mientras que especies como Bacillus, Turicibacter y Romboutsia
tienen una mayor prevalencia en Pinot Noir. En cuanto a las especies flingicas,
Cladosporium, Phoma y Sporormiella aparecen en Zinfander, Lon y Gem (Zhang et al.,
2020; Cureau et al., 2021; Bao et al., 2022).

Los patrones espaciales de hongos y bacterias suelen diferir, lo que se explica en parte
por las variaciones en las respuestas a los efectos medioambientales o a las practicas de
gestion de los vinedos (Lauber ef al., 2008; Tedersoo et al., 2014; Knight et al., 2015;
Bokulich et al., 2016; Paolinelli et al., 2023; Ghita et al., 2023). Asi, mientras que a escala
global la distancia espacial explica la diversidad beta en ambos, el clima estd mas
relacionado con la diversidad alfa en los hongos que en las bacterias (Gobbi ef al., 2022),
aunque algunas bacterias también responden a las variables climaticas (Wei ez al., 2022).
Ademas, la dispersion de los hongos por el viento es probablemente mas limitada que la
de las bacterias debido al mayor tamafio de las esporas en comparacion con las células
bacterianas (Jones & Harrison, 2004; Smets ef al., 2016; Miura et al., 2017). Como
resultado, cuanto mayor es la distancia mas diversas son las comunidades fingicas, un
patron que es mucho menos marcado en los géneros bacterianos. Asi, mientras que los
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hongos son mas especificos del lugar, las bacterias tienden a tener distribuciones mas
amplias, pero al mismo tiempo con notables diferencias locales e intravifiedo (Taylor et
al., 2014; Coller et al., 2019; Liu et al., 2020). En definitiva, los hongos, mas
representativos de cada territorio, definen en mayor medida la firma geografica
microbiana de las diferentes regiones viticolas y vifiedos (Morrison-Whittle & Goddard,
2018; Steenwerth et al., 2021).

Las diferencias en el microbioma podrian aparecer no solo en el espacio, sino también en
el tiempo. Aunque apenas se han estudiado las variaciones interanuales en la microbiota
de un vifiedo, algunas investigaciones han descubierto que la anada puede afectar
significativamente a la biodiversidad de los microorganismos asociados al vifiedo (Sabate
et al., 2002; Bokulich et al., 2014; Vigentini et al., 2015; Huang et al., 2022). Por el
contrario, en otros casos, los estudios muestran que las diferencias entre afiadas no son
demasiado significativas (Chalvantzi et al., 2021). Ademas, durante el periodo de
crecimiento de la vid, la diversidad a experimenta un descenso, mientras que la 3
experimenta un aumento. Esta tendencia implica que los microbiomas son remodelados
progresivamente por las interacciones entre huéspedes y microbios (Wei et al., 2022).

Lo que ocurre en el vifiedo se traslada a la bodega. Todas las interacciones ecoldgicas que
tienen lugar entre la microbiota, la planta y el medio ambiente desempenan un papel
importante en el resultado de la fermentacion del vino, ya que se ha demostrado que hasta
el 60% de la biodiversidad microbiana del mosto puede proceder de taxones derivados
del suelo, las hojas y las uvas de la vid (Zhang et al., 2020; Kamilari ef al., 2021; Cureau
et al.,2021; Conacher et al., 2021), siendo las comunidades presentes en el mosto recién
cosechado mas similares a las que se encuentran en las bayas, mientras que a medida que
avanza la fermentacion se van pareciendo cada vez mas a las comunidades presentes en
la corteza de la vid (Pinto et al., 2015; Morrison-Whittle & Goddard, 2018; Alonso et al.,
2019). Es decir, es posible identificar biomarcadores microbianos asociados a cada ferroir
entre las diferentes etapas de la fermentacion y para las diferentes variedades de uva de
vinificacion (Kamilari e al., 2021). Ademas, las superficies de las bodegas albergan
poblaciones estacionalmente fluctuantes de bacterias y hongos, con cierta relevancia en
la fermentacion del vino (Bokulich et al., 2013).
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Figura 1.1. Factores como el clima, el suelo y la biodiversidad circundante condicionan el microbioma
del terroir microbiano especifico de cada vifiedo (centro de la figura). Estos factores estan
condicionados por las practicas de gestion del cultivo (esquina superior izquierda). La interaccion
entre todos estos elementos define una biogeografia de la microbiota en los vifiedos con diferencias
expresadas en las distintas distancias geograficas y en la que los hongos son mas especificos del lugar
y las bacterias tienden a tener distribuciones mas cosmopolitas (parte derecha). Esta imagen se genero
con el programa BioRender.

SERVICIOS ECOSISTEMICOS PRESTADOS POR LA MICROBIOTA EN
VINEDOS Y VINOS

La microbiota proporciona servicios ecosistémicos tanto para los vifiedos como para la
calidad del producto final. Esta revision utiliza la clasificacion de servicios ecosistémicos
propuesta por el Sistema de Contabilidad Ambiental y Economica (SEEA) de las
Naciones Unidas, que identifica tres grupos principales: de aprovisionamiento, de
regulacion y culturales (SEEA, 2021).

1. Servicios ecosistémicos de aprovisionamiento

Dentro de la categoria de servicios ecosistémicos de aprovisionamiento, la microbiota
estd estrechamente vinculada a la produccion de vino a través de la fermentacion. Aporta,
ademads, una notable diversidad genética que puede beneficiar a la industria vitivinicola y
a los cultivos viticolas.
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Servicios de aprovisionamiento de biomasa (cultivos). Sin microbiota, el ser humano
sencillamente no tendria vino. Desempefia un papel fundamental en la fermentacion,
transformando el mosto de uva en vino. Gracias a estudios basados en HTS, se ha
demostrado la existencia de un gran pool microbiano que incluye hongos y bacterias en
la fermentacion espontanea del vino (Bokulich ez al., 2012; Piao et al., 2015; Stefanini et
al., 2016; Belda et al., 2021). Las diferentes cepas de levaduras enoldgicas han sido
"domesticadas" a lo largo de los afios, adaptindose por mecanismos evolutivos a
ambientes con muchos factores de estrés que se dan en el proceso de fermentacion
(Pretorius, 2000; Bauer & Pretorius, 2000; Querol et al., 2003). Asi, en lo que respecta a
la fermentacion alcohdlica, las especies autoctonas de los géneros Hanseniaspora,
Candida, Pichia y Metschnikowia intervienen en los primeros pasos del proceso,
produciendo metabolitos secundarios (4cidos, alcoholes, ésteres, etc.) y enzimas
(esterasas, lipasas, proteasas, etc.) que pueden afectar a la calidad final del vino (Tello et
al., 2011). Estas especies pueden crecer a bajas concentraciones de etanol, pero cuando
¢éste supera el 5-7% y la abundancia de azucares fermentados empieza a disminuir,
empiezan a decaer y mueren (Bae er al., 2006). Otras especies de levaduras como
Brettanomyces, Kluyveromyces, Schizosaccharomyces, Torulaspora y
Zygosaccharomyces, también pueden estar presentes durante la fermentacion y
posteriormente en el vino, algunas de las cuales son capaces de afectar negativamente a
su calidad sensorial (Pretorius, 2000). S. cerevisiae, debido a su alta capacidad
fermentativa, tolerancia el etanol y fuerte resistencia a la toxicidad de diferentes
metabolitos, prevalece en las etapas finales de la fermentacion (Jolly et al., 2014; Ortiz-
Alvarez et al., 2021), siendo casi la tnica especie en fermentaciones con cultivos puros
(starter comerciales), o bien, acompafiado de otras especies como Torulaspora
delbrueckii,  Zygosaccharomyces  fermentati, — Kluyveromyces  thermotolerans,
Hanseniaspora guilliermondii y Dekkera anomala en fermentaciones espontaneas (Tello
et al., 2011; Kamilari et al., 2021; Li et al., 2022). Para la fermentacién malolactica,
Oenococcus oeni es la especie dominante (Henick-Kling, 1993; Lonvaud-Funel, 1999;
Fleet, 2003). Aparte del crecimiento gradual de diferentes especies de levadura durante la
fermentacion, también se ha descrito la existencia de un desarrollo en sucesion subyacente
de diferentes cepas dentro de cada especie (Bae et al., 2000).

La microbiota desempena un papel notable en las caracteristicas organolépticas del vino.
Por ejemplo, las especies de levaduras beneficiosas de Debaryomyces pueden producir
enzimas como las B-glucosidasas, que aumentan la concentraciéon de compuestos
organolépticos deseables en los vinos (Varela & Borneman, 2017). Lachancea
thermotolerans, Pichia kluyveri, Rhodotorula mucilaginosa y Metschnikowia spp.
pueden mejorar el sabor y el aroma de los vinos (Jolly et al., 2014; Domizio et al., 2014;
Belda et al., 2016; Pretorius, 2020); especies de bacterias de géneros como Lactobacillus
contribuyen a la sintesis de ésteres metilicos e isobutilicos y a la formacion de fragancias
afrutadas rojas y negras del vino; Fructobacillus esta estrechamente relacionado con la
sintesis de alcoholes aromaticos y la generacion de sabores afrutados (Zhang et al., 2022).

En las fermentaciones espontdneas, el conjunto de microorganismos del suelo presentes
también en la baya de la uva, y los que solo estan presentes en las bayas (procedentes de
los insectos, pajaros, etc.), producen vinos con mayor complejidad que los elaborados con
fermentos puros, proporcionando un bouquet de sabores percibido como mas atractivo
para los consumidores (Tempere et al., 2018; Alonso et al., 2019; Conacher et al., 2021;
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Tan et al., 2022). Estos vinos de fermentacion espontanea son practicamente imposibles
de reproducir en afiadas posteriores o en algunas regiones, debido principalmente a las
diferencias de terroir (Belda et al., 2017; Pérez-Torrado et al., 2017). Por otra parte, estos
vinos son imprevisibles, ya que a veces se producen paradas de fermentacion o pueden
deteriorarse debido a la aparicion de ciertas especies de levaduras indeseables como
Brettanomyces sp. (Jackson, 2009).

Servicios de material genético. La microbiota enoldgica constituye ademas un importante
reservorio de gran diversidad genética, con una amplia variedad de especies y cepas de
levaduras Saccharomyces y no Saccharomyces, algunas de ellas, generadas a través de
mutaciones que causan variaciones nucleotidicas, por la transferencia horizontal de genes
o hibridacion intraespecifica (Guillamon & Barrio, 2017; Gonzalez & Morales, 2022). Es
probable que esta diversidad genética favorezca la resistencia al cambio climético en la
produccion de vino (Piao er al., 2015; Portillo & Mas, 2016; Belda et al., 2021), pueda
explotarse para obtener vinos de mayor calidad (Amato et al., 2017; Gao et al., 2022;
Zhao et al., 2022) y sirva también para generar hibridos no modificados genéticamente
que empleados como fermentos puros no supriman completamente la flora microbiana
nativa (Carrau et al., 2021). Las cepas y especies mas buscadas son las que fermentan
bien y producen menos etanol, mas glicerol y compuestos aromaticos atractivos. Algunas
de estas levaduras son de especies no Saccharomyces, como Hanseniaspora vineae,
Metschnikowia fructicola (Carrau et al., 2021), u otras especies de Saccharomyces
pertenecientes al complejo sensu stricto (Scannell et al., 2011; Borneman & Pretorius,
2015), como S. kudriavzevii, que puede producir distintos compuestos aromaticos e
incluso altas cantidades de alcoholes superiores, como el feniletanol y fermentar a baja
temperatura. S. uvarum también produce compuestos aromdticos como alcoholes y
¢ésteres. S. bayanus es criotolerante, lo que permite fermentaciones a temperaturas mas
bajas (Boynton & Greig, 2014; Marsit & Dequin, 2015; Alsammar & Delneri, 2020;
Pontes et al., 2020; Tapia et al., 2022; Karabegovic et al., 2022). Ademas, las
fermentaciones secuenciales con levaduras no-Saccharomyces como Meyerozyma
guilliermondii y Hanseniaspora uvarum junto con S. cerevisiae potencian los aromas
florales y afrutados en los vinos (Gao et al., 2022).

2. Servicios ecosistémicos de regulacion

Las interacciones entre las comunidades bioldgicas (incluida la microbiota) y las
propiedades fisicas y quimicas del medio edafico son fundamentales para los procesos,
funciones y servicios ecosistémicos proporcionados por la naturaleza en los vifiedos,
como el almacenamiento de carbono (Giffard et al., 2022), la regulacion de la calidad del
suelo (Zahid et al., 2022), la formacion de la estructura del suelo (Pulleman et al., 2012)
o el control bioldgico de plagas y enfermedades (Burns et al., 2016; Giffard et al., 2022;
Darriaut et al., 2023).

Almacenamiento de carbono. Siendo los vifiedos una fuente potencial de almacenamiento
de carbono (Williams et al., 2020), con diferencias entre las edades de las vides (Song et
al.,2023) y las variedades de uva (Zhang et al., 2021), los microorganismos del suelo son
de gran importancia en la regulacion de la dindmica del carbono orgéanico (Sun et al.,
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2021), ya que taxones como Patescibacterias, Synergistetes, Chloroflexi, Actinobacteria,
Deinococcus-Thermus o Atribacteria pueden degradar el carbono orgénico para producir
acidos organicos (Yang et al., 2021).

Servicios de regulacion de la calidad del suelo. Las comunidades microbianas juegan un
papel fundamental en la dindmica de los nutrientes del suelo, y cualquier cambio en sus
actividades y funciones tiene el potencial de poner en peligro los ciclos biogeoquimicos
del suelo, afectando en ultima instancia a la disponibilidad de nutrientes para las plantas
(Nannipieri et al., 2003; Wagg et al., 2014; Rashid et al., 2016; Giffard et al., 2022). Asi,
existen consorcios microbianos especificos que lideran la fijacion de nitrogeno y la
mineralizacion de nutrientes, metabolizando, por ejemplo, formas recalcitrantes de N, K
y P para liberar estos elementos esenciales para la nutricion de la vid (Kuzyakov & Xu,
2013; Jacoby et al., 2017; Scandellari, 2017).

Servicios de retencion de suelos y sedimentos. Dadas las caracteristicas del cultivo, su
gestion y su ubicacion en zonas topograficamente complejas, los vifiedos presentan un
contexto particularmente favorable para la pérdida de suelo en comparacioén con otras
tierras agricolas (Le Bissonais et al., 2001; Brenot et al., 2008). Determinadas especies
microbianas pueden contribuir a reducir el problema. En este sentido, los hongos
micorricicos arbusculares (HMA) del subfilo Glomeromycotina promueven la formacion
de agregados en el suelo y, por tanto, la prevencion de la erosion del suelo (Petgen ef al.,
1997; Rillig & Mumey, 2006; Schreiner, 2007; Oehl & Koch, 2018; Torres ef al., 2021).
Los HMA desarrollan una densa red micelial en el suelo (Cavagnaro ef al., 2005; Wilson
et al., 2009) que, junto con la secrecion de sustancias pegajosas de naturaleza proteica
(Rillig et al., 2002), pueden tener una accion aglutinante sobre las particulas del suelo y
mejorar su estructura, lo que conduce a un aumento de la estabilidad estructural y de la
calidad del suelo (Caravaca et al., 2006; Bedini et al., 2009; Rillig et al., 2014). Asi, se
espera que una reduccion de los HMA presentes aumente el riesgo de erosion (Trouvelot
etal., 2015).

Servicios de control biologico. Comprender la ecologia microbiana de los vifiedos tiene
implicaciones para la gestion de enfermedades y el desarrollo de enfoques mas sostenibles
y ecologicos para proteger las vides. Las bacterias presentes en la rizosfera y endosfera
de los sarmientos y ramas de la vid, como Achromobacter xylosoxidans, Bacillus subtilis
0 Pseudomonas fluorescens, pueden producir sider6foros que limitan la disponibilidad de
hierro, reduciendo asi la presencia de microorganismos patogenos. Algunas bacterias
también degradan los factores de virulencia (por ejemplo, el acido oxalico) producidos
por los patogenos de las plantas, reduciendo asi la gravedad de los dafios (Bettenfeld et
al., 2022). En este sentido, aprovechando las funcionalidades que proporciona la
microbiota, se estdn empezando a sustituir productos quimicos utilizando cepas
bacterianas seleccionadas, hongos endofitos o levaduras que muestran respuestas
defensivas frente a patdgenos de la vid (Hanada ez al.. 2009) como el oidio producido por
Uncinula necator, el mildiu producido por Plasmopara viticola o Botrytis cinerea, que
pueden afectar negativamente a la calidad del producto final (Gadoury et al., 2001; Steel
et al., 2013). Este control biologico lo proporcionan especies como Lysobacter capsici
(AZ78), Trichoderma sp. (Harman et al., 2004; Perazzolli et al., 2014; Mutawila et al.,
2016; Darriaut et al., 2022; Carro-Huerga et al., 2023) o Aureobasidium pullulans
(Pancher et al., 2012; Pinto et al., 2018; Doring et al., 2019). El uso de estos
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microorganismos en lugar de fungicidas quimicos ayuda a la produccion de vinos
ecoldgicos certificados (Point ez al., 2012; Kernaghan et al., 2017). El control biolégico
con microorganismos es un campo de investigacion activo en el que se estan realizando
avances significativos. Por ejemplo, recientemente se han aislado en suelos de vifiedos
ecoldgicos cepas de Arthrobacter sp., Rhodococcus sp. 'y Bacillus mycoides con una
excelente capacidad para reducir el crecimiento de micotoxinas procedentes de los
hongos Aspergillus carbonarius, A. niger y A. flavus (De la Huerta-Bengoechea et al.,
2022). Ademas, algunas levaduras derivadas del mosto de uva también son eficaces contra
patégenos como B. cinerea (Maluleke et al., 2022), lo que las convierte en candidatas
potenciales para su aplicacion industrial como agentes de control biologico.

Poblacion de nursery y servicios de mantenimiento del habitat. La microbiota puede
proporcionar mejores condiciones del suelo para el desarrollo de la vid. Por ejemplo, se
sabe que la presencia del hongo Aerobasidium pullulans metaboliza el azufre inorgénico
utilizado como fertilizante y pesticida, y absorbe el cobre empleado como fungicida, que
en altas concentraciones es toxico para la planta (Pancher et al., 2012; Doring et al.,
2019).

3. Servicios ecosistémicos culturales

Més allé de los servicios de aprovisionamiento, se ha creado una cultura ancestral en torno
al vino, que se expresa en un rico patrimonio material e inmaterial, y que se basa en ultima
instancia en el proceso de fermentacion llevado a cabo por la microbiota. Estos servicios
culturales se expresan en forma de enoturismo, los valores estéticos de los paisajes de
viiedos, el desarrollo cientifico de la enologia, el disfrute erudito del vino, la identidad y
el sentido de pertenencia a las regiones vitivinicolas, el simbolismo e incluso ciertos
valores espirituales (Tempesta ef al., 2010; Winter et al., 2018; Giffard et al., 2022).

Servicios relacionados con la recreacion. El enoturismo incluye todas las actividades
turisticas relacionadas con el mundo del vino: catas de vino, visitas a viiledos y bodegas
en diferentes regiones vinicolas, festivales y otros eventos organizados relacionados con
el vino, etc. (Montella, 2017). Las diferencias entre los terroir de produccion vinicola son
las que confieren "tipicidad" e "identidad" al vino producido en distintos territorios y, en
ultima instancia, un "sentido de lugar" a las comunidades vinculadas a su produccion.

Servicios de amenidad visual. La belleza del paisaje aumenta el valor de mercado de los
productos relacionados con el vino (van Leeuwen & Seguin, 2006; Tempesta et al., 2010;
Winter et al., 2018). Dado que los seres humanos prefieren estéticamente las plantas
sanas, y que la diversidad fiingica y bacteriana de las hojas estéd estrechamente relacionada
con el estado de salud de las vides (Pinto et al., 2015), la microbiota también esta
relacionada con la apreciacion visual de los paisajes de viiedos.

Servicios educativos, cientificos y de investigacion. La diversidad que proporcionan los
diferentes terrufios fomenta la investigacion cientifica en el campo de la microbiologia
enoldgica, destinada a desentrafar las interacciones entre la microbiota, la vid y el
producto final (van Leeuwen et al., 2004; Giffard et al., 2022).
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Servicios espirituales, artisticos y simbolicos. El vino esta vinculado a diversos mitos,
ritos y cultos religiosos desde hace miles de afios (Stanislawski, 1975; Rosso, 2012;
Kirkpatrick, 2014; Onofri & Boatto, 2020). Asi, el dios griego Dioniso, reinterpretado
como Baco en la mitologia romana, fue el revelador de la cultura del vino. Entre las
divinidades egipcias, Hathor, diosa del vino, fue esculpida en las anforas utilizadas para
almacenarlo, mientras que Osiris daba al pueblo instrucciones sobre como cosechar la vid
y almacenar el vino. Los sumerios incorporaron a la diosa Geshtinanna, nombre que
significa "madre vid", como se encuentra en varias inscripciones.

VALORACION ECONOMICA DE LOS SERVICIOS ECOSISTEMICOS DE LA
MICROBIOTA EN LOS VINEDOS Y EL VINO

Los servicios ecosistémicos que presta la microbiota a los vifiedos y al vino son valiosos
porque aumentan el bienestar de la sociedad. Las conexiones conceptuales entre el capital
natural de la microbiota y la mejora del bienestar pueden concebirse como una cuerda
que une los ecosistemas, los servicios ecosistémicos intermedios, los servicios
ecosistémicos finales y el valor creado para los beneficiarios, como la de la Figura 1.2.

Microbiota Natural Capital [— Microbiota Ecosystem Services | ' Microbiota Social Benefits
(Stock) f (Flows) ! (Well-Being)
/ Vineyard Ecosystem \ / Vineyard Ecosystem \ / Vineyard Ecosystem \
Soil Biomass provisioning - Grapes production
Roots ‘ Genetic material - Healthier vineyard and surroundings
Bark m‘f‘ Global climate regulation - Soil improvement
Grape l ‘ - Soil and sediment retention - Wine tourism
Surrounding environment ' - Biological control - Nature enjoyment
Nursery - habitat maintenance Improved education and research
Education, scientific and research

Spiritual, artistic and symbolic

Winery Ecosystem - - Winery Ecosystem
. Winery Ecosystem Wine production
Must l Wine tourism
Wine production Biomass provisioning - Spiritual and cultural well-being
Education, scientific and research Sense of belonging

Spiritual, artistic and symbolic Improved education and research

\ L L Y

Figura 1.2. Beneficios sociales de la microbiota de vifiedos y bodegas como capital natural

Convertir estas conexiones de valor en términos monetarios puede ser util para la toma
de decisiones (véase mas adelante). Para ello se pueden utilizar las técnicas habituales de
valoracion econdmica, aplicadas con frecuencia para la valoracion econdémica de los
activos medioambientales y los servicios ecosistémicos que proporcionan. Estas técnicas
y sus resultados no estdn exentos de debate, pero su aceptacion general es mayor si las
conexiones de valor estan claras, los beneficiarios estan identificados y los beneficios
para ellos pueden evaluarse en cierta medida.
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En marzo de 2021, la Comision de Estadistica de las Naciones Unidas planteo el Sistema
de Contabilidad Ambiental-Econdémica-Contabilidad de los Ecosistemas de las Naciones
Unidas (UN SEEA-EA) como la nueva norma para que los paises informen sobre el
estado de su capital natural. Este marco estd llamado a definir la base comun para la
valoracion econdémica de los servicios ecosistémicos en los proximos afios, por lo que
merece la pena inspirarse en ¢l a la hora de abordar los elementos especificos de este
ambito.

UN SEEA-EA aboga por el uso de precios de cambio reales o inferidos como principal
fuente de informacion para la valoracion econémica de los servicios ecosistémicos, en
lugar de precios sombra estimados. Por lo tanto, se prefieren las técnicas de valoracion
basadas en precios o costes de mercado a las creencias y juicios, ya procedan de expertos
o de usuarios. La identificacion de cadenas logicas para la evaluacion del valor como la
de la Figura 1.3, sugerida también en este nuevo marco, es una forma adecuada de
divulgar y ordenar los pasos de valoracion desde el servicio ecosistémico hasta su valor
econdmico.

( \ —
Factors Ecological - Iden;'f'ca;'on of
determining Physical elts
supply metrics for
Ecosys.tem - the Users and
service ecosystem beneficiaries
Factors determining use service ‘
_—

Figura 1.3. Cadena logica simplificada desde un servicio ecosistémico hasta su valor econémico

Hay varias razones por las que puede ser util estimar el valor econdmico de los servicios
ecosistémicos de la microbiota. En primer lugar, el uso de términos monetarios permite
la agregacion de diferentes flujos fisicos. En segundo lugar, proporciona un marco en el
que pueden sopesarse y compararse los servicios de diversos ecosistemas. En tercer lugar,
puede ayudar a tomar decisiones de preservacion con conocimiento de causa. En cuarto
lugar, puede ayudar a identificar lineas de investigacion prometedoras.

Para alcanzar estos objetivos, la valoracion econdomica de los servicios ecosistémicos
proporcionados por la microbiota en vifiedos y vinos no puede abarcar todo el conjunto
de valores de toda la microbiota a la vez, por una razoén muy sencilla: sin microbiota no
tendriamos vino, por lo que podriamos llegar al resultado erroneo de que el valor de la
microbiota es igual al valor total afiadido por la industria vitivinicola, descuidando el resto
de contribuciones y, por supuesto, errando el tiro (Han e a/., 2023). En su lugar, debemos
centrarnos necesariamente en el valor afiadido por determinados microorganismos
especificos, es decir, el valor marginal afiadido a los vifiedos y al vino debido a su
presencia, o bien el valor marginal perdido debido a su desaparicion.

La valoracion economica de los servicios de aprovisionamiento de biomasa por parte de
cierta microbiota, por ejemplo, puede realizarse estimando su valor afiadido especifico
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como starters, o su papel en la produccion de enzimas que mejoran las caracteristicas
organolépticas, y la diversidad genética puede valorarse estimando la resiliencia al
cambio climatico, o bien la capacidad para combinar atributos aromaticos. En la categoria
de servicios ecosistémicos de regulacion también, por ejemplo, los servicios de control
bioldgico pueden valorarse calculando el precio de los productos quimicos que pueden
sustituirse por cepas bacterianas, hongos endofiticos o levaduras que muestren respuestas
defensivas frente a los patogenos de la vid. Por otro lado, los servicios ecosistémicos
culturales procedentes de una microbiota especifica pueden valorarse calculando la
cantidad de dinero que estan dispuestas a pagar las personas que visitan vifiedos
ecoldgicos o bodegas que utilizan levaduras autdctonas, asi como el sobreprecio que los
consumidores estan dispuestos a pagar por los vinos ecologicos. Las cadenas ldgicas que
siguen el esquema de la Figura 3 pueden identificarse para cada servicio ecosistémico con
el fin de obtener una estimacion del valor econdmico una vez delimitados los beneficios
y los beneficiarios.

GESTION DE LOS VINEDOS Y SERVICIOS ECOSISTEMICOS DE LA
MICROBIOTA

Las diferencias en la gestion de los vifiedos pueden modificar las comunidades
microbianas (Chou et al., 2018), lo que probablemente repercuta en el tipo y la cantidad
de servicios ecosistémicos proporcionados. Asi, algunos estudios sugieren que, junto con
la localizacion geografica y el clima, la gestion del vifiedo esta relacionada con la
diversidad de taxones de levaduras presentes en las uvas (Cordero-Bueso et al., 2011;
Zhou et al., 2021; Pretorius, 2022; Quiquerez et al., 2022). En términos de composicion
bacteriana, la gestion del vifiedo también parece tener un impacto directo en la
organizacion de sus comunidades (Hartmann et al., 2015; Burns et al., 2016). Estas
diferencias también pueden alcanzar y materializarse en el microbioma del zumo
(Bagheri et al., 2015), aunque otros autores no han encontrado evidencias de cambio
(Morrison-Whittle et al., 2017; Chou et al., 2018).

Las practicas de gestion como el uso de cultivos de cobertura, el laboreo o las enmiendas
del suelo pueden influir en las comunidades microbianas de los vifiedos (Giffard et al.
2022). Las cubiertas verdes en los vifiedos pueden aumentar la biodiversidad microbiana
(Cap6-Bauga et al., 2019), mejorando la salud del suelo y el ciclo de nutrientes,
promoviendo un ecosistema del vifiedo mas resistente y equilibrado. La presencia de
cubiertas verdes aumenta la entrada de materia orgdnica en el suelo a través de los
residuos vegetales y los exudados radiculares. A medida que estos materiales se
descomponen, proporcionan una fuente de nutrientes para la comunidad microbiana,
mejorando la fertilidad del suelo y favoreciendo el crecimiento y la salud de las vides. Al
mismo tiempo, las cubiertas verdes contribuyen a prevenir la erosion, regenerar la
biodiversidad del suelo (Daane et al., 2018; Paiola et al., 2020) o mejorar el servicio de
amenidad visual (Rodriguez-Entrena et al., 2017). No obstante, la evidencia empirica ha
indicado que los resultados de la gestion entre hileras pueden fluctuar debido a las
condiciones edafoclimaticas subyacentes (Chapela-Oliva et al., 2022). Considerando los
insumos agricolas, las enmiendas organicas como el estiércol y el compost son una fuente
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directa de carbono para la microbiota del suelo y otros organismos que conducen a un
mayor crecimiento de las plantas y a un retorno de los residuos vegetales al medio
ambiente (Biinemann et al., 2006; Okur et al., 2009). Comparativamente, los sistemas de
fertilizacion orgénica condujeron a un notable incremento de la biomasa microbiana,
indujeron cambios en la estructura y composicion de la comunidad microbiana del suelo
y mejoraron la actividad microbiana en contraposicion con el enfoque de fertilizacion
inorgénica (Geisseler & Scow, 2014; Garcia-Orenes et al., 2016). Ademas, el uso de
fertilizantes nitrogenados puede conducir a la acidificacion del suelo, con efectos
negativos considerables sobre la microbiota presente en el suelo (Paungfoo-Lonhienne et
al., 2015; Nascimbene et al., 2013; Amaral et al., 2023). Los fungicidas alteran las
comunidades microbianas de la superficie de la uva, siendo el efecto de los utilizados en
agricultura ecoldgica (azufre, cobre) mas fuerte que el de los utilizados en agricultura
convencional (Okur et al., 2009; Milanovic et al., 2013; Karimi et al., 2021; Ostandie et
al., 2021). También se ha demostrado que herbicidas quimicos como el glifosato inducen
alteraciones de los microorganismos del suelo (Mandl et al., 2018)

Dado que las practicas de gestion afectan a la microbiota, es de esperar que los diferentes
sistemas de cultivo, ya sean convencionales, organicos o biodindmicos, también
desempefien un papel, como han demostrado algunas investigaciones (Probst et al., 2008;
Vega-Avila et al., 2015; Patrignani et al., 2016; Morrison-Whittle et al., 2017). Asi, se
encuentra una mayor diversidad fungica en la viticultura ecologica y biodinamica, lo que
parece estar relacionado con los fertilizantes organicos (Pancher et al., 2012; Doring et
al., 2019). En los vifiedos ecoldgicos hay una mayor presencia de Aureobasidium
pullulans (que puede metabolizar azufre inorgénico y absorber cobre) mientras que en los
viledos gestionados convencionalmente predominaba Sporidiobolus pararoseus
(productor de carotenoides) (Schmid ez al., 2011). Por otro lado, se han detectado niveles
mas altos de Alternaria spp. patdégena y levaduras Rhodotorula y Sporidiobolus en
vifiedos convencionales frente a los ecologicos, formando un patron general de diversidad
fungica reducida con predominio de unos pocos taxones fingicos en estos vifiedos
convencionales probablemente debido al uso de fungicidas sistémicos (Kernaghan et al.,
2017). Otros tipos de gestion también pueden afectar a la microbiota del vifiedo. Por
ejemplo, la alteracion del microclima del vifiedo bajo cobertizos contra la lluvia reduce
las enfermedades causadas por Alternaria o Colletotrichum spp. (Huang et al., 2022).

HACIA UNA AGRICULTURA INTELIGENTE: LA MICROBIOTA COMO
SOLUCION NATURAL EN VINEDOS Y BODEGAS

En las proximas décadas, el sector agricola se enfrentara a grandes retos a la hora de
proporcionar alimentos a una poblacion mundial en aumento, pero, al mismo tiempo, los
cultivos intensivos basados en el uso de fertilizantes minerales, productos agroquimicos
y agua estdn teniendo un impacto negativo en la biodiversidad y los servicios
ecosistémicos (Power, 2010). La produccién vitivinicola no es ajena a estos problemas
medioambientales (Viers et al., 2013). De hecho, en este tipo de cultivo, ciertos riesgos
pueden resultar ain mas graves. La ubicacion de los vifiedos en laderas empinadas, unida
a la irregularidad de los regimenes pluviométricos (exacerbada por el cambio climatico),
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puede provocar una erosion y degradacion importantes del suelo, comprometiendo
significativamente a su estructura y productividad global (Cerdan et al., 2010; Biddoccu
et al., 2016; Chrysargyris et al., 2018).

En este contexto, la "agricultura inteligente" gira en torno al aprovechamiento de la
tecnologia punta para mejorar la produccion agricola en términos de calidad, cantidad y
sostenibilidad (Wolfert et al, 2017). Dado que sus objetivos principales implican
intervenciones precisas y especificas para cada lugar, la microbiota debe desempenar un
papel fundamental en estos avances (Hartman ez al., 2018). Alimentando una comunidad
microbiana diversa y prospera, los gestores de los vifiedos pueden promover practicas de
cultivo de la vid respetuosas con el medio ambiente. Sin embargo, aunque ya existen
muchos productos comercializados basados en el uso de la microbiota como agentes de
control biologico, bioestimulantes o biofertilizantes, una gestion inteligente deberia ir
mas alld y estar dirigida a promover como solucion basada en la naturaleza en cada vifiedo
la microbiota que proporcione servicios ecosistémicos relevantes mientras se reduce la
que pueda proporcionar funcionalidades negativas. Por lo tanto, es necesario pasar
rapidamente de la promesa a la practica (Guerry et al., 2015), intentando generalizar el
enfoque de los servicios ecosistémicos a las practicas de gestion de los vinedos, incluida
la microbiota.

Todavia queda un importante trabajo por hacer en la identificacion de los taxones
presentes en las comunidades microbianas de los vifiedos, con algunos grupos mal
descritos en los que todavia no es posible identificar géneros o especies (Gobbi et al.
2022). No obstante, el mayor reto sigue siendo asignar especies a funciones
ecosistémicas. Esto no es sencillo, ya que las redundancias son comunes y diferentes
comunidades microbianas pueden proporcionar la misma funcion (Chen et al., 2022).
Ademads, es necesario seguir investigando los factores que afectan al microbioma
(conjunto formado por los microorganismos, sus genes y sus metabolitos en cada nicho
ecoldgico) y a las composiciones de especies componentes de las comunidades
microbianas, especialmente los factores relacionados con las practicas de gestion de los
vifiedos (suelos verdes, laboreo, vegetacion circundante, enmiendas del suelo, etc.). Una
vez identificadas las funcionalidades aportadas por taxones especificos, es necesario
investigar como responde la dindmica poblacional de estos taxones, y de las distintas
cepas microbianas, a las diferentes practicas agricolas. Todos estos conocimientos
podrian permitir la aplicacion de estrategias ventajosas que, por ejemplo, tengan en cuenta
las restricciones impuestas por la dispersion limitada de los hongos y la influencia
significativa de las condiciones ambientales sobre las bacterias (Larsen et al., 2023). El
margen para aplicaciones y desarrollos biotecnoldgicos también es amplio y muy
relevante, explotando propiedades microbianas como la capacidad de mantenerse y
replicarse sin necesidad de inoculaciones repetidas (Suman et al., 2022). Ademas, habria
que centrar mas esfuerzos de investigacidon en coémo esta microbiota se transfiere
finalmente a las propiedades del vino y contribuye a su calidad y a la valorizacion del
terroir, lo que de hecho implica mejorar nuestros conocimientos sobre el valor de los
servicios ecosistémicos.

Notese que, en términos de valoracion de los servicios ecosistémicos, aparte de los valores
de uso relacionados con los servicios de aprovisionamiento, regulacion y culturales, el
mantenimiento de la microbiota tiene también un valor de opcioén al mantener abierta la
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posibilidad de un beneficio futuro de las comunidades microbianas (Traeger, 2014;
Pascual et al., 2015), ya sea en forma de servicios de aprovisionamiento, regulacion o
culturales. Ademas, la microbiota en los vifiedos también ofrece un valor de seguro en
términos de aumento de la resiliencia de los ecosistemas, que sirve como red de seguridad
contra el cambio global, protegiendo a los seres humanos y a los ecosistemas de posibles
pérdidas de bienestar (Baumgirtner & Strunz, 2014; Dallimer et al., 2020; Paul et al.,
2020; Primmer & Paavola, 2021). Este valor de seguro reduce la probabilidad de futuros
descensos en el suministro de servicios ecosistémicos como resultado de cambios en las
comunidades microbianas (Baumgértner, 2007; Baumgirtner & Strunz, 2014).

En conjunto, el anélisis de los servicios ecosistémicos prestados por los microorganismos
en los vifiedos y en la produccién de vino revela la contribucion esencial de estas
comunidades invisibles para los ojos al funcionamiento y la sostenibilidad de los sistemas
viticolas. Desde la influencia en la salud del suelo y la vitalidad de la vid hasta la
fermentacion y el perfil sensorial del vino, los microorganismos demuestran ser actores
clave para lograr resultados dptimos. Su interaccion compleja y simbiotica con el entorno
viticola desencadena una serie de beneficios, entre los que se incluyen la mejora de la
calidad del producto final y la resistencia del vifiedo frente a factores adversos. Este
analisis no s6lo pone de relieve la importancia de un enfoque holistico en la elaboracion
del vino, sino también el potencial de futuras investigaciones para profundizar en los
mecanismos que subyacen a la prestacion de servicios ecosistémicos, promoviendo asi
practicas agricolas y vitivinicolas mas sostenibles y resilientes (Colwell, 1997).
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CAPITULO 2

(El paisaje circundante condiciona la microbiota presente en vifiedos?
INTRODUCCION

El vino es un producto derivado de la fermentacion alcoholica de los azticares del mosto
de uvas procedente de vifiedos, los cuales actian como punto de entrada y fijacion para
las comunidades microbianas (Griggs et al., 2021). La microbiota influye no solo en la
productividad y sanidad de la planta, sino también en la calidad del vino, ya que se
encuentra involucrada en casi todos los pasos cruciales del proceso vitivinicola (Gilbert
et al.,2014; Zarraonaindia ef al., 2015; Darriaut ef al., 2023). Asi, la microbiota favorece
la resistencia a fitopatogenos, la promocion del crecimiento de las plantas e incluso la
mejora de la estructura del suelo desde el punto de vista de su capacidad para retener agua
y nutrientes, aportando al vino sustancias beneficiosas (por ejemplo, compuestos
aromaticos deseables) ademas de utilizar los azucares del mosto durante la fermentacion
alcoholica (Zhou et al., 2021; Giffard et al., 2022; Darriaut et al., 2023). Junto con dichas
comunidades microbianas beneficiosas para la vid y el vino, también coexisten
microorganismos fitopatdogenos que se propagan facilmente por el vifiedo. Este conjunto
microbiano es capaz de generar un ecosistema complejo y dindmico en todas las etapas
vitivinicolas (Huang ef al., 2022).

La composicion de estas comunidades microbianas depende de diversas variables entre
las que se encuentran la especie de vid, la ubicacion geografica, los niveles de exposicion
UV, latemperatura, la altitud, el estrés hidrico, el uso de fitosanitarios (Gupta ez al., 2019;
Bettenfeld ez al., 2022) la humedad, la disponibilidad de nutrientes (Burns et al., 2016),
la densidad de la madera, el estado sanitario de las bayas, las diferentes etapas del ciclo
vegetativo (Cobos ef al., 2022), el manejo de la cubierta vegetal, la geoquimica
subyacente al suelo, la masa foliar por unidad de area, e incluso la concentracion de
nitrégeno y fosforo de las hojas (Griggs ef al., 2021).

También, el paisaje circundante es capaz de condicionar las comunidades microbianas
presentes en el vifiedo ya sea influenciado por las variaciones microclimaticas de la zona,
los vectores presentes (por ejemplo, avispas) o los reservorios propios de los diferentes
habitats (Christiaens et al., 2014; Mozzachiodi et al., 2022). Las fuentes de procedencia
de la microbiota vitivinicola y los vectores que intervienen en el proceso aun no se han
establecido por completo, pero cada vez disponemos de mas informacion al respecto. En
este sentido, se ha demostrado que los monocultivos intensivos (paisajes homogéneos
dominados unicamente por un tipo de cultivo) proporcionan un entorno apto para el
desarrollo y la propagacion de poblaciones especializadas de plagas, mientras que, los
paisajes agricolas complejos (paisajes heterogéneos que incluyen mosaicos de habitats
seminaturales y tierras de cultivo) desempefian un papel fundamental en el control de
plagas puesto que mitigan el crecimiento y la propagacion de estas (O’Rourke & Petersen,
2017; Dainese et al., 2019; Paredes et al., 2020). Se ha comenzado a investigar la
influencia que las zonas boscosas podrian ejercer a los vifiedos colindantes, aumentando
la biodiversidad de las poblaciones microbianas, pudiendo llegar incluso a compartir en
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algunos casos casi la mitad de los OTUS estudiados entre ambos parches paisajisticos
(Castaneda et al, 2018; Miura et al., 2019). Este posible trasvase de especies tiene ademas
un papel decisivo en las fermentaciones vinicas, ya que pueden promover la presencia de
especies fermentativas, como S. cerevisiae, la cual se ha encontrado en insectos
capturados en vifiedos cercanos a bosques (Morrison-Whittle & Goddard, 2017; Miura et
al., 2019; Valentini et al., 2022), de hecho, levaduras silvestres de especies de
Saccharomyces se han aislado principalmente de cortezas de robles (Sampaio &
Goncalves, 2008; Lopes et al., 2010; Zhang et al., 2010; Hyma & Fay, 2013; Iturritxa et
al., 2023)

Hasta el momento, apenas se ha estudiado qué influencia posee el paisaje circundante
sobre las comunidades microbianas de los vifiedos y, los estudios llevados a cabo hasta el
momento no ofrecen una vision global de la microbiota que puede estar influida por las
diferentes composiciones paisajisticas en vifiedos. Por esta razon, establecimos como
objetivo profundizar en el papel que los héabitats adyacentes tienen en la composicion de
hongos y bacterias presentes en los vifiedos, asi como, en el caso de encontrar especies
microbianas propias de paisajes circundantes, conocer qué influencia tienen en conjunto
sobre la vid. Para ello, se propuso un disefio cuasiexperimental de trabajo mediante el
cual se seleccionaron 24 vinedos pertenecientes a 4 denominaciones de origen (D.O.) de
la Comunidad Auténoma de Castilla y Leon (Espafia) agrupados en dos subconjuntos en
funcién de que en el paisaje circundante predominaran vifiedos y paisajes agricolas o
hubiera una representacion importante de vegetacion natural, especialmente bosque. Para
poder estudiar el impacto de los tratamientos y/o procesos de cambio en situaciones donde
las unidades de observacion no se asignan con criterio aleatorio, se utiliz6 un disefio
cuasiexperimental. Este disefio se pensoé para que los vifiedos de estos dos grupos tuvieran
caracteristicas parecidas en cuanto al resto de factores que sabemos pueden influir en la
composicion de la microbiota y s6lo fueran diferentes respecto al paisaje circundante, de
tal forma que, en caso de encontrar variaciones entre ambos, estas pudieran imputarse a
este atributo con cierto nivel de confianza.

METODOLOGIA

1. AREA DE ESTUDIO

El estudio se llevo a cabo en vifiedos pertenecientes a cuatro Denominaciones de Origen
en la region Castilla y Leon: Arribes, Ribera de Duero, Rueda, y Toro, las cuales se
extienden a lo largo del rio Duero, uno de los rios mas largos de la peninsula ibérica. La
influencia del rio Duero tanto a nivel historico como econdémico en Castilla y Leon es de
gran importancia. El paisaje que se desarrolla a lo largo de la cuenca del Rio Duero es
diverso, encontrandose llanuras fértiles y colinas suaves salpicadas de vifiedos, olivares
y campos de cereales. En este paraje, se encuentran sus clasicas “terrazas” de tierra rojiza
utilizadas para el cultivo de la vid. En cuanto al clima de la zona, se trata de un clima
mediterraneo continental, con precipitaciones que oscilan entre los 350 y 400 mm
anuales, inviernos rigurosos (temperaturas minimas extremas y una prolongacion del
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periodo de heladas) y veranos cortos (no excesivamente calurosos y con importantes
oscilaciones térmicas entre el dia y la noche).

La D.O. Ribera de Duero, con 26.123 ha. y 8.000 viticultores es la mayor de las cuatro.
Esta D.O. se desarrolla a una altitud que varia desde los 720 hasta mas de 1.000 metros.
Sus suelos estan formados por capas de arenas limosas o arcillosas con alternancia de
capas calizas y concreciones calcareas. Los vinos son fundamentalmente tintos
producidos con la variedad de uva Tempranillo.

La D.O. Rueda, con 20.724 ha. y alrededor de 1.600 viticultores, es la mas antigua de
todas. Se localiza en el sector central de la Meseta del Duero, caracterizado por relieves
suaves con amplias terrazas aluviales y diluviales, desarrollada a una altitud de entre 700
y 870 m. Se desarrolla en suelos pardos sobre depdsitos aléctonos pedregosos que generan
terrenos cascajosos. Los vinos son fundamentalmente blancos, siendo una de las pocas
zonas vitivinicolas europeas especializadas en estos vinos, donde la uva principal es la
variedad Verdejo.

La D.O. Toro, integra 5.418 ha. de vifiedos y 981 viticultores. Se desarrolla sobre suelos
con textura arenosa en la que abundan en superficie las gravas. Los vinos son
fundamentalmente tintos, elaborados con la variedad autoctona “Tinta de Toro”, variedad
perteneciente a la uva Tempranillo.

La D.O. Arribes, con 291 ha. y 191 viticultores, es la mas pequefia de todas,
desarrollandose en una zona ambiental diferente, marcada por el encajamiento del Duero
y otros afluentes en valles profundos con un relieve muy accidentado, dotando a la misma
de diferencias altitudinales que generan una amplia variedad de microclimas. En general,
las precipitaciones son mas elevadas que en las otras D.O. de estudio, con una
composicion geologica y edafologica también mas compleja, en la que dominan suelos
pocos profundos con una textura limo-arenosa y bastante pedregosidad. El paisaje se
caracteriza por un mosaico de vegetacion natural y diferentes cultivos, con viiedos tanto
en la penillanura como en las laderas de los valles, donde suelen emplazarse en bancales.
Sus vifiedos son preferentemente pequefios, con mezcla de variedades de uva orientados
principalmente al autoconsumo.

2. DISENO CUASIEXPERIMENTAL

La composicion de especies de las comunidades microbianas en un vifiedo dado depende
de un conjunto de factores relacionados con el clima, el suelo, el manejo o el paisaje
circundante. Si se quiere estudiar la importancia de alguno de estos factores, minimizando
el nimero de muestras necesarias, precisamos de un método que permita aislar los efectos
concretos del resto. Para ello, empleamos un disefio basado en técnicas de
emparejamiento, pensados para construir conjuntos de muestras similares en casi todos
los factores, pero que difieren en aquellos cuyos efectos se pretenden estimar, logrando
minimizar el efecto que los factores de confusion tuviesen en los resultados obtenidos.

Se trabajé con 24 vifiedos pertenecientes a 13 bodegas colaboradoras (Tabal 2.1) y
viticultores pertenecientes a las 4 D.O. Todos ellos fueron digitalizados en un Sistema de
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Informacion Geografica — ArcMap 10.5 (ESRI, Inc., Redlands, USA) para después
caracterizar el paisaje circundante con las proporciones de usos de suelos y varios indices
de ecologia del paisaje empleando Patch Analyst 5.2. Teniendo en cuenta que el area de
dispersion de los quirdpteros estd muy ligada a su estrategia de caza (Alcalde et al., 2018),
determinamos que el area de campeo y su capacidad de dispersion es relativamente
pequeiia, puesto que apenas llegan a desplazarse 1 kilémetro desde el refugio. Por esta
razén, tomamos como referencia un area de influencia de 1.000 metros para la obtencion
de datos sobre el paisaje circundante a los viiiedos, empleando la base de datos de usos
de suelo recogidos en el SIOSE.

En el estudio, del conjunto de vifiedos pertenecientes a las bodegas colaboradoras, se
seleccionaron dos grupos de caracteristicas similares en cuanto a tamafio, clima, suelo,
tipo de uva o manejo, pero que diferian en el habitat circundante: en uno predominan los
vifiedos en monocultivo o rodeados de otros cultivos, en el otro se aglutinan vifiedos en
paisajes en mosaico o proximos a parches de vegetacion natural (bosques principalmente)
de tamafo notable. Los dos grupos se construyeron por técnicas de emparejamiento. Dado
que los vifiedos proximos a manchas boscosas son menos frecuentes y se suelen asentar
en zonas concretas, primero se seleccionaron estos y luego en cada Denominacion de
Origen se buscaron (por técnicas de emparejamiento), de entre todos los disponibles, los
vifiedos en zona de monocultivo mas parecidos en cuanto al resto de caracteristicas. Asi,
se seleccionaron 3 vifiedos de muestras en paisajes homogéneos y 4 en paisajes
heterogéneos en cada una de las cuatro Denominaciones de Origen (salvo en Arribes que
fueron 2 de cada por la limitaciones para encontrar vifiedos en espaldera).

La recogida de muestras de suelo y corteza de vid se llevo a cabo en los meses de mayo
y junio de 2021 mientras que la recogida de muestras de uva se realizo en los meses de
septiembre y octubre del mismo afio. Para las muestras de suelo, se tomaron tres
submuestras frescas alrededor de la vid eliminando cualquier capa o suelo de superficie
que precisara ser desechado, posteriormente fueron mezcladas para obtener entre 1 y 1,5
kilos por muestra que garantizara la homogeneidad de estas. La muestra se pudo
recolectar gracias al uso de una barrena manual cedida por el Departamento de Edafologia
de la Universidad de Salamanca, la cual facilitd llegar hasta la profundidad real del
cultivo. En el caso de la corteza, se procedié en condiciones lo mas estériles posibles a la
recogida de una pequefia porcion de madera gracias a cuchillas desechables sin provocar
dafios en la planta. Por tltimo, las uvas se obtuvieron seleccionando de forma homogénea
y aleatoria por las distintas vides y lineos.
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Figura 2.1. Emplazamiento de los viiiedos incluidos en el estudio
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6. Protos
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9. Ramon Bilbao
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Tabla 2.1. Relacion de muestras utilizadas para el estudio. Para cada muestra (ID) se detalla la bodega
de procedencia, localizacion, D.O. y tipo de paisaje. Aquellas muestras que no poseen Bodega

asociada, pertenecen a viticultores privados de la D.O. correspondiente.

ID NOMBRE BODEGA LOCALIZACION D.O. PAISAJE

1  Martin Berdugo  Martin Aranda de Duero Ribera Homogéneo
Berdugo

2 Anta Anta Nava de Roa Ribera Heterogéneo

3  Protos Protos Penafiel Ribera Homogéneo

4  Vermilion Emina San Bernardo Ribera Heterogéneo

Matarromera
5 Falda Quemada — Emina Olivares de Duero  Ribera Homogéneo
Matarromera

6  Protos Ht Protos Padilla de Duero Ribera Heterogéneo

7  Siete Iglesias Privado Siete Iglesias Rueda Heterogéneo

8  Yllera bodega Yllera Rueda Rueda Homogéneo

9 Ramon Bilbao Ramoén Rueda Rueda Homogéneo
Bilbao

10 LaZarza—JP Privado La Zarza Rueda Heterogéneo

11  José Pariente José La Seca Rueda Homogéneo
Pariente

12 Hornillos Eresma  Privado Hornillos de Rueda Heterogéneo

Eresma

13 Foncastin Yllera Foncastin Rueda Heterogéneo

14 Montelarreina Monte-La Los Villaesteres Toro Heterogéneo
Reina
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15 Frutos Villar Frutos Villar Los Villaesteres Toro Homogéneo

16 Villaesteres — Mz Mazas Los Villaesteres Toro Heterogéneo

17 Mazas — Morales Mazas Morales de Toro Toro Heterogéneo

18 Farifia Farina Sanzoles Toro Heterogéneo

19 Sobrefio Sobrefo Toro Toro Homogéneo

20 Villabuena Privado Villabuena del Toro Homogéneo
Puente

21 Hacienda Zorita ~ Hacienda Fermoselle Arribes Homogéneo

Zorita

22 Villarino Privado Villarino de los Arribes Heterogéneo
Aires

23 Fermoselle | Privado Fermoselle Arribes Homogéneo

24 Fermoselle 11 Privado Fermoselle Arribes Heterogéneo

3. ANALISIS DE LAS COMUNIDADES MICROBIANAS

Se analizaron un total de 25 muestras de suelo, 25 muestras de corteza y 25 muestras de
uva. Todas las muestras fueron sometidas al mismo proceso de recogida, transporte y
almacenamiento hasta su posterior analisis mediante técnicas metataxondmicas.

e Extraccion de ADN

El método de extraccién de ADN difirié en funcion del material de partida de las distintas
muestras, incluyéndose en todas las rondas un blanco como control de extraccion. Para
muestras de corteza y suelo, se utilizé el kit de aislamiento (Qiagen) DNeasy PowerSoil
ProDNA siguiendo las instrucciones aportadas. EI ADN se diluyd en el tampdn
adecuado hasta un volumen final de 50 pl. En cuanto a las muestras de uva, para cada
baya, se separaron aleatoriamente trozos pequefios (incluyendo piel y pulpa) utilizando
pinzas esterilizadas y cuchillas desechables. Se incubaron las muestras en el interior de
tubos de 2 mL en nitrégeno liquido y, a continuacién, se colocaron en TissueLyser LT
(Qigen) a 50 Hz durante 30 segundos. Las muestras se sometieron a 3 rondas de
incubacion y trituracion hasta su completa disrupcion, evitando la descongelacion.
Posteriormente, se aislé el ADN con el kit Isolate 11 Plant DNA (Bioline), siguiendo las
instrucciones del fabricante. EI DNA se eluyd de las columnas en buffer hasta un volumen
final de 50 pl. Para la cuantificacion de ADN se utilizd el ensayo Qubit High Sensitivity
dsDNA Assay (Thermo Fisher Scientific).

e Preparacion de genotecas de ADN para la ultrasecuenciacion

Para a preparacion de la genoteca de ADN genomico fangico, un fragmento de la region
gendémica ITS2 de unos 350 pb (del ITS 5,8S) se amplificd por PCR utilizando los
cebadores ITS86F (Turenne et al., 1999) e ITS4R (White et al., 1990). La reaccién de
PCR se llevé a cabo en un volumen final de 12,5 pl, que contenia 1,25 pl de ADN molde,
0,5 ul de cada primer, 3,13 pl de Supreme NZYTaqg 2x Green Master Mix (NZYTech) y
7,12 ul de agua ultrapura. Las condiciones de PCR fueron las siguientes:
desnaturalizacion inicial del ADN a 95°C durante 5 minutos, 35 ciclos de amplificacion
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durante 30 segundos a 95°C, 45 segundos a 49°C y 45 segundos a 72°C, la elongacion
final se llevo a cabo durante 7 minutos a 72°C. Los indices de cebadores necesarios para
multiplexar las diferentes genotecas en el mismo pool de secuenciacion se unieron en un
segundo paso de amplificacion con idénticas condiciones, pero solo 5 ciclos y 60°C como
temperatura de anillamiento. El tamafio de la genoteca se verifica en geles de agarosa al
2% tefiidos con GreenSafe (NZYTech). A continuacién, se purifican las
genotecas utilizando perlas magnéticas Mag-Bind RXNPure Plus (Omega Biotek),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Las genotecas s se agruparon en cantidades
equimolares segun los resultados de una cuantificacién Qubit dsSDNA HS Assay (Thermo
Fisher Scientific). El pool se secuencid en una fraccion de una celda de flujo NovaSeq
PE250 (Illumina) para obtener una produccién total de 6 gigabases.

Para la preparacion de la genoteca de ADN gendmico bacteriano el proceso fue similar
con algunas diferencias. La amplificacion por PCR se realiz6 de un fragmento de la region
del gen bacteriano 16S ARNTr de unos 300 pb utilizando los cebadores 515F-Y (Parada et
al., 2016) y 806R (Apprill et al., 2015). La mezcla de PCR se llevé a cabo con las mismas
cantidades utilizadas para la preparacién de la genoteca fungica. Las condiciones de PCR
fueron: desnaturalizacion inicial del ADN a 95°C durante 5 minutos, 25 ciclos durante
95°C durante 30 segundos a 95°C, 45 segundos a 49°C y 45 segundos a 72°C, la
elongacion final se llevo a cabo durante 7 minutos a 72°C.

Tabla 2.2. Oligonucledtidos empleados como cebadores de la ADN polimerasa en las amplificaciones
por PCR de 350 pb del ITS2 y de 300 pb del 16S ARNr

Nombre del primer Secuencia

ITS86F (Forward) 5’ GTG AAT CAT CGAATCTTT GAA 3’
ITS4R (Reverse) 5’TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3’
515F-Y (Forward) 5’ GTG YCA GCM GCC GCG GTAA ¥
806R (Reverse) 5’ GGA CTACNV GGG TWT CTAAT 3

e Procesamiento de los datos de secuenciacion

Las lecturas de nucleotidos de los amplicones obtenidos para el ITS2 fungico y para el
16S bacteriano se obtuvieron utilizando QIIME2 (Bolyen et al., 2019). En concreto,
utilizamos la herramienta DADA2 v.1.16.0 (Callahan et al., 2016) (implementada en
QIIME2) para: eliminar los cebadores de PCR, filtrar las lecturas segin su calidad,
eliminar el ruido, fusionar las lecturas hacia delante y hacia atréas, eliminar las lecturas
quiméricas y agrupar las secuencias resultantes en variantes de secuencia de amplicon
(ASV). Debido a que las lecturas de secuenciacion eran mas largas que los amplicones,
podia aparecer ADN no bioldgico en los extremos de las lecturas, se utiliz6 Cutadapt
v.4.3 (Martin, 2011) para eliminar las secuencias de cebadores y/o adaptadores).

Las lecturas se filtraron y recortaron con la funcion FilterAndTrim de DADA2. Los
modelos de tasa de error se ajustaron utilizando la funcién learnErrors. Luego, se
dedujeron ASV para cada muestra utilizando las funciones derepFastaq y dada. Se cred
una tabla ASV utilizando makeSequencelable. Las secuencias quiméricas se eliminaron
utilizando removeBimeraDenovo. Los ASV se clasificaron utilizando assignTaxonomy
con la base de datos SILVA v.138.1 (Quast e al., 2013) para el 16S rRNA de bacterias y
UNITE (v.9.0) para el ITS de hongos (Nilsson et al, 2018; Koljalg et al., 2020). Se
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eliminaros los ASV no asignados o clasificados como cloroplastos o mitocondrias. La
tabla de recuento resultante se normalizé a una profundidad de muestreo de 5800 lecturas
por muestra utilizando rarefy even_depth del paquete phyloseq (McMurdie & Holmes,
2013).

4. ANALISIS ESTADISTICO

La alfa diversidad se calculdo como la biodiversidad comunitaria estimada utilizando el
indice de Shannon mientras que la beta diversidad (diferencias entre las muestras) se
calcul¢ utilizando la matriz de distancias de Bray-Curtis. También se utiliz6 el analisis de
varianza multivariante permutacional (PERMANOVA), el cual facilita el estudio de las
diferentes ASVs puesto que permite la particion de datos multivariados en respuesta a
disefios experimentales complejos en los que hay recuentos de abundancias y las variables
pueden tener un comportamiento sobredisperso o no normal (Anderson et al., 2017). El
analisis de coordenadas principales (PCoA) se realiz6 para visualizar la cohesion y
separacion de las comunidades microbianas que conforman los dos tipos de paisaje
circundante en el vifiedo. Ademas, se utilizo el analisis discriminante lineal con efecto del
tamafio (LEfSe), disefiado para comparaciones grupales de datos de microbiomas con un
enfoque particular en la deteccion de cambios en la abundancia relativa entre dos o mas
grupos de muestras con consistencia bioldgica (Lin & Das Pedrada, 2020) y el escalado
multidimensional no métrico (NMDS) para identificar grupos diferencialmente
abundantes entre los dos tipos de composiciones paisajisticas. El andlisis estadistico se
realizo en R (version 4.3.0) gracias a los paquetes permanova y stats.

RESULTADOS

El perfil de la comunidad bacteriana produjo un total de 2614593 secuencias de alta
calidad mientras el perfil fangico produjo 1394401 secuencias. Tras eliminar quimeras y
cloroplastos, obtuvimos 45873 ASVs bacterianas y 40577 ASVs fungicas con las que
finalmente, realizamos nuestro estudio.

Para los reservorios de suelo, corteza y uva (a excepcion de los taxones bacterianos de
uvas debido a la baja proporcion de ASVs presente), encontramos para ambos tipos de
paisaje (heterogéneo y homogéneo) que la mayor abundancia relativa de taxones
conformaba un core vitivinicola. Por otro lado, fuimos capaces de detectar un porcentaje
variable (10-35%) que era unico para cada tipo de habitat adyacente, lo que podria
conformar un biomarcador propio en funcion al paisaje circundante (Figura 2.2).
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Figura 2.2. Abundancia relativa del microbioma encontrado para cada uno de los vifiedos de estudio
tanto para hongos (izquierda) como bacterias (derecha).

Pudimos apreciar que, para las muestras de suelo, en las zonas heterogéneas, el porcentaje
de taxones unicos en hongos era de un 14,2% para hongos y de un 35,1% para bacterias,
mientras que el porcentaje en las zonas homogéneas era de solo un 4% para hongos y de
un 26,6% para bacterias. En cuanto a las muestras de corteza, en paisaje heterogeneo el
porcentaje de taxones Unicos era de un 13,8% para hongos y de un 13,1% para bacterias,
muy similar a lo que ocurria en las zonas heterogéneas, donde el porcentaje era de un
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15,1% para hongos y de un 13,3% para bacterias. Por Gltimo, en muestras de uva, el
porcentaje de hongos en todos los vifiedos (tanto en aquellos establecidos en zonas
heterogéneas como en homogeéneas) era inferior al 1% (Figura 2.3).
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Figura 2.3. Diagramas de Venn representativos para los taxones Ginicos y compartidos en ambos tipos
de paisaje circundante al vifiedo tanto para hongos (columna izquierda) como bacterias (columna
derecha)

De acuerdo con los resultados obtenidos del PERMANOVA, las diferencias en las
especies componentes de las comunidades microbianas en cuanto al tipo de paisaje
circundante presente fueron significativas para los reservorios de corteza y uva en cuanto
a los taxones bacterianos, sin embargo, estas diferencias en la microbiota fungica
unicamente fueron significativas en suelo.
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Tabla 2.2. Sintesis de los resultados obtenidos en el andlisis estadistico PERMANOVA para las
muestras de estudio en cada uno de los reservorios, tanto para bacterias (izquierda) como hongos

(derecha).
Hongos Bacterias
p-valor: 0.003 p-valor: 0.009
Suelo Estadistico F: 2.486 Estadistico F: 1.488
Rz 0.097 R=: 0.06
p-valor: 0.374 p-valor: 0.046
Corteza Estadistico F: 1.024 Estadistico F: 1.638
R=: 0.042 Rz 0.07
p-valor: 0.301
Uva Estadistico F: 1.172
R2: 0.048

De acuerdo con el tamafio del efecto del andlisis discriminante lineal (LefSe), se
encontraron 22 géneros fungicos predominantes en vifiedos con vegetacion circundante
que pueden actuar como biomarcadores de vifiedos en zonas heterogéneas, frente a
unicamente 3 géneros de zonas homogéneas. En cuanto a bacterias, se encontraron 12
géneros que podian actuar como biomarcadores de zonas heterogéneas frente a 7 de zonas
homogéneas. Una vez detectados los distintos géneros fungicos y bacterianos, se
evaluaron las diferencias de estos para cada uno de los paisajes vitivinicolas respecto al
tipo de reservorio en el que se habian hallado.

Tal y como se muestra en la Figura 2.4, los principales taxones bacterianos en muestras
de suelo obtenidas de vifiedos con paisaje circundante pertenecian a los géneros
Bradyrhizobium,  Conexibacter,  Sphingomonas, = Mycobacterium,  Crossiella,
Jatrophihabitans, = Methylobacterium-Methylorubrum,  Massilia, = Nakamurella,
Allorhizobium-Neorhizobium-Pararhizobium-Rhizobium, Variovorax y Acidicaldus,
mientras que en muestras de vifiedos con paisaje homogéneo eran Klenkia,
Parviterribacter, Craurococcus-Caldovatus, Candidatus Alysiosphaera, Skermanella,
Blastococcus y Rubrobacter. Al analizar las muestras de corteza, se encontrd que los
principales taxones bacterianos en vifiedos ubicados en paisajes heterogéneos pertenecian
a los géneros Sphingomonas, Nakamurella, 1174-901-12, Mucilaginibacter,
Amnibacterium, LD29, Terriglobus, JCM 18997 y Cnuella, mientras que en vifiedos con
paisaje  homogéneo los eran Blastococcus, PMMR1, Truepera, Skermanella y
Ferruginibacter.
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En cuanto a los taxones fangicos, para muestras de suelo los taxones predominantes en
vifiedos con paisaje heterogéneo pertenecian a los géneros Saitozyma, Knufia,
Paraphaeosphaeria,  Cladophialophora, = Coniochaeta,  Exophiala, Venturia,
Schizothecium, Acaulium, Clohesyomyces, Metarhizium, Rhizopogon, Leuconeurospora,
Acidomelania, Hymenoscyphus, Bipolaris, Sagenomella, Plenodomus,
Microsporomyces, Fimicolochytrium, Oliveonia y Apiosordaria, mientras que para
vifiedos con paisaje homogéneo eran Nectria, Coniosporium y Tetracladium. Para
muestras de corteza en paisaje heterogéneo, los taxones mas abundantes pertenecian a los
géneros  Rinodina, Phaeococcomyces, Petrophila, Ledicella, Nigrograna,
Neocucurbitaria, Constantinomyces, Neophaeococcomyces, Tremella, Gibberella,
Cryptococcus y Retiarius, mientras que en paisajes homogéneos el género predominante
era Dothiorella (Figura 2.4).
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Figura 2.4. Géneros predominantes en funcion del tipo de paisaje circundante a los vifiedos para cada
uno de los reservorios de estudio (suelo, corteza).
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DISCUSION

Este estudio arroja luz sobre la notable influencia que el paisaje circundante ejerce sobre
las comunidades microbianas presentes en los vifiedos. Examinando las muestras de
suelo, destaca la proporcion de taxones bacterianos compartidos entre el vifiedo y el
paisaje circundante, la cual es muy inferior a la compartida por los taxones fungicos. En
el caso de muestras de corteza, el nimero de taxones compartidos fue similar en ambas
circunstancias. Esta diferencia puede atribuirse a la menor diversidad de taxones
presentes en la corteza en comparacion con el suelo, donde coexisten una amplia variedad
de especies microbianas. Es relevante sefialar este fendmeno ha sido previamente
documentado por varios autores (Martins ez al., 2013; Andreolli et al., 2017; Martinez-
Diz et al., 2019).

El anélisis de la biodiversidad y la composicion de las comunidades bacterianas solo pudo
Ilevarse a cabo en el suelo y la corteza, ya que las muestras de uva no contenian un niumero
suficiente de secuencias variantes especificas de amplicon 16S (ASVs) para realizar un
estudio significativo. Esta limitacion podria deberse a diversos factores, como la menor
proporcion de comunidades microbianas en las bayas de uva debido a su naturaleza de
fruto caduco que se regenera cada afio y se desarrolla en pocos meses en la planta, o a
posibles procesos de seleccidn que tienen lugar en este tipo de fruto. Algunos autores han
sefialado una seleccion negativa de bacterias una vez que colonizan las hojas de la vid,
asi como la ausencia de cambios significativos en la composicién microbiana de las uvas,
en contraste con lo que ocurre en otros reservorios como el suelo (Chou et al., 2018; Belda
et al., 2020), hecho que también podria tener relacion con esta baja proporcion.

Cabe resaltar la importancia de algunas de las especies identificadas en las muestras de
vifiedos situados en paisajes heterogéneos, ya que géneros bacterianos como
Sphyngomonas sp., Bradyrhizobium sp., Mycobacterium sp., Variovorax sp. y
Mucilaginibacter sp. han sido previamente registrados en suelos forestales (Llado et al.
2017). Del mismo modo, géneros fangicos como Saitozyma sp. y Cryptococcus, que son
levaduras tipicas de suelos forestales, se han encontrado en nuestros vifiedos (Yurkov
2018; Shi et al., 2019). Estas comunidades microbianas compartidas entre vifiedos y
bosque circundante representan un nuevo hallazgo ya que no se han documentado
previamente en otros estudios (Castafieda et al., 2018; Miura et al., 2019), resaltando asi
la conexidn existente entre los bosques de fagaceas y nuestros vifiedos. Algunos autores
han sugerido que el suelo de los vifiedos actia como reservorio de la microbiota,
albergando no solo comunidades microbianas propias del vifiedo, sino también algunas
procedentes de entornos circundantes, como bosques, que llegan al vifiedo a través de
vectores como insectos, humanos o el viento. Estos vectores pueden transportar levaduras
silvestres que llegan al vifiedo y pueden terminar involucradas en la fermentacién, como
las pertenecientes al género Saccharomyces, que desempefian un papel clave en el proceso
de fermentacion de los vinos. Sin embargo, en este estudio no pudimos identificar
especies fermentativas que apoyaran este trasvase desde bosques colindantes a los
vifiedos (Goddard et al., 2010; Cordero-Bueso et al., 2011; Zarraonaindia et al., 2015;
Belda et al., 2020).

Es importante destacar que las especies microbianas encontradas en las partes aéreas de
las vides muestran una mayor especializacion en comparacion con las del suelo, y algunas
de ellas incluso participan en el proceso de fermentacion (Zhang et al., 2020; Kamilari et
al., 2021; Cureau et al., 2021). Por lo tanto, es posible que los taxones Unicos aportados
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por el entorno circundante, que actian como biomarcadores para cada tipo de paisaje,
contribuyan a la singularidad de los vinos.

Se ha documentado que los paisajes heterogeneos poseen un potencial significativo para
influir en las comunidades microbianas presentes en los cultivos. Esto se debe a que los
cultivos que se asemejan a sistemas naturales diversos biolégicamente tienen la capacidad
de ejercer un impacto positivo en las comunidades microbianas al proporcionar un
conjunto mas diverso de plantas hospedadoras (Guzman et al., 2021). Este fendmeno
podria explicar el mayor nimero de taxones encontrados en los vifiedos ubicados en
paisajes heterogeneos.

Ademaés, los bosques desempefian un papel beneficioso en los vifiedos adyacentes al
ejercer un efecto microclimatico que también influye en la microbiota. Investigaciones
previas han demostrado que a medida que la temperatura aumenta, se producen cambios
en la poblacién y variacion en la estructura de las comunidades microbianas y sus genes.
Se ha evidenciado que, a medida que la temperatura se eleva, las comunidades
microbianas tienden a disminuir en su diversidad, siendo afectadas por este cambio
climético (Zhang et al., 2005; Melillo et al., 2017; Gobbi et al., 2022; Costa et al., 2023)
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

Se realiz6 un andlisis exploratorio de todos los puntos de muestreo para comprobar si la
toma de muestras era correcta, ya que esta debia minimizar el resto de los factores que
afectan al muestreo, pudiendo asi comprobar la posible existencia de diferencias entre los
distintos reservorios de la vid. Tal y como se muestra en la Figura 2.5 no se encontraron
diferencias que fueran significativas en cuanto a las diferencias en los factores
estandarizados, por lo tanto, podemos deducir que el factor de estudio no estaba siendo
alterado por otro tipo de variables externas al paisaje. En la Figura 2.6, se muestra el
estudio del microbioma, en el cual 722 taxones bacterianos (~8,2% de los taxones totales)
se encontraban tanto en suelo como en corteza, mientras que 11828 taxones (~52,1%)
eran unicos de corteza y 15929 taxones (~39,8%) eran Unicos de suelo. En cuanto al
micobioma, 1149 taxones (~10,8%) eran Unicos de corteza, 4696 taxones (~21,2%) eran
unicos de suelo y 163 taxones (~4,7%) eran Unicos de uva. Los taxones compartidos entre
los diferentes reservorios (corteza, suelo y uva) eran 51 (~41%), mientras que entre suelo
y uva se compartian 26 taxones (0,8%), entre suelo y corteza 246 taxones (17,7%) y entre
corteza y uva 22 taxones (4%).

Cabe resaltar que las metacomunidades bacterianas presentes en los tres reservorios
(suelo, corteza, uva) estaban dominadas principalmente por Proteobacterias y
Actinobacterias, aunque en proporciones variables para cada uno de ellos.

arena

90+ == 2.01
0.8
804
1.54
704 0.7 = .
1.0

ind_arid mo

60 4

50 1

0.6

R

0.54

=

value

pH

prec

temp

'

. "'éq- -

1100

900

700

....**_

L]
(=" ]

12.54

12.04

11.54

AL

Arribes Ribera Rueda

Toro

Armribes Ribera Rueda
do

Toro

Arribes Ribera Rueda

Toro

paisaje
E Heterogéneo
ES Homogéneo

Figura 2.5. Variables bi6ticas y abidticas que pueden estar involucradas en cambios en la microbiota
de los vifiedos. Se comprobd que los cambios no eran significativos y por lo tanto, las diferencias
encontradas en cuanto a las comunidades microbianas de los vifiedos se debian al paisaje circundante.
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Figura 2.6. Anélisis de Venn y evaluacién del microbioma central de las muestras de corteza, sueloy
uva del conjunto de vifiedos de Castilla y Le6n. Se puede apreciar el nimero de taxones compartidos
y Unicos en cada uno de los reservorios de la vid asi como las especies con mayor abundancia relativa.

En muestras de corteza los taxones bacterianos con mayor abundancia relativa
pertenecian a los géneros Sphingomonas, Methylobacterium-Merhylorubrum,
Nakamurella, Actinomycetospora, Roseomonas, 1171-901-12, Pshychroglaciecola,
Amnibacterium, Modestobacter, Ferruginibacter e Hymenobacter mientras que, para
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muestras de suelo, los predominantes eran Pseudarthrobacter, Bacillus, Blastococcus,
Skermanella, RB41 y Rubrobacter.

En cuanto a los taxones fungicos, en muestras de corteza aquellos con mayor abundancia
relativa pertenecian a los géneros Neosetophoma, Phoma, Paraconiothyrium,
Seimatosporium, Acericola y Angustimassarina, en muestras de suelo predominan los
géneros  Cladosporium, Fusarium, Mortierella, Solicoccozyma, Penicillium,
Tetracladium, Alternaria, Hormonema, Chaetosphaeronema, Lophiotrema, Gibberella,
Sigarispora y Humicola, mientras que en muestras de uva el género con mayor
abundancia relativa pertenecia a Aureobasidium.

El valor medio del indice de Shannon para muestras del microbioma bacteriano fue
ligeramente superior para las muestras de corteza (H’ = 7) que para muestras de suelo
(H’=6,6), lo cual corrobora la alta diversidad de especies presentes en dichos reservorios.
Este valor vari6 para muestras del microbioma fungico, donde fue superior para muestras
de suelo (H’ = 4,2) que para muestras de corteza (H’ = 2,6) y de uva (H = 1,4),
corroborando la menor diversidad de especies en estos reservorios (Figura 2.7).

Shannon
w
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Suelo Corloza Uva Cortoza Suolo

Figura 2.7. Valor obtenido a través del indice de Shannon para hongos (izquierda) y bacterias
(derecha) para cada uno de los reservorios de la vid.
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CAPITULO 3

Servicios ecosistémicos aportados por el microbioma vitivinicola de
Castilla y Leon

INTRODUCCION

Los seres humanos dependemos totalmente de los ecosistemas ya que estos nos
proporcionan una serie de servicios de los que nos beneficiamos de forma continua.

El concepto de servicios ecosistémicos (SE) se ha utilizado desde los afios 90 para
describir los beneficios que obtenemos de los ecosistemas, siendo descrito por varios
autores (Costanza et al.,1997; Daily, 1997). Los ecosistemas se pueden definir de diversas
formas, la “Evaluacion de los Ecosistemas del Milenio” (Millennium Ecosystem
Assessment, MA) iniciada por las Naciones Unidas (ONU) y promovida en Espaia por la
Fundacion Biodiversidad y el Ministerio de Medio Ambiente y Medio Rural y Marino
con la Universidad Autonoma de Madrid lo define como “complejo dinamico de
comunidades vegetales, animales y comunidades microbianas y el entorno no vivo que
interactuan como una unidad funcional”. Ademds, los servicios ecosistémicos
proporcionan una serie de beneficios directos e indirectos obtenidos de estos ecosistemas,
los cuales incluyen “servicios de aprovisionamiento como comida, agua, madera y fibras;
servicios de regulacion que afectan al clima, las inundaciones, las enfermedades, los
residuos y la calidad del agua; servicios culturales que proporcionan beneficios
recreativos, estéticos y espirituales, y servicios de apoyo como la formacion del suelo, la
fotosintesis y el ciclo de los nutrientes” (Millenium Ecosystem Assessment, pp. 9).

El Sistema de Contabilidad Econdmica Ambiental (System of Environmental Economic
Accounting, SEEA) integra datos econdmicos y ambientales con el objetivo de
proporcionar una vision completa y polivalente de la interrelaciones entre la economia y
el medio ambiente y las poblaciones y los cambios en las existencias de activos
ambientales, ya que aportan beneficios a la humanidad. SEEA al contrario de la MA
identifica Unicamente tres grupos principales de SE: aprovisionamiento, regulacion y
cultura (SEEA, 2021). Conocer y valorar estos SE es de vital importancia ya que tener en
cuenta los beneficios que proporcionan, permite que se reflejen en la toma de decisiones
sobre el manejo y la conservacion del medio y asi poder avanzar hacia una gestion de la
viticultura sostenible (Palm et al., 2014; Giffard et al., 2022)

La agricultura intensiva caracterizada por la homogeneizacion de los paisajes agricolas y
el uso de distintos agroquimicos tiene un impacto negativo acusado en el medio ambiente
en general (pérdidas de nitrogeno a través de la lixiviacion, etc.) y en la biodiversidad en
particular, limitando la sostenibilidad del sistema agricola y haciendo necesario el
desarrollo de una agricultura més respetuosa con el medio ambiente (Paiola et al., 2020;
Charbonnier et al., 2021).

En los ecosistemas forestales, los principales nutrientes (N, P) se fijan en la capa orgéanica
o estan contenidos en organismos vivos, recursos a los que los arboles solo tienen un
acceso limitado. Los hongos ectomicorrizicos almacenan carbohidratos (como trehalosa
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o manitol) y son capaces controlar el flujo de estos nutrientes hacia las plantas con las
que establecen una relacion simbiotica evitando ademas el parasitismo fungico (Nehls et
al., 2010). Las bacterias también son capaces de influir en las funciones del ecosistema
vitivinicola a través del ciclo de nutrientes aumentando la movilizaciéon del N y
contribuyendo a su mineralizacion, la cual es necesaria para el buen desarrollo de la planta
(Romdhane et al., 2022). Esta funcidén posee gran importancia ya que cualquier cambio
puede comprometer los ciclos biogeoquimicos del suelo y la disponibilidad de nutrientes
para la planta (Giffard et al., 2022). Por otro lado, algunos microorganismos (tanto
bacterias como hongos), facilitan el crecimiento de las plantas a través de diversos
mecanismos (fijacion de N, produccion de hormonas vegetales como [AA, mayor
absorcion de nutrientes o competencia directa con otros microorganismos patdégenos)
mejorando la salud de la planta (Fernandez-San Millan et al., 2020) y siendo posible su
uso como biofertilizantes en agricultura ecolédgica.

El microbioma perteneciente a ambientes naturales se ha estudiado en los ultimos afios
centrandose sobre todo en las similitudes (“core”) que los diferentes nichos microbianos
poseen entre si. El término “core microbiano” se utiliza en ecologia microbiana para
referirse al conjunto de taxones microbianos, o los atributos gendémicos y funcionales
asociados a esos taxones que son caracteristicos de un entorno de interés. El estudio de
este “core microbiano” es muy util para poder identificar las poblaciones microbianas
estables y permanentes de un determinado nicho de aquellas restringidas inicamente a
unas condiciones ambientales especificas (Berg ef al., 2020; Neu et al., 2021). No
obstante, el estudio del microbioma perteneciente a nichos diferenciadores posee gran
importancia ya que es posible encontrar ciertas comunidades beneficiosas para el
mantenimiento de la salud de las plantas, su adaptacién al medio e incluso el
funcionamiento del ecosistema (Hargreaves ef al., 2015; Marian et al., 2022).

Los vifiedos y mas concretamente, la microbiota asociada a los ambientes vitivinicolas,
como ecosistema funcional, nos aporta una serie de beneficios apenas estudiados (Paiola
etal.,2020). Por lo tanto, el objetivo principal fue identificar todos los SE aportados por
el microbioma vitivinicola y, analizar la posible funcionalidad de las especies microbianas
con el fin de que sirva como precedente para una posterior evaluacion econdmica de los
mismos.

METODOLOGIA

1. AREA DE ESTUDIO

El estudio se llevo a cabo en vifiedos pertenecientes a 4 Denominaciones de Origen dentro
de la region comprendida dentro del territorio de la Comunidad Auténoma de Castilla y
Ledn: Arribes, Ribera de Duero, Rueda, y Toro (ver metodologia Capitulo 2).
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Figura 3.1. Emplazamiento de los vifiedos incluidos en el estudio

1. Martin Berdugo
2.Anta
3. Protos

6. Protos
7. Siete Iglesias
8. Yllera bodega

~~ 4.Vermilion- Matarromera
5. Falda Quemada-Matarr

9. Ramén Bilbao
10. La Zarza - JP
11. José Pariente

13. Foncastin
14. Montelarreina
15. Frutos Villar

16. Villaesteres - Mz

12. Hornillos Eresma

17. Mazas - Morales
18. Farifia

19. Sobrefio

20. Villabuena

21. Hacienda Zorita
22. Villarino

23. Fermoselle|

24 Fermosellell

Tabla 3.1. Relacion de muestras utilizadas para el estudio. Para cada muestra (ID) se detalla la bodega
de procedencia, localizacion, D.O. y tipo de paisaje. Aquellas muestras que no poseen Bodega
asociada, pertenecen a viticultores privados de la D.O. correspondiente.

ID NOMBRE BODEGA LOCALIZACION D.O. PAISAJE

1  Martin Berdugo ~ Martin Aranda de Duero Ribera Homogéneo
Berdugo

2 Anta Anta Nava de Roa Ribera Heterogéneo

3  Protos Protos Penafiel Ribera Homogéneo

4  Vermilion Emina San Bernardo Ribera Heterogéneo

Matarromera
5 Falda Quemada — Emina Olivares de Duero  Ribera Homogéneo
Matarromera

6  Protos Ht Protos Padilla de Duero Ribera Heterogéneo

7  Siete Iglesias Privado Siete Iglesias Rueda Heterogéneo

8  Yllera bodega Yllera Rueda Rueda Homogéneo

9 Ramon Bilbao Ramon Rueda Rueda Homogéneo
Bilbao

10 LaZarza—JP Privado La Zarza Rueda Heterogéneo

11  José Pariente José La Seca Rueda Homogéneo
Pariente

12 Hornillos Eresma  Privado Hornillos de Rueda Heterogéneo

Eresma
13 Foncastin Yllera Foncastin Rueda Heterogéneo
14 Montelarreina Monte La Los Villaesteres Toro Heterogéneo

Reina
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15 Frutos Villar Frutos Villar Los Villaesteres Toro Homogéneo

16 Villaesteres — Mz Mazas Los Villaesteres Toro Heterogéneo

17 Mazas — Morales Mazas Morales de Toro Toro Heterogéneo

18 Farifia Farina Sanzoles Toro Heterogéneo

19 Sobrefio Sobrefo Toro Toro Homogéneo

20 Villabuena Privado Villabuena del Toro Homogéneo
Puente

21 Hacienda Zorita ~ Hacienda Fermoselle Arribes Homogéneo

Zorita

22 Villarino Privado Villarino de los Arribes Heterogéneo
Aires

23 Fermoselle | Privado Fermoselle Arribes Homogéneo

24 Fermoselle 11 Privado Fermoselle Arribes Heterogéneo

2. BUSQUEDA BIBLIOGRAFICA

Para poder identificar los servicios ecosistémicos aportados por la microbiota
componente de los vifiedos de nuestro estudio, realizamos una busqueda sistematica de
la literatura en la base de datos Web of Science ingresando la cadena de busqueda:

“((VINEYARD OR VITICULTURE) AND (BIODIVERSITY OR DIVERSITY OR
“SPECIES RICHNESS” OR “ECOSYSTEM SERVICES” OR RICHNESS OR
FUNCTIONALITY))”

No se utilizaron limitaciones de afio o pais para la busqueda. Esta exploracion
proporciond 1935 resultados que se seleccionaron primero por titulo y resumen de
acuerdo con los siguientes criterios de exclusion: a) estudios agrondmicos puros
(incluidos los de la diversidad genética de Vitis vinifera o de microrganismos de materia
agronomica primaria); b) articulos que no estuvieran en inglés; c¢) documentos relativos
unicamente a vifiedos abandonados. Esta seleccion redujo la busqueda a 286 articulos.

De cada articulo se recopild la informaciéon necesaria (ubicacién geografica, grupos
taxonomicos investigados, caracteristicas del paisaje, manejo del vifiedo, servicios
ecosistémicos estudiados) para poder identificar la funcionalidad y efectos ejercidos por
la microbiota identificada en el Capitulo 2, la cual clasificamos en las tres categorias de
SE definidas por el SEEA, es decir, aprovisionamiento, regulacion y culturales.
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RESULTADOS

En el estudio realizado en el Capitulo 2 observamos diferencias en cuanto a la
composiciéon microbiana presente en aquellos reservorios asociados a la vid (suelo,
corteza, uva) situados en paisajes homogéneos respecto de aquellos que se encontraban
en paisajes heterogéneos. Dicha microbiota representa un papel diferenciador en la
funcion que desempeian los microorganismos presentes en los vifiedos y los servicios
ecosistémicos aportados por estos.

A continuacion, se muestran los resultados obtenidos en cuanto a diferencias/similitudes
para cada tipo de paisaje y los servicios ecosistémicos asociados (Figura 3.2).

A. Core microbiano

Identificamos diversos taxones compartidos entre los vifiedos de ambos paisajes, los
cuales aportaban distintos servicios ecosistémicos.

Se identificaron dos especies que ejercen tanto SE de provision como de regulacion. Se
identifico, el género fungico Mortierella sp., capaz de solubilizar fosforo, aumentar los
rendimientos de los cultivos y establecer simbiosis con las plantas (Yan et al., 2022) y, el
género bacteriano Bacillus sp., conocido por sus actividades antibacterianas, antifungicas,
antinematodos y promotoras del crecimiento de las plantas, siendo utilizado actualmente
como agente de control bioldgico en cultivos ecoldgicos (Huang ef al., 2021; de la Huerta-
Bengoechea et al., 2022; Palumbo et al., 2022).

Identificamos tres especies ejecutoras de SE de regulacion asociadas con la calidad del
suelo. Por un lado, los géneros bacterianos pertenecientes a los géneros Microvirga sp. 'y
RB42, capaces de reducir y asimilar nitratos del suelo (Zhang et al., 2019; Lin et al., 2022)
y, por otro lado, el género bacteriano Marmoricola sp., el cual estd compuesto por al
menos 10 especies de bacterias capaces de producir hormonas vegetales como el acido
indol-3-acético (IAA), proporcionar sider6foros y antagonizar microbios patogenos al
menos in vitro (Jia et al., 2022).

Se identificaron también tres géneros involucrados en el SE de regulacién asociado a
control bioldgico. El género Phoma sp., posee especies productoras de metabolitos
secundarios con potencial como biopesticida, eficiente frente a la Botrytis (producida por
el hongo Botrytis cinerea) ademas de poseer potencial frente a mas patdgenos fingicos
de la vid (Kernaghan et al., 2017; Rai et al., 2021); el género bacteriano Streptomyces sp,
agente de control bioldgico utilizado en vifiedos ya que desempefia un papel importante
en la comunidad microbiana del suelo a través de funciones vitales que incluyen el ciclo
de nutrientes, la supresion de enfermedades gracias a la produccion de compuestos
bioactivos y la promocion del crecimiento de las plantas (Elbendary ez al., 2018; Ashfield-
Crook et al., 2020); vy, el hongo Aureobasidium sp., utilizado en cultivos ecoldgicos
actualmente puesto que ejerce control bioldgico frente a diversas especies patdgenas de
la vid como Penicillium glabrum entre otros (Rathnayake et al., 2018; Cabanas et al.,
2020; Yalage Don et al., 2021).
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Por ultimo, identificamos dos géneros fingicos que ejercen funcionalidad negativa en
el ecosistema vitivinicola puesto que estan involucrados en GTD, siendo Fusarium sp.,
Phoma sp. y Cladosporium sp. dichos géneros (Dissanayake et al., 2018; Gobbi et al.,
2022). No obstante, algunas especies de Phoma sp. y Fusarium son capaces de ejercer
control bioldgico frente a las enfermedades Botrytis y oidio (Kernaghan et al., 2017; Rai
etal.,2021).

B. Tipicidad microbiana

e Paisaje Heterogéneo

En cuanto a especies microbianas que aportan un servicio de aprovisionamiento de
biomasa, encontramos tres especies bacterianas involucradas en la promocion del
crecimiento vegetal: Sphingomonas sp., Bradyrhizobium sp. (Innerebner et al., 2011;
Gamalero et al., 2020; Ares et al., 2021) y el género 1174-901-12, englobado dentro de
los Rhizobiales (Jo et al., 2022).

En cuanto a especies microbianas relacionadas con el servicio de regulacion,
identificamos siete especies tanto de hongos como de bacterias asociadas con dos inicos
SE de regulacion: (i) calidad del suelo; (ii) control bioldgico.

1) El género Bradyrhizobium sp. ademas de aportar SE de provision, es capaz de
fijar nitrégeno, por lo que contribuye a la calidad del suelo en el vifiedo
(Gamalero et al., 2020) y, el género 1174-901-12 también se encuentra
involucrado en la produccion de polisacéaridos (Jo et al., 2022) beneficiosos
para la salud del suelo. Por otro lado, encontramos el género bacteriano
Jatrophihabitans sp., el cual es capaz de degradar de carbohidratos en suelos
forestales (DeAngelis & Pold, 2020) proporcionando una mayor fraccion 1til
de carbono organico como fuente de energia para la planta y otras especies
microbianas (Yost & Hartemink, 2019). También habia presencia del género
Mucilaginibacter sp., el cual se ha descrito que posee capacidad para
hidrolizar la materia organica (como xilano, pectina y laminarina) y, producir
asi grandes cantidades de polisacaridos extracelulares que contienen los
azucares glucosa, galactosa, manosa y ramnosa, proporcionando asi una
fuente de carbono para otros microorganismos como por ejemplo,
Saccharomyces sp. (Kowallik et al., 2015).

11) Dentro de los géneros bacterianos que se han descrito que pueden ejercer
control bioldgico, encontramos el género Variovorax sp., capaz de degradar
compuestos organicos complejos que son recalcitrantes para otras bacterias
(Satola et al., 2013), convirtiéndose asi en una buena opciéon de
biorremediacion; el género bacteriano Crossiella sp.,  productor de
compuestos bioactivos con actividad antifiingica y antibacteriana efectivos
frente a diversos patogenos vitivinicolas como Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa o Aspergillus versicolor
(Gonzalez-Pimentel et al., 2022); y, el género Metarhizium sp., el cual esta
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compuesto por mas de 70 especies, de las cuales la mayoria son
entomopatogenas capaces de mantener relaciones simbioticas con las plantas
al asociarse a las raices, siendo utilizado como agente bioldgico en vifiedos
frente a la filoxera (Daktulosphaira vitifoliae) (Kirchmair et al., 2004; Li et
al., 2022).

Ademas de estas especies beneficiosas, identificamos una especie fingica que ejerce
funcionalidad negativa en el ecosistema vitivinicola: el género Gibberella sp. (anamorfo
de Fusarium sp.), conocido patdogeno de plantas (Castafieda & Barbosa, 2017; Liang et
al., 2019) que aumenta el riesgo de enfermedad de la vid.

e Paisaje Homogéneo

En vifiedos presentes en paisajes homogéneos Unicamente identificamos una especie,
perteneciente al género Tetracladium sp., que pudiera ejercer un servicio ecosistémico
de provision de biomasa, la cual se ha demostrado que actiia como endofito de la raiz de

las plantas, ejerciendo beneficios sobre la salud y el crecimiento de su huésped (Lazar et
al., 2022).

En cuanto a especies involucradas en el servicio ecosistémico de regulacion, tampoco
pudimos identificar mas de una especie con una abundancia relativa significativa. La
especie identificada pertenecia al género bacteriano Blastococcus sp., el cual juega un
papel importante en el vifiedo puesto que es capaz de: (i) fijar nitrogeno del suelo,
utilizando carbono orgéanico como fuente de carbono; (ii) reducir el lixiviado de NH4"-N
y NO3-N mejorando el aporte de nutrientes del suelo; y, (iii) limitar el crecimiento de
microorganismos extrafios actuando como agente de control biologico (Franco Castro et
al.,2018; Li et al., 2022).

En cuanto a microorganismos que ejercen una funcion negativa al ecosistema vitivinicola,
detectamos los géneros fungicos Dothiorella sp. y Nectria sp., ambos involucrados en la
muerte regresiva de Botryosphaeria, asocidandose con enfermedades del tronco de la vid
(GTD) (Jayawardena et al., 2018; Paolinelli et al., 2023; Darriaut et al., 2023).
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Figura 3.2. Relacion de servicios ecosistémicos y funcionalidad ejercida por los géneros con mayor
porcentaje de abundancia relativa en las muestras de estudio, tanto en paisajes heterogéneos (arriba)
como homogéneos (abajo). Imagen generada con BioRender.

DISCUSION

Identificamos 6 géneros microbianos con posible uso como biofertilizantes en agricultura
ecologica: Mortierella sp., Bacillus sp., Tetracladium sp., Sphingomonas sp.,
Bradyrhizobium sp. 'y 1174-901-12. La conciencia ambiental va creciendo
significativamente, por lo que dichos biofertilizantes adquieren cada vez mas interés en
agricultura para producir un cambio hacia la sostenibilidad y rentabilidad agraria
(Purahong et al., 2022).

Pero no solo se comienza a considerar dicha produccion bioldgica, sino que, en los
ultimos afios ha aumentado ampliamente el interés y uso de los agentes de control
biologico como fitosanitarios. Las enfermedades del tronco de la vid (GTD, del inglés
Grapevine Trunk Disease) son una de las patologias mas devastadoras que amenazan la
supervivencia y rentabilidad de los vifiedos en todo el mundo, por lo que, conocer y
controlar la microbiota patdogena que desencadena dichas enfermedades es vital para el
mantenimiento del ecosistema vitivinicola (Rai ef al., 2021; Cobos et al., 2022). En
nuestras muestras pudimos identificar 8 géneros, que incluyen especies que pueden
ejercer servicios de control biolégico: Variovorax sp., Crossiella sp., Metarhizium sp.,
Blastococcus sp., Phoma sp., Streptomyces sp., Aureobasidium sp. y Fusarium sp. A pesar
de esto, no se recomienda el uso de Fusarium sp. como fitosanitario puesto que produce
micotoxinas capaces de permanecer en los vinos tras la fermentacion, pudiendo afectar a
la salud humana (Kernaghan et al., 2017). El control natural de plagas es un servicio
ecosistémico critico en los paisajes agricolas puesto que se estima que la pérdida de

75


https://www.biorender.com/
https://royalsocietypublishing.org/doi/10.1098/rspb.2022.0130?url_ver=Z39.88-2003&rfr_id=ori%3Arid%3Acrossref.org&rfr_dat=cr_pub++0pubmed
https://link.springer.com/article/10.1007/s00253-021-11234-w#citeas
https://www.mdpi.com/2223-7747/11/7/840
https://cdnsciencepub.com/doi/10.1139/cjm-2016-0740?url_ver=Z39.88-2003&rfr_id=ori:rid:crossref.org&rfr_dat=cr_pub%20%200pubmed

rendimiento mundial por plagas oscila y puede ascender hasta un 40% (Charbonnier et
al., 2021). La reforma de la politica agraria comun (PAC) a nivel de la Unién Europea
estd dirigida hacia la conservacion del medio ambiente y la lucha contra el cambio
climatico, suponiendo un cambio en el paradigma del uso indiscriminado de fitosanitarios
de origen quimico y haciendo necesaria la investigacion y el uso de nuevos agentes de
control bioldgico que complementen los ya existentes en el mercado.

El mayor nimero de taxones asociados con funcionalidad positiva en los vifiedos se ha
encontrado en vifiedos de paisajes heterogéneos mientras que, el numero de taxones
asociados con especies fitopatdogenas y, por tanto, asociados con una funcionalidad
negativa en el ecosistema vitivinicola, se ha encontrado en mayor proporcion en paisajes
homogéneos. Algunos de los autores que han descrito la influencia del paisaje sobre las
comunidades microbianas, (Petrenko er al., 2020) concluyeron que, en paisajes
heterogéneos se beneficiaba la coexistencia de depredadores microbianos y sus presas a
largo plazo. Por otro lado, se ha comprobado que los arboles y setos amortiguan el viento
por lo que actian como trampa de esporas, limitando asi la difusion de hongos patdogenos
cuando aun no hay infeccién, aunque también pueden actuar como transmisores de
algunas enfermedades si la vegetacion esta infectada (Dentika et al., 2022). También se
ha descrito que la intensificacion del uso de la tierra preponderante en cultivos de paisajes
homogéneos es un impulsor de la pérdida de biodiversidad microbiana (Gossner et al.
2016). Por lo que nuestro resultado podria deberse a: (i) la presencia de bosques que
reducen las esporas de especies fitopatogenas que llegan a las vides; (ii) menor
intensificacion de la tierra en vifiedos ubicados en paisajes heterogéneos o; (iii) la alta
presencia de taxones asociadas con especies de control bioldgico presentes con un alto
porcentaje de abundancia relativa en paisajes heterogéneos, los cuales podrian estar
influyendo, suprimiendo o disminuyendo la presencia de especies alterantes.

Un reto adicional, y ciertamente atractivo, a este planteamiento seria llevar a cabo la
valoracion de los servicios ecosistémicos mencionados, incluso su valoracion economica.
Con los datos disponibles este reto no puede acometerse por el momento, dado que no
hay informacion acerca de la abundancia absoluta del microbioma identificado, ni
tampoco de su productividad comparada con los productos agroquimicos a los que podria
sustituir, lo que impide que se puedan aplicar actualmente técnicas de valoracion
econdmica adecuados, como seria basarse en costes de reemplazo.
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CAPITULO 4

Andalisis de la microbiota fungica y aislamiento de levaduras de mostos de
bodegas de Castilla y Leon

INTRODUCCION

El sector enologico es econdmicamente uno de los mas importantes en Castilla y Leon.
Tanto la calidad de sus vinos como las ventas internacionales han incrementado durante
los tltimos afios. Se observa una tendencia a la Innovacion y a la Diferenciacion en el
sector basada principalmente en (i) recuperar la biodiversidad de variedades autoctonas
de uva, y (ii) emplear levaduras seleccionadas que logren imprimir alguna ‘“huella”
distintiva a nuevos vinos para su mejor posicionamiento en el mercado.

Los mayores desafios en la industria del vino estan relacionados con los efectos del
cambio climatico, que afecta a las uvas y a los vinos (Xynas & Barnes, 2023; Costa et al.,
2023). Los vitivinicultores han de afrontar el incremento de las temperaturas, la sequia,
la pluviosidad erratica, el retraso o la inmadurez fendlica de las uvas, la baja acidez y los
altos niveles de aztcar en el momento de la vendimia, asi como la demanda de los
consumidores por vinos mas diferenciados y bajo contenido alcoholico.

En las cualidades de cada vino influyen la geografia, la topografia y la edafologia de los
vifiedos, la antigiiedad de las vifias, las variedades de uva, las levaduras que realizan la
fermentacion alcoholica y las técnicas enologicas (Liu ez al., 2019).

Hay dos tipos de procesos fermentativos en la obtencion de los vinos:

La fermentacion alcohoélica (FA) es un proceso microbioldgico que ocurre en ausencia
de oxigeno y se produce cuando los microorganismos presentes en los mostos de uva
transforman los azlcares, principalmente glucosa y fructosa, en alcohol y anhidrido
carbonico (COz2), que protege de la oxidacion al vino. Ademas, ocurren gran cantidad de
reacciones metabolicas de las levaduras que dan lugar a numerosos compuestos que
aportan al vino muchas cualidades. Para las bodegas es fundamental controlar la
temperatura de la FA mientras el mosto sufre su transformacion en vino. Dependiendo del
tipo de uva y del tipo de vino que se pretenda obtener es necesario trabajar con unos
margenes de temperatura u otros. La fermentacion alcohdlica dura de 10 a 15 dias para
vinos blancos y rosados y se realiza entre 14 y 18°C; para tintos jovenes de 22 a 26°C; y
para tintos con crianza en madera de 26 a 30°C. La tecnologia actual permite regular
automaticamente la FA en depositos de acero inoxidable, madera u hormigon.

La fermentacion malolactica (FML) es un proceso microbioldgico por el que el 4cido
malico se convierte en acido lactico. Esta transformacion bioquimica la efectuan bacterias
acido-lacticas presentes en las frutas y mostos que pueden crecer en un entorno acido. La
pulpa de la uva contiene dcido malico, como la manzana o las cerezas inmaduras y es lo
que transmite ese sabor acido, tipico de las manzanas verdes, que se percibe en la punta
de la lengua al catar los vinos. La fermentacion malolactica no es exclusiva del vino y
también forma parte del proceso de fabricacion de la sidra. A través de la FML se regula
la acidez del vino (Vicente et al., 2022), por lo que se considera un proceso fundamental
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en la creacion de tintos y algunos blancos procedentes de uva excesivamente acida, en
zonas frias o en latitudes muy elevadas. En vinos con mucha acidez la FML es deseable,
pues si se controla bien puede aumentar la calidad del vino proporcionandole un sabor
caracteristico que “llena la boca”. La FML es deseable e indispensable en la elaboracion
en vinos tintos de calidad, debido fundamentalmente a la mejora organoléptica que se
produce y al aumento de la estabilidad biologica.
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Figura 4.1. De la uva al vino. El mosto de uva se convierte en vino por la acciéon de levaduras y
bacterias a través de las fermentaciones alcohodlica y malolactica. Algunos componentes del vino los
generan los microorganismos con su metabolismo, mientras que otros son sintetizados a partir de los
compuestos de la uva. Asi, la calidad y el estilo del vino estan determinados por la calidad y cantidad
de compuestos producidos o modificados por la microbiota del mosto/vino.

Esquema basado en la Figura 4 de Cosme et al., (2016) generado con el programa BioRender.

Biodiversidad de levaduras en los mostos de uva

Las levaduras que coexisten e interaccionan en los mostos influyen en las propiedades y
la tipicidad regional o particular del vino (Zilelidou & Nisiotou, 2021; Torres-Guardado
et al., 2022). La biodiversidad de especies microbianas de los mostos depende, entre
otros factores, del clima, las variedades de uva, el grado de madurez de la cosecha, las
practicas agricolas (Varela & Borneman, 2017) y los insectos del entorno circundante,
que se han descrito como reservorios levaduras en la naturaleza que actuan como vectores
hacia los vifiedos (Lamand Howell 2015; Meriggi et al., 2020; Di Paola et al., 2020;
Valentini et al., 2022).
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Los factores que determinan inicialmente la estructura de las poblaciones de levaduras en
los mostos son, entre otros, la osmolaridad derivada de la alta concentracion de azucares
(~200-250 g/L de glucosa y fructosa) y el bajo pH (entre 3,2-4). A medida que se
desarrolla la FA, el aumento en la concentracion de etanol liberado por las levaduras
fermentativas determina la sucesion poblacional de las especies, la reduccion progresiva
de su biodiversidad y la dominancia e imposicion de S. cerevisiae (de Celis et al., 2022)

Durante las fermentaciones de los mostos se pueden distinguir varias etapas temporales
con relacion a la sucesion de levaduras (Figura 4.2).

1.

En la etapa inicial o fase tumultuosa de la FA predominan especies de levaduras
de géneros como Hanseniaspora, Pichia, Rhodotorula, Metschnikowia,
Kluyveromyces o Lachancea (Carrau & Henschke, 2021; Vicente et al., 2021;
Pedras et al., 2022; Ruiz et al., 2018; Rollero et al., 2018; Vicente et al., 2021).
Se trata generalmente de levaduras apiculadas, con forma de limén, que tienen
bajo poder fermentativo y soportan hasta 4-5 % de etanol. Esas levaduras aportan
sustancias que afectan a las caracteristicas sensoriales y organolépticas del vino,
por lo que han adquirido importancia para incrementar su complejidad aromatica
(Padilla et al., 2016; Tufariello et al., 2021). Suelen tener tasas de fermentacion
lentas y pueden producir acidos voldtiles o/y en algunos casos compuestos
indeseables, como el sulfuro de hidrogeno (SH»).

En la segunda etapa predominan levaduras No todas asi que mejor quitarlo de
géneros que toleran concentraciones intermedias de etanol (en el rango del 4%
al  5%), como Torulaspora y Zygosaccharomyces que coexisten con
Saccharomyces y también influyen en las cualidades del vino (Albertin et al.,
2014; Solieri, 2021).

La ultima etapa suele estar dominada por levaduras de la especie Saccharomyces
cerevisiae que tolera altas concentraciones de etanol (12%, llegando algunas cepas
a tolerar el 13,5-14,5%) y condiciones de bajo pH (2.8-3.0). Esta especie ha
desarrollado una estrategia altamente competitiva para eliminar nutrientes clave
de los mostos, como aminoacidos y vitaminas en pocas horas (Alonso-del-Real et
al.,2019). Ademas, S. cerevisiae utiliza activamente la via glucolitica y la FA para
excluir a la microflora nativa del mosto no solo produciendo etanol y CO», sino
también aumentando la temperatura y produciendo compuestos como acidos
grasos de cadena corta y media, isoacidos o acidos grasos superiores y alcoholes
que pueden inhibir a otras especies de levadura (Goddard, 2008) (Figura 4.3).
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Figura 4.2. Sucesion de géneros de levaduras durante la fermentacion alcohodlica de los mostos de
uva. Esta imagen se genero6 con el programa BioRender.

Histéricamente, los hongos y entre ellos las levaduras ascomicetas se han aislado como
cultivos puros en medios con agar. Sin embargo, la mayoria de las especies son dificiles
de aislar en medios de cultivo comunes, por lo que estas técnicas pueden llevar a
subestimar la biodiversidad fangica en las muestras. Los métodos moleculares ofrecen
nuevas perspectivas sobre las comunidades microbianas, como la secuenciacion de alto
rendimiento (High-Throughput Sequencing, HTS), que permite realizar un analisis mas
exhaustivo de la microbiota de una muestra debido a los millones de secuencias que se
generan, detectando el ADN de los hongos y levaduras independientemente de la
posibilidad de cultivarlos y de su viabilidad. Utilizando las herramientas bioinformaticas
adecuadas, esta tecnologia permite identificar en muestras ambientales la presencia de
cientos o miles de especies, denominadas OTUs (unidades taxonémicas operativas), El
éxito del HTS basado en amplicones (metataxondmica) reside en emplear algunos
marcadores filogenéticos universales, seleccionados por su presencia ubicua en todos los
taxones y con suficiente variacion de secuencia entre distintos taxones. La region
espaciadora interna transcrita (ITS) del ADNr 5,8S es el cédigo de barras mas utilizado
para estudiar la biodiversidad fungica. Los datos que se obtienen con estos
procedimientos pueden permitir en algun caso establecer ciertos tipos de correlaciones
entre las especies de levaduras (o de otros microorganismos) y las caracteristicas
organolépticas o sensoriales de los vinos de algunas regiones vitivinicolas particulares
(Bokulich et al., 2016; Belda et al., 2020; Pretorius, 2020).

Sin embargo, para seleccionar a partir de mostos de uva cepas de levadura con potencial
interés para el desarrollo de nuevos vinos, es siempre necesario recurrir a su aislamiento
en medios de cultivo sélidos, con el fin de proceder a la identificacidn de especies y cepas,
con técnicas moleculares y a su posterior caracterizacion fenotipica y biotecnologica.
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Tendencias en la seleccion de levaduras para producir vinos innovadores

A) Recientemente se ha observado cierta tendencia a explorar el potencial que pueden
tener las fermentaciones espontaneas para elaborar vinos con una personalidad distintiva
y una mayor complejidad de notas aromaticas, algunas de las cuales pueden ser aportadas
por levaduras de diversas especies presentes en los mostos (Chen et al., 2022). No
obstante, el reto de estas practicas es lograr la reproducibilidad de los vinos de una afiada
a otra, por lo que suelen cefiirse solamente a producciones limitadas al vino de una afiada,
sin arriesgar la produccion de grandes cantidades para grandes ventas.

B) Otra tendencia para elaborar vinos innovadores consiste en aislar y seleccionar nuevas
y buenas cepas de levaduras fermentativas a partir de los mostos. La etapa final de la FA
suele acelerarse con cultivos de levadura seca activa (LSA) del género Saccharomyces,
que garantiza la reproducibilidad de los distintos lotes de un vino. Sin embargo, el empleo
de las mismas levaduras comerciales o de cepas similares uniformiza en cierta medida las
propiedades organolépticas y sensoriales de vinos elaborados en bodegas de una misma
region, climay variedad de uva, aspecto que juega en contra de la identidad de un vino.

Para facilitar el aislamiento de nuevas cepas de levaduras fermentativas con potencial
interés enoldgico es imprescindible cuidar la microbiota del vifiedo (Liu et al., 2019;
Alonso et al., 2019). La viticultura ecoldgica garantiza mayor biodiversidad microbiana
que puede tener impacto positivo en los vinos, pues las levaduras contribuyen a la huella
de identidad de cada vino, participan en el efecto afiada y en el efecto terroir. (El término
terroir es la combinacion de al menos cinco factores clave en la elaboracion de vinos de
calidad: suelo, clima, variedad de uva, microbiota y la accion humana).

Entre las levaduras fermentativas, el interés se centra principalmente en S. cerevisiae y
otras especies del género Saccharomyces que pueden aportar al vino propiedades
distintivas (como S. bayanus, S. uvarum, S. kudriavzevii), en el empleo de hibridos
naturales o sintéticos prometedores para la innovacién en enologia y en procesos de
evolucidn adaptativa de cepas (Gonzalez & Morales, 2022). También se contemplan otras
alternativas para obtener nuevas cepas de S. cerevisiae (Eldarov & Mardanov, 2020).

Para la seleccion de nuevas cepas de S. cerevisiae aptas para el desarrollo de determinados
vinos se requieren aplicaciones novedosas (Minebois et al., 2021; Romano et al., 2022).
Esta especie se detecta en uvas dafiadas por los insectos y en los equipos o instalaciones
de las bodegas, por lo que pueden llegar a los depositos de fermentacion desde los
vifiedos, o desde la propia bodega y, ademas, pueden ser dispersadas en sentido inverso
hacia el vifiedo (Varela & Bornemann, 2017; Liu et al., 2019; de Celis et al., 2019).

El estudio de las cepas de levadura fermentativas autoctonas de un terroir requiere por
tanto aislarlas en cultivo, identificar especies y cepas e investigar sus propiedades
fisiologicas y tecnologicas. Existen varios criterios de seleccion, por ciertas propiedades
positivas (como la capacidad de crecer en altas concentraciones de azucares, buen
rendimiento en produccion de etanol y la tolerancia al mismo) y por no tener propiedades
desfavorables (como la produccion acido sulthidrico, de espuma o acidez volatil). Suelen

considerarse como propiedades neutras la degradacion del acido malico (Redzepovic et
al., 2003) o el fenotipo killer (Mannazzu et al., 2019).

85


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35889174/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31824462/
https://www.mdpi.com/2311-5637/5/3/78/htm
https://ami-journals.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/1751-7915.13848
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32825346/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33848053/
https://iris.unirc.it/retrieve/handle/20.500.12318/118346/237802/ROMANO_2022_FM_VALIDATION_editor.pdf
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27813152/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31824462/
https://ami-journals.onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1111/lam.13155
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160502003203
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160502003203
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31023102/

En general, para su uso en la fermentacion alcohdlica es deseable que las cepas de S.
cerevisiae tengan alta tasa de fermentacion de azlcares, baja produccion de acético y
acetaldehido y una buena produccion de glicerol y compuestos volatiles (Figura 4.3).
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Figura 4.3. Produccién de compuestos en la fermentacion alcohdlica y su impacto en el vino. La
especie S. cerevisiae a través de la glucdlisis, realiza la conversidn de los aztcares del mosto en etanol
y CO. generando metabolitos que influyen en las caracteristicas del vino. Ademas, libera o produce la
conversién de sustancias no volatiles en mas de 400 compuestos aromaticos de los ~1000 detectados
en vinos. La naturaleza y concentracion de estos productos secundarios viene determinado por las
caracteristicas genéticas y fisiolégicas de las distintas cepas. La imagen se generd con el programa
BioRender basada en una de Defining Spoilage | Midwest Grape and Wine Industry Institute

(iastate.edu).

C) La percepcion sobre las denominadas como levaduras no Saccharomyces (NS) ha
cambiado en enologia (Drumonde-Neves et al., 2021). Algunos endlogos y bodegueros
reconocen el valor de explotar el potencial de las levaduras NS para elaborar vinos
innovadores o también la posibilidad de emplear comunidades microbianas mas
complejas, si creen que esa comunidad o un cultivo mixto reflejan en el vino propiedades
de su terroir. Entre las levaduras NS de mayor interés se encuentran las de los géneros
Torulaspora, Hanseniaspora, Metschnikowia o Lachancea (Jolly et al., 2014; Padilla et
al., 2016; Drumonde-Neves et al., 2021). El metabolismo de estas especies difiere del de
S. cerevisiae, pueden producir enzimas (esterasas, B-glicosidasas, lipasas, proteasas) que
liberan compuestos aromaticos a partir de precursores no aromaticos presentes en las uvas
y facilitan las préacticas enoldgicas (Jolly et al., 2006). Junto a Saccharomyces, las
levaduras NS son especies de interés para la innovacion enoldgica (Morata et al., 2022).
Ademas, el aislamiento y el analisis genético molecular de estas especies ha progresado
mucho en los ultimos afios (Nisiotou et al., 2022).
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D) Se considera a S. cerevisiae la principal levadura fermentativa del vino, mientras que
levaduras de otras especies distintas juegan un papel menor ya que solo pueden modular
el proceso de fermentacion alcohdlica y/o ciertas propiedades del vino (revisado por
Maicas & Mateo, 2023). Actualmente, endlogos y bodegueros reconocen el valor de
combinar algunas especies de levaduras NS con otras del género Saccharomyces en
fermentaciones mixtas para obtener vinos innovadores. Por ejemplo, en fermentaciones
mixtas se han empleado secuencialmente Torulaspora delbrueckii y Saccharomyces para
la FA (Bely et al., 2008; Belda et al., 2021), para reducir el contenido alcohdlico del vino
y aprovechar las notas aromaticas que aporta la primera levadura NS (Renault et al., 2015;
Gonzélez, R., et al., 2021; Jolly et al., 2022).

Tanto las levaduras NS como las bacterias que participan en la fermentacion malolactica
pueden aportar cualidades organolépticas y sensoriales deseables en un vino, aunque
determinadas especies también pueden causar su deterioro (Figura 4.4).
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Figura 4.4. Rutas metabdlicas bacterianas y de levaduras que conducen a la formacién de compuestos
organicos que aportan sabores 0 aromas al vino y/o las que pueden causar su deterioro. Imagen tomada
de Cosme et al., (2018), adaptada de Bartowsky, E.J., (2009).
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Aislamiento e identificacion de levaduras

Para aprovechar las capacidades de las levaduras que se encuentran en los mostos se
requiere aislarlas en medios de cultivo, identificar las especies y las cepas para analizar
después sus caracteristicas fenotipicas y potencial tecnoldgico en vinificacién.

Para la identificacion de las especies y cepas se emplean técnicas de genética molecular
sensibles, resolutivas y rapidas que se basan en la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR a tiempo final). (i) Para identificar especies se amplifica la region
gendmica ITS1-5,8S-1TS2 que codifica el ARNr 5,8S (en adelante, 5,8S-1TS), se analiza
su tamano, polimorfismos de restriccion y/o se procede a su secuenciacion. (ii) Para la
discriminacion de cepas se amplifica aleatoriamente ADN polimérfico (RAPD)
empleando el cebador universal M13 (RAPD-M13); secuencias repetitivas
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de microsatélites y minisatélites; y (iii) secuencias LTR (Delta) de retrotransposones Ty
(Fernandez Espinar et al., 2011; Hutzler et al., 2015).

Las secuencias de ADN de los microsatélites mas analizados tienen un tamafio inferior a
10 pb y las de minisatélites de 10-100 pb. Entre los microsatélites estan las secuencias
(GTG)5, (GACA)4 y la secuencia del Fago de ADN M13 (GAGGGTGGCGGTTCT).

Las secuencias delta son elementos de 330 pb que flanquean a retrotransposones Ty de
S. cerevisiae (Garfinkel et al., 1989; Legras & Karst, 2003). Estas regiones repetidas
directas recombinan entre si con alta frecuencia, de modo que pueden encontrarse
dispersas por el genoma, denominandose elementos delta. Su nimero y posicion en el
genoma son especificos de cepa y los patrones interdelta son estables al menos ~50
generaciones. En el genoma de S. cerevisiae hay 5 familias de Ty y contienen unos 50
sitios activos para la potencial translocacion del transposon completo, y pueden dar lugar
a unos a ~300 elementos delta independientes que corresponden marcas de eventos de
insercion antiguos y a procesos de recombinacion que escinden las secuencias internas
del transposon. Los elementos delta estdn concentrados en regiones genémicas contiguas
a genes de los ARN de transferencia (ARNt) (Eigel & Feldmann, 1982).La variabilidad
intraespecifica debida al numero y localizacion de dichos elementos permitio disefiar
oligonucleotidos especificos (81 y 62) para su amplificacion por PCR que permite
discriminar entre cepas de S. cerevisiae (Legras & Karst, 2003).

También se suelen emplear otras técnicas para caracterizar especies y distinguir algunas
cepas de levaduras vinicas, como el andlisis de cromosomas por electroforesis en campo
pulsado (Munoz-Bernal et al., 2013) y el analisis de los polimorfismos de la longitud de
los fragmentos restriccién (RFLP) del genoma mitocondrial (Castrejon et al., 2002).

OBJETIVOS

El Objetivo General del Capitulo 4 fue investigar las especies de levaduras en mostos
de 2021 proporcionados por bodegas representativas de cuatro Denominaciones de
Origen de Castilla 'y Ledn (Arribes, Ribera del Duero, Rueda y Toro).

Los Objetivos Especificos fueron dos:

1. Aislar en cultivo levaduras de los mostos nativos y de muestras fermentadas
espontaneamente, para identificar las especies y tratar de seleccionar cepas nuevas
gue puedan aportar un Servicio de Aprovisionamiento Ecosistémico en la
obtencion de vinos.

2. Explorar la microbiota fungica de los mostos y determinar si se aislaron en cultivo
las especies de levadura de mayor interés enolégico.
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METODOLOGIA

1. Medios de cultivo

Se emplearon tres medios de cultivo para aislar o cultivar levaduras cuya composicion se
describe a continuacion. Todos los medios se esterilizaron en autoclave y los azlcares se
filtraron para afiadirlos al resto de los componentes del medio.

a) Para aislar levaduras se us6 ADC (Agar Dextrosa Sabouraud con Cloranfenicol, cas.
100918, Merck). Las peptonas y la glucosa del medio promueven el crecimiento de
levaduras y el cloranfenicol, un antibi6tico de amplio espectro estable al calor, inhibe el
crecimiento de especies bacterianas. Las placas se incubaron a 30°C durante unas 48
horas.

b) Para el crecimiento de levaduras tras su aislamiento, se utiliz6 YEPD (Yeast Extract
Peptone Dextrose), medio rico no selectivo (1% extracto de levadura, 2% bactopeptona
(DIFCO), 2% glucosa), afiadiendo agar al 2% en el caso del medio sélido. Los cultivos
liguidos se incubaron hasta fase exponencial y las placas se incubaron a
30°C durante unas 48 horas.

c) El medio Agar-Lisina (AL) favorece el crecimiento de levaduras silvestres apiculadas,
presentes en mostos sin fermentar o al inicio de la FA (Beuchat, 1993). EI medio
deshidratado comercial AL contiene todos los oligoelementos y vitaminas necesarias, y
lleva 0,03 mg/L del aminoacido lisina como fuente de nitrégeno. Se disuelven 66 g del
medio comercial en 1 litro de agua destilada con 10 ml de lactato potasico al 50%, y se
lleva a ebullicion, se deja enfriar a 50°C y se afiade 1 ml de &cido l4ctico. Las levaduras
apiculadas se cultivaron en placa a 22°C durante unos 3-5 dias.

2. Aislamiento de levaduras de mostos sin fermentar y fermentados

Se aislaron levaduras a partir de muestras de mostos frescos de la afiada 2021 procedentes
de cuatro bodegas representativas de las cuatro Denominaciones de Origen (D.O.) objeto
de estudio: Arribes (bodega Hacienda Zorita), Ribera del Duero (bodega Martin
Berdugo), Rueda (Bodega Ramon Bilbao) y Toro (bodega Mazas). Los mostos procedian
de tres vifiedos homogéneos (D.O. Arribes, Ribera del Duero y Toro) y un vifiedo
heterogéneo (D.O. Toro), todos ellos parte del estudio llevado a cabo en el Capitulo 2. La
toma de muestras se llevo a cabo inmediatamente después de la vendimia para evitar el
comienzo de la fermentacion espontanea de los mostos. Las muestras ser recogieron en
tubos estériles que se mantuvieron refrigerados hasta su procesamiento.

No soélo se realiz6 el aislamiento de levaduras a partir de mostos sin fermentar, sino que
para emular la fase tumultuosa de la fermentacion alcoholica se llevaron a cabo micro-
fermentaciones espontaneas de los mostos en el laboratorio, a 28°C durante ~5 dias, para
analizar que especies se iban seleccionando al aumentar el grado alcohdlico. Las muestras
de mosto fermentado se recogieron diariamente durante 5 dias.

Para el aislamiento de levaduras de mostos antes y después de la microfermentacion
espontanea se utilizaron los medios ADC y AL, en los que se sembraron diluciones
seriadas de cada muestra (10+,102, 10<, 10+<) para aislar colonias que, generalmente,
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provienen de una sola célula. Se aislaron 10 colonias de levadura de cada tipo de medio
y de cada una de las fases de la FA. Las células de cada colonia se observaron al
microscopio y se seleccionaron solo aquellas con morfologia celular levaduriforme. Las
células se sembraron por agotamiento en estria en cada uno de los medios empleados
para obtener colonias independientes. Las placas se incubaron a 28°C durante 2-5 dias y
las placas se mantuvieron refrigeradas a 4°C. Clones puros aislados de esas placas se
cultivaron como un césped en placas independientes de medio YEPD que se incubaron a
28°C entre 24 y 48 horas. Las células se recogieron para conservarlas en glicerol al 25%
en viales criogenicos a -80°C como stock permanente de células viables.

3. Identificacion de las especies de levadura aisladas en cultivo

Para aprovechar el potencial de las levaduras autoctonas de un terroir a escala industrial
se requiere aislarlas en cultivo, identificar las especies y cepas ypara analizar
posteriormente sus caracteristicas fenotipicas y biotecnoldgicas. Las especies y cepas de
levadura aisladas en medios de cultivo se identificaron con técnicas de genética molecular
basadas en la amplificacion por PCR y el analisis de secuencias especificas de ADN.

El ADN genomico de las levaduras aisladas se purificé siguiendo el protocolo de Querol
et al. (1992) con ligeras modificaciones. A partir de un cultivo en fase exponencial de
crecimiento en medio YEPD liquido a 28°C, se centrifugaron las células de levadura 2
minutos a 10000 rpmy, se descart6 el medio de cultivo. Las células se lavaron dos veces
con agua destilada y se afiadi6 al precipitado celular 500 pl del Tampén 1 (0.9M sorbitol,
0.1M EDTA, pH=7) y 200 unidades (en adelante, U) de la enzima zimoliasa (6000U) y
se incubd la reaccion 37°C ~20 minutos. Al precipitado de la segunda centrifugacion se
le afiadieron 500 pl de solucion Tampon 2 (50 mM Tris, 20 mM EDTA, pH=7.4) y 13 ul
de detergente SDS. Los tubos se incubaron a 65°C durante 5 minutos, se afiadieron 200
ul de acetato de potasio 5M a la reaccion y se introdujeron los tubos en hielo. Tras una
centrifugacion en frio, se transfirio el sobrenadante a un tubo nuevo para la precipitacién
del ADN con isopropanol. Finalmente, el ADN limpio y seco se resuspendi6 en 40 pl de
TE (10mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8) y se almacen6 a 4°C.

3.1. Identificacion de especies de levadura a través del 5,8S-ITS ribosémico

Esta técnica permite identificar las especies de levadura (Esteve-Zarzoso et al., 1999). Se
amplifica por PCR y se analiza la region genémica ITS1-5.8S-1TS2 que codifica el 5,8S
ARNr en microorganismos eucariotas, levaduras y hongos (en adelante, 5,8S-ITS),
(Figura 4.5).

Para la amplificacion de secuencias del 5,8S-ITS se emplearon como cebadores de PCR
oligonuclettidos de cadena sencilla de una longitud de 20 desoxirribonucle6tidos y
complementarios en secuencia a los extremos de las regiones a amplificar ITS1 (5'-TCC
GTA GGT GAA CCT GCG G-3") e ITS4 (5'-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3')
(Guillamon et al., 1998; Esteve-Zarzoso et al., 1999).
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Figura 4.5. (a) Esquema grafico de la regién gendmica de 9,1 kilobases (Kb) que codifica los ARN
ribosémicos (ARNr) en Saccharomyces cerevisiae. Esta region poligénica esta repetida en tandem de
150-200 veces en el brazo derecho del cromosoma Xl de cepas de esa especie de levadura; (b)
Esquema de una de esas regiones poligénicas que codifican los tres ARNT, el 18S, el 5.8S y el 26S;
(c) Regién amplificada por PCR para identificar las especies de levadura aisladas en medios de cultivo:
ITS1 (de 360 pb en S. cerevisiae) e ITS2 ( de 231 pb en S. cerevisiae) son los espaciadores internos
(Internal Transcribed Spacer) no transcritos, es decir, que no codifican ningin ARN, son altamente
variables en su secuencia nucleotidica y flanquean al ARN 5,8S (las secuencias ETS son los External
Transcribed Spacer); (d) Analisis de los polimorfismos en el tamafio de fragmentos (RFLP) que se
generan con varias enzimas de restriccion especificas al digerir la region genémica ITS1-5.8S-ITS2
amplificada por PCR, de las distintas especies de levadura. Esta imagen se generd con BioRender.

Las secuencias del 5,8S-1TS se amplificaron por PCR a partir de 10 pl de ADN genémico
de una concentracion de~50 ng/ul. La reaccion se llevd a cabo en un volumen final de 50
pl conteniendo 5 pl de tampdn comercial 10x PCR, 2,5 pl de cloruro de magnesio
(MgCL.), 200 uM de cada desoxirribonucleotido (dATP, dCTP, dTTP, dGTP) 1 uM de
cada uno de dos oligonucledtidos (ITS1 e ITS4) y 2.5 U de Taqg ADN-polimerasa
(ThermoScientific). Las reacciones de PCR a tiempo final se realizaron en un
Termociclador (Applied Biosystems SimpliAmp A24811). Las condiciones de PCR
fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial del ADN gendémico a 95°C durante 10
minutos, 25 ciclos de amplificacion por la ADN polimerasa durante 1 minuto a 95°C, 30
segundos a 55°C y 2 minutos a 72°C, la extensidn final se llevd a cabo durante 7 minutos
a72°C.

Los tamarfios del 5,8S-ITS se analizaron por electroforesis horizontal a voltaje constante
~1 hora, en geles de agarosa al 1% en tampdn de TAE con bromuro de etidio (0,5 pl/ml).
Como marcador de tamafio molecular se utilizo GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder
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(ThermoScientific), con un rango de fragmentos marcadores de 100 a 3000 pb y el gel se
fotografié con un equipo Gel Doc 2000 (Bio Rad Systems).

El tamafio en pares de bases del 5,8S-1TS permite en algunos casos identificar la
especie de levadura (https://www.yeast-id.org/). No obstante, para verificar la identidad
de cada especie se utilizan otras dos aproximaciones:

3.1.1. Identificacion por polimorfismos de restriccion del 5,8S-ITS

El ADN del 5,8S-ITS (~45 ng) se digiridé con 5U de las enzimas de restriccion Haelll,
Hinfl, Cfol (Thermo Scientific) a 37°C ~2 horas. Los fragmentos de restriccion generados
varian entre las distintas especies de levadura, debido a la existencia de mutaciones que
generan polimorfismos en las regiones transcritas y no codificantes ITS1 e ITS2 del 5,8S-
ITS. Los fragmentos generados se separaron por electroforesis en geles de agarosa al 2%
y se compararon con los depositados en la base de datos publica yeast-id para identificar
especies cuando es posible en funcidn de ese criterio. En caso de no ser posible, se procede
a la secuenciacion del ADN amplificado.

3.1.2. Identificacion por secuenciacion del 5.8S-ITS

Cuando las especies de levadura no se lograron identificar por los polimorfismos que
generan el ITS1 e ITS2, el producto de PCR del 5,8S-ITS completo se purifico mediante
un kit PCR clean-up Gel extraction NucleoSpin (Macherey-Nagel). EI ADN se cuantifico
a 260 nm en un aparato NanoDrop. Se le afiadieron a una cantidad de ~150 nanogramos
de ADN purificado, 3 picomoles (pM) de los oligonucleétidos ITS1 e ITS4. La
secuenciacion se realizo en el servicio Nucleus de la Universidad de Salamanca. Las
secuencias se alinearon y compararon con bases de datos mediante la herramienta Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST) del National Center for Biotechnology
Information (NCBI, USA).

(https://blast.nchi.nlm.nih.qgov/Blast.cai).

4. Discriminacion intraespecifica de cepas de levadura

Para la discriminacion intraespecifica de cepas de levadura, se usan otras técnicas de
tipificacion molecular también basadas en la PCR.

4.1. Polimorfismo del ADN aleatoriamente amplificado (RAPD M13)

Esta técnica consiste en amplificar al azar secuencias del ADN gendmico empleando un
unico oligonucledtido corto M13 (5'-GAAACAGCTATGACCATG-3'). A una
temperatura de hibridacion baja (35-39°C), el cebador se une aleatoriamente a sitios
distribuidos en diversas regiones del genoma, permitiendo amplificar fragmentos de ADN
polimorficos de longitud variable. Los productos amplificados se visualizaron por
electroforesis. El RAPD permite obtener “huellas digitales™ o diferencias en el nimero y
el tamafio de los fragmentos del ADN amplificado, que son especificas de especies e
incluso a veces de cepa (Orbera-Raton, 2004).

Para los RAPD M13, la amplificacion por PCR se llevé a cabo en un volumen final de 25
pl que contenia 5 pl de ADN gendmico de concentracion ~50 ng/ul, 5 pl de tampon
10xPCR, 2,5 pl de MgCl., 200 uM de cada nucleotido (dATP, dCTP, dTTP, dGTP), 1
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UM del cebador especifico M13 y 2.5U de Taq polimerasa (ThermoScientific).Las
condiciones de PCR fueron las siguientes: desnaturalizacién inicial a 95°C durante 10
minutos, 35 ciclos durante 1 minuto a 95°C, 1 minuto a 37°C y 2 minutos a 72°C, la
extension final fue a 72°C 10 minutos.

4.2. Analisis de microsatélites y minisatélites genomicos

Esta técnica consiste en amplificar por PCR secuencias simples repetitivas del genoma
menores de 10 pb (microsatélites) y de entre 10 y 100 pb (minisatélites).

4.2.1. Microsatélites M13. La PCR se realiz6 como se describe en 4.1 para los RAPD
M13, excepto que la temperatura de hibridacion del cebador con el ADN fue de 55°C, por
lo que se amplifican zonas del genoma maés especificas que en el RAPD M13 a 37°C y
la reproducibilidad de los polimorfismos es mayor (Orbera-Ratén, 2004).

4.2.2. Otros microsatélites. Se analizaron cuatro microsatélites para la discriminacién
entre cepas de S. cerevisiae, pues se verificO experimentalmente que eran los mas
resolutivos para levaduras vinicas (Tabla 4.1) (Legras et al., 2005).

La PCR se realiz6 en un volumen final 25 pl empleando ~250 ng de ADN gendmico de
las levaduras, 2,5 ul de tampon 10x PCR, 1,5mM de MgCI2, 0,5 uM de los
correspondientes oligonucle6tidos (Tabla 4.1), 200 uM de cada uno de los dNTPs y 1,25
U de Taq polimerasa (ThermoScientific). Las condiciones de PCR fueron las siguientes:
desnaturalizacion inicial a 95°C 4 minutos, 35 ciclos de 1 minuto a 94°C, 30 segundos a
50°C y 1 minuto a 72°C, la extension final se llevd a cabo a 72°C 10 minutos.

Tabla 4.1. Microsatélites y sus loci genémicos en S. cerevisiae

Microsatélite | Motivo | LOCI/ ORF Oligonucledtidos para la PCR
F: 5’-
XIl- AAAGCGTAAGCAATGGTGTAGATACTT-3’
SCAATL TTA 86902/87140

R: 5’>-CAAGCCTCTTCAAGCATGACCTTT-3’

F: 5°>-TACTAACGTCAACACTGCTGCCAA-3’
SCYOR267¢c | TGT YOR267c
R: 5’-GGATCTACTTGCAGTATACGGG-3’

F: 5°>-TGACACAATAGCAATGGCCTTCA-3’
VI-

C5 GT 210250/210414 | R: 5-GCAAGCGACTAGAACAACAATCACA-
3’
F: 5°-AACCCATTGACCTCGTTACTATCGT-3’
YPL009c CTT | YPL0OO09C

R: 5’-TTCGATGGCTCTGATAACTCCATTC-3’

Los oligonucleétidos denominados Forward (F) y Reverse (R) (F: sentido y R: antisentido), hibridan
con cada una de las dos cadenas del ADN para la amplificacion de secuencias especificas por la Taq
polimerasa en el sentido 5°-3°.
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4.2.3. Minisatélites. Se analizaron minisatélites ubicados en las regiones codificantes de
los genes de S. cerevisiae AGALly SED1 (Marinangeli et al., 2004; Boveri et al., 2012).
Algunas cepas de S. cerevisiae se caracterizan por su variacion alélica en esos loci, dando
lugar a polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion tras ser amplificados por
PCR, generando huellas genéticas caracteristicas.

Se emplearon como cebadores de PCR dos oligonucleétidos complementarios a cada una
de las dos cadenas del ADN genomico para amplificar los minisatélites:

SED1-F (5’-ATGAAATTATCAACTGTCCTATTATCTGCCGG-3)
SED1-R (5’-TTATAAGAATAACATAGCAACACCAGCCAAACC-3’)
AGAL-F (5’-GTGACGATAACCAAGACAAACGATGCAA-3’)
AGAL-R (5’-CCGTTTCATGCATACTGQTTAATGTGCT-3’)

La amplificacion se llevo a cabo en un volumen final de 25 pl con 5 pl de ADN gendmico
a una concentracion de ~250 ng, 2,5 pl de Buffer 10xPCR, 1,25 pl de MgCl., 200 uM de
cada dNTP (dATP, dCTP, dTTP, dGTP), 1 uM de cada oligonucledtido y 2.5U de Taq
polimerasa (ThermoScientific). Las condiciones de PCR fueron las siguientes:
desnaturalizacion inicial a 95°C 3 minutos, 35 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 64°C
y 2 minutos a 72°C, la extension final se llevo a cabo a 72°C 7 minutos y los fragmentos
se separaron por electroforesis en gel de agarosa al 0,8% ~1 hora.

El producto de PCR del gen AGAL se digirié con la enzima de restriccion Alul y el del
gen SED1 con la enzima Hpall. La mezcla de reaccion se hizo en un volumen final de 25
pl, con ~10 ul del producto de PCR, 2,5 pl de Buffer 10X y 0,5 U de enzima. La digestion
se llevé a cabo a 37°C ~3h y los fragmentos se separaron por electroforesis en gel de
agarosa al 2%.

5. Distincion de cepas Saccharomyces por secuencias interdelta

Las secuencias delta (d) son elementos de ~330 pb que flanquean los retrotransposones
Ty de S. cerevisiae (Cameron et al., 1979; Garfinkel et al., 1989; Legras & Karst, 2003)
La variabilidad intraespecifica debida al nlimero y localizacion de los elementos & permite
discriminar entre cepas iguales y diferentes cepas de S. cerevisiae.

La amplificacion por PCR de secuencias 6 se realizd utilizando como cebadores los
oligonucleotidos 812 (5-TCA ACA ATG GAA TCC CAA-3") y 821 (5-CAT CTT ACC
GTA TAT GA-3") (Legras & Karst, 2003). La reaccion de PCR se llevd a cabo en un
volumen final de 50 ul con 5 pl de ADN gendmico a una concentracion de ~250 ng, 5 ul
de tampon 10xPCR, 2,5 pl de MgCl., 1 uM de cada cebador, 200 uM de cada deoxi-
ribonucleétido (dATP, dCTP, dTTP, dGTP) y 2.5U de la Tag ADN polimerasa
(ThermoScientific). Las condiciones de PCR fueron las siguientes: desnaturalizacion
inicial a 95°C 4 minutos, 35 ciclos de 95°C 30 segundos, 46°C 30 segundos y a 72°C 90
segundos, la extension final se llevé a cabo a 72°C 10 minutos. A partir de este momento
el producto de la reaccion se mantuvo refrigerado a 4°C. Las regiones amplificadas se
analizaron por electroforesis como ya se ha descrito en el apartado 3.1.
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6. Analisis de la microbiota fiingica de mostos sin fermentar (micobioma)

Se enviaron muestras de los 4 mostos sin fermentar a Biome Makers (Valladolid, Espafia)
para analizar la microbiota fungica de un mosto de uva blanca (de la bodega de la DO
Rueda) y tres mostos de uva tinta (de las bodegas de las DO de Arribes, Riberay Toro).

El protocolo utilizado se describe en Belda et al. (2017). La extraccion de ADN gendémico
(ADNQg) de las muestras de mostos se realiz6 con un kit Dneasy Powerlyzer powersoil kit
(Qiagen) y las genotecas se prepararon amplificando un fragmento de la region ITS1 con
cebadores de BiomeMakers (Patente W02017096385). Se generd una media de 150.000
lecturas por muestra mediante ultrasecuenciacion 2 x 301 pb de cada extremo apareado,
con la plataforma Illumina MiSeq (Illumina, San Diego, CA, USA). Para validar el
procedimiento se utiliza una muestra de agua Milli-Q esterilizada (en lugar de ADNQ)
como control negativo de la extraccion de ADN vy la amplificacion en la PCR posterior.
Ademas, se utiliza ADNg de una levadura como control positivo. Las reacciones de PCR
posteriores no mostraron amplificacion en los controles negativos, mientras que en el
control positivo se obtuvo el amplicon de 360 pb para el ITS1 del control positivo. Ambos
controles, positivo y negativo, se incluyeron en la mezcla de muestra y se secuenciaron
en cada ejecucion de Miseq.

Las secuencias en bruto se analizaron con Vsearch. Las secuencias FAST( se fusionaron,
se filtraron con un error del 0.25 y se ordenan por tamafio. Se filtraron las secuencias
restantes para identificar las OTU (Operational Taxonomic Unit, en espafiol Unidad
Taxondmica Operativa) con una identidad del 97% considerando en los andlisis
posteriores solo los grupos con al menos dos secuencias. Las secuencias combinadas de
los OTU con al menos un 97% de identidad se recogieron en una tabla con las secuencias
de OTU cuantificadas por cada muestra biologica. Las OTU se clasificaron empleando la
base de datos SILVA 123 mediante el protocolo SILVA-NGS.
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RESULTADOS

1. Levaduras aisladas de mostos y mostos fermentados en laboratorio

Para la toma de muestras y el aislamiento de levaduras, se utiliz6 como material de partida
mosto recién cosechado, asi como muestras obtenidas durante la fermentacion espontanea
de los mostos en el laboratorio (1-3 y 5 dias). Se seleccionaron 46 colonias a partir de
placas de ADC y AL sembradas con diluciones seriadas, correspondientes a colonias con
diversos colores, apariencia y con una morfologia celular levaduriforme observable al

microscopio de contraste de fases.

Los aislados de levadura y sus codigos se indican en la Tabla 4.2.

Tabla 4.2. Aislados de levadura en medios de cultivo solidos.

REFERENCIA AISLADO

MOSTOS SIN FERMENTAR (SF)
SFA1000, SFA1004

SFRi1001, SFRi1002; SFRi1005
SFRu1003, SFRu1009

SFTo1011

FASE TUMULTUOSA (FT)

FTAZ2005, FTA2010, FTA2012, FTA2017, FTA2019, FTA2021, FTA2024,

FTA2026; FTA2031

FTRi2003, FTRi2006, FTRi2009, FTRi2011,

FTRi2023, FTRi2027, FTRi2029, FTRi2030

FTRi2013, FTRi2018,

FTRu2000, FTRu2004, FTRu2008, FTRu2014, FTRu2020, FTRu2025

FTTo2001, FTTo02002, FTTo2007, FTTo2015, FTT02016, FTT02022,

FTT02028

FASE FINAL (FF)
FFA3001

FFRi3002, FFRi3004
FFRu3000, FFRU3003
FFT03005
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(b)

Figura 4.6. (a) Imagen de frascos con los cuatro mostos fermentados espontdneamente a 28°C durante
5 dias en el laboratorio; (b) Aspecto de las colonias de una levadura de la especie S. cerevisiae
cultivadas en una placa de ADC a 28°C durante ~48h; (c) Ascas mei6ticas conteniendo 4 ascosporas
producidas por un aislado de la especie S. cerevisiae fotografiadas al microscopio de contraste de fase
(Leica DMRXA 2) a 630 aumentos tras 3 dias de crecimiento en placas de acetato de potasio (1%
C.H.O.K, 0,1% extracto de levadura, 0,05% glucosa, 2% agar) a 28°C, cuando se produce una
deficiencia de nitrégeno que induce la esporulacion meidtica (Jakubowski & Goldman, 1988).

Para identificar las especies de levadura correspondientes a cada aislado, se amplifico por
PCR el 5,8S-ITS del ADNr. Los espaciadores internos ITS1 e ITS2 que flanquean al gen
del 5,8S ARN varian en secuenciay longitud entre distintas especies. Asi, la electroforesis
de los fragmentos amplificados del 5,8S-ITS completo permiti6 distinguir 6 tamafos:
~850pb, ~800ph, ~750pb, ~650pb, ~450pb y ~400pb (Figura 4.7).

1000 pb

500 pb —

Figura 4.7. Fragmentos de ADN del 5.8S-ITS (1: Marcador de peso molecular GeneRuler 100 bp Plus
DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific); 2-7: aislados de levaduras de las tres fases de fermentacion)

Las levaduras cuyos 5,8S-ITS tienen un tamafio de ~650pb y ~450pb proceden de mostos
sin fermentar (SF); las de ~750pb proceden tanto de mostos sin fermentar como de mostos
en la posible fase tumultuosa de la fermentacion alcoholica (FT) (1-3 dias); las de ~400pb
y ~800pb corresponden a aislados de esa misma fase (FT); y las de ~850pb a aislados de
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mostos fermentados 5 dias, posible fase final de la fermentacion alcohdlica (FF) (Tabla
4.3).

Tabla 4.3. Especies de levaduras identificadas por el tamafio en pares de bases del 5.8S-1TS

TAMANO

AISLADO PATRON oo/ i ESPECIE

FFA3001; FFRi3002; FFRi3004; FFRu3000; A ~8500b Saccharomyces

FFRU3003; FFT03005 P cerevisiae

FTA2017; FTA2021; FTA2031; FTRi2003;

FTRi2018;  FTRi2029;  FTRi2030; 3

FTRu2014;  FTTo2015;  FTTo20ls;  © 800pb | Dekkera anomala

FTT02022

SFA1000; SFRi1001; SFRu1009; FTA2005;

FTA2019; FTA2024; FTRi2006; FTRi2011, c ~7500b Hanseniaspora

FTRi2027;  FTRu2000;  FTRu2020; P uvarum

FTT02007; FTT02028

SFA1004; SFRi1005: SFRu1003; SFT01011 D ~650pb Wickerhamomyces
anomalus

SFRi1002 E ~450pb Metschnikowia
citriensis

FTA2010; FTA2012; FTA2026; FTRi2009;

FTRi2013; FTRi2023; FTRu2004; = ~4000b Metschnikowia

FTRU2008; ~ FTRu2025;  FTT02001; P pulcherrima

FTT02002

Con relacion al tamafio del 5,8S-1TS, las 46 levaduras aisladas se pueden clasificar en 6
grupos:

Un grupo de 6 levaduras aisladas de las microfermentaciones de los mostos a los 5 dias
(cepas FFA3001; FFRi3002; FFRi3004; FFRu3000; FFRU3003; FFT03005) que tienen
un ITS de ~850 pares de bases (patrén A), pertenecen a la especie Saccharomyces
cerevisiae (Figura 4.7, carril 2).

Un grupo de 13 levaduras aisladas de mostos sin fermentar (cepas SFA1000; SFRi1001;
SFRu1009) y de los de 1-3 dias de fermentacion (cepas FTA2005; FTA2019; FTA2024;
FTRi2006; FTRi2011; FTRi2027; FTRu2000; FTRu2020; FTRu2025; FTT02007;
FTT02028) que tienen un ITS de ~750 pb (patrén B), son de la especie Hanseniaspora
uvarum (Figura 4.7, carril 3).

Un grupo de 4 levaduras aisladas de mostos sin fermentar (cepas SFA1004; SFRi1005;
SFRu1003; SFT01011) que tienen un ITS de ~650 pb (patron D) son de la especie
Wickerhamomyces anomalus (Figura 4.7, carril 4).

Una Unica levadura aislada de mosto sin fermentar de Ribera de Duero (SFRi1002) que
tiene un ITS de ~450 pb (patron E), es de la especie Metschnikowia citriensis (Figura
4.7, carril 5).

Un grupo de 11 levaduras aisladas de microfermentaciones de mostos a los 1-3 dias
(cepas FTA2017; FTA2021; FTA2031; FTRi2003; FTRi2018; FTRi2029; FTRi2030;
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FTRu2014; FTT02015; FTT02016; FTT02022) que tienen un ITS de ~800 pb (patrén
B), son de la especie Dekkera anomala/Brettanomyces bruxellensis (Figura 4.7, carril 6).

Otro grupo de 11 levaduras aisladas también de las microfermentaciones de mostos a los
1-3 dias (cepas FTA2010; FTA2012; FTA2026; FTRi2009; FTRi2013; FTRi2023;
FTRu2004; FTRu2008; FTRu2025; FTT02001; FTT02002) que tienen un ITS de ~400
pb (patron F), son de la especie Metschnikowia pulcherrima (Figura 4.7, carril 7).

Los tamarios de los fragmentos generados por la digestion del producto de PCR 5,8S-ITS
con las enzimas de restriccion Haelll, Hinfl, Cfol (apartado 3 de Metodologia) se
compararon con los datos depositados en la base de datos para levaduras yeast-id (Figura
4.8). Se secuenciaron los 5,8S-ITS de ~700pb y ~400pb porque el andlisis de restriccion
no permitié identificar la especie de levadura.

Haelll Hinfl Cfol MWM Species ITS RFLPs pattern 6

MWM Haelll Hinfl Cfol ‘Species ITS RFLPs pattern 290
D;g:era anomala, M.T. Smith and van Grinsven
1

$accharomyces cerevisiae, Meyen ex E.C. Hansen
1

1000pb
Pattern (b) Enzyme Pattern (bp)
500pb
1000pb 3 Armpiid OVA =
cro1 120 + 340 + 340
500pb Hae 111 800
T 50 + 160 + 190 + 360
T Updated: 160 Ociober 20
MWM Haelll Hinfl Cfol
Species ITS RFLPs pattern 12
Hanseniaspora uvarum, (Niehaus) Shehata, Mrak
S —— & Phaff ex M.T. Smith 1984
MWNM Haelll Hinfl Cfol Hanseniaspora uvarum, (Niehaus) Shehata, Mrak 1000pb MycoBank 530461
& Phaff ex M.T. Smith 1984
Enzyme | Pattern (bp)
MycoBank 530461 500pb
Amplified DNA | 725
1000pb Enzyme Pattern (bp) o1 | 100 + 320 + 340
500pb Amplified DNA 775 Dde 1 | 80 + 100 + 170 + 300
cto1 100 + 320 + 340 Hoe 111 | 775
Ddel 904100 + 170 + 300 Hint 1 | 160 + 200 + 370
Hae 111 775 A5t updated: 16th October 2015

160 + 200 + 370

2% Updated: 16th October 2015

Figura 4.8. Fragmentos de restriccién generados por digestion con varias enzimas de restriccion de
los productos de PCR 5,8S-ITS, cuyos tamafios y patrones se indican en la Tabla 4.3 con relacién a
los depositados en la base de datos yeast-id (tablas a la derecha de las electroforesis en geles de
agarosa)

En este trabajo, se realizaron varios tipos de pruebas moleculares de 6 levaduras de la
especie S. cerevisiae aisladas de cuatro mostos, en paralelo con el de 5 cepas vinicas
comerciales que se usan en las cuatro bodegas cuyos mostos se analizaron (Tabla 4.4).
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AISLADOS (Cadigo)

Procedencia

Tabla 4.4. Aislados de S. cerevisiae y cepas comerciales de cada bodega

Numeracion

Figuras 4.9 -4.13

FTRi2013 (Ril) Ribera del Duero | 8
FTRu2008 (R1) Rueda 2
FFA3010 (A1) Arribes 10
FFRi3002 (Ri2) Ribera del Duero | 9
FFRu300 (R2) Rueda 4
FFT03008 (T1) Toro 11
COMERCIALES

F14 (AC1) Arribes 5
Vinicom (RiC1) Ribera del Duero | 6
Oenocom (RiC2) Ribera del Duero | 7
RBcom (RC1) Rueda 3
Shcom (RC2) Rueda 12

En primer lugar, se analizaron los polimorfismos que genera la amplificacion por PCR de
secuencias 0, para discriminar si eran diferentes las levaduras S. cerevisiae aisladas de los
mostos, entre ellas y de las cepas comerciales. Los resultados de la amplificacion de
secuencias d se muestran en la Figura 4.9.
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Secuencias §

M R1 RC1 R2 AC1 RiC1 RiC2 Ri1 Ri2 A1 T1 RC2

1000 pb —

500 pb

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

Figura 4.9. Analisis de secuencias & de levaduras S. cerevisiae. Marcador (M) de tamafio molecular
(2); levaduras aisladas de mostos (2, 4, 8, 9, 10 y 11); cepas vinicas comerciales (3, 5, 6, 7 'y 12), (ver
Tabla 4.4).

Los resultados indican que algunas levaduras S. cerevisiae aisladas de los mostos serian
distintas de las cepas comerciales que se utilizan en las bodegas. Este seria el caso de la
cepas R1 (2) y R2 (4) aisladas de mosto de Rueda respecto a las cepas comerciales de
bodega RC1(3) y RC2 (12); el de las levaduras aisladas de Ribera de Duero Ril (8) y Ri2
(9) respecto a las dos comerciales de esas bodega, RiC1 (6) 7 RiC2 (7); y el de Al aislada
de Arribes (10), respecto a la cepa comercial de la bodega AC1 (5). Sin embargo, los
patrones 0 de las levaduras A1 de Arribes, Ri2 de Ribera de Duero y R2 de Rueda parecen
muy similares entre si o las diferencias son indistinguibles.

Otro criterio para distinguir entre cepas de S. cerevisiae es obtener los patrones de RAPD,
amplificacion aleatoria por PCR a 37°C empleando el oligonucleétido M13 (Materiales y
Métodos 4.1), analisis que se muestra en la Figura 4.10.

RAPD-M13
M R1 RC1 R2 AC1 RiC1 RiC2 Ri1 Ri2 A1 T1 RC2

1000 pb —

500 pb —

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figura 4.10. Analisis RAPD M13 de levaduras S. cerevisiae. Marcador (M) de tamafio molecular (1);
levaduras aisladas de mostos (2, 4 8, 9, 10y 11); cepas vinicas comerciales (3, 5, 6, 7y 12), (ver Tabla
4.4 para la descripcion y origen de cada levadura).

Los patrones de huella genética RAPD M13 a 37°C no fueron demasiado resolutivos para
diferenciar entre las levaduras aisladas y las comerciales vinicas. Asi, el perfil RAPD de
las dos levaduras de Rueda, R1 (2) y R2 (4) indicaria que son distintas entre ellas. Las
aisladas de Ribera Ril (8) y Ri2 (9) tienen el mismo patrén de bandas RAPD,
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indistinguible de los de las otras levaduras aisladas, como ACL1 (5) y las demas levaduras
vinicas comerciales (3, 6, 7, 8, 9y 12). Sin embargo, los patrones RAPD de las levaduras
A1(10) de Arribesy T1 (11) de Toro son diferentes entre ellas y de todas las demas.

A continuacion, se analizaron los minisatélites ubicados en los genes SED1 y AGAL de S.
cerevisiae y los resultados se muestran en la Figura 4.11.

Minisatélites

SED1 AGA1

M R1 RC1 R2 AC1 RiC1RiC2 Ri1 Ri2 A1 T1 RC2 M R1 RC1 R2 AC1 RiC1RiC2 Ri1 Ri2 A1 T1 RC2

1000 pb 1000 pb —

500 pb 500 pb —

1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figura 4.11. Analisis de los minisatélites de los genes SED1 y AGA1 de levaduras S. cerevisiae.
Marcador (M) de tamafio molecular (1); levaduras aisladas de mostos (2, 4, 8, 9, 10y 11); cepas vinicas
comerciales (3, 5, 6, 7y 12), (ver Tabla 4.4).

Para los minisatélites de SED1, los patrones de bandas de las levaduras R1(2) y R2 (4)
aisladas de Rueda parecen iguales, pero distintos de los de la cepa vinica comercial RC1
(3), cuyo patron es similar al de la RC2 (12). Los patrones de minisatélites SED1 de las
levaduras Ri1(9) y Ri2 (10) aisladas de Ribera de Duero parecen algo diferentes, pero no
se puede dirimir si son distintos de los patrones de las cepas comerciales RiC1 (6) o de
RiC2 (7) al ser muy tenue la banda que se observa. La levadura Al (10) de Arribes y la
T1(11) de Toro tienen patrones SED1 que parecen ser diferentes de los de las demés
levaduras y de las vinicas comerciales.

Para los mini satélites de AGAL, los patrones de bandas de las levaduras R1 (2) y R2 (4)
aisladas de Rueda serian también iguales, distintos de los de la vinica RC1(2) y que
también es distinto del de la comercial RC2 (12). Los mini satélites AGAL de las levaduras
de Ribera y de una de las comerciales no se amplificaron bien, solo RiC1 (6) es visible y
su patrén de banda es diferente de las demas levaduras en el gel. Los minisatélites de la
levadura Al (10) aislada de Arribes no se amplificaron y la levadura de Toro T1 (11) da
un patrén que parece similar al de la comercial de Rueda RC1 (3).

El analisis de 4 de los microsatélites que mas se emplean en enologia (Legras et al., 2005)
se muestra en la Figura 4.12.
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Microsatélites

M R1 RC1 R2 AC1 RiC1RiC2 Ri1 Ri2 A1 T1 RC2

scYOR267
1000 pb
500 pb —

YPLO009c
1000 pb —
500 pb —

C5

500 pb —
1000 pb — SCAAT1
500 pb —

1 2 3 5 6 7 8 9 10 11 12

Figura 4.12. Amplificacion por PCR de los microsatélites scYOR267, YPL009c, C5 y SCAAT1 de
distintas levaduras S. cerevisiae. Marcador (M) de tamafio molecular (1); levaduras aisladas de mostos
(2,4,8,9,10y 11); cepas vinicas comerciales (3, 5, 6, 7y 12), (ver Tabla 4.4).

El andlisis de los 4 microsatélites sScYOR267, YPL009c, C5 y SCAATL indica que las
levaduras R1 (2), RC1 (3) y RC2 (12) dan bandas que parecen de igual tamafio. El patron
de Ril (8) parece similar a los de la cepa vinica comercial RiC1(6), excepto para el
microsatélite C5 de RiC1. La levadura aislada de Ribera de Duero Ri2 (9) parece similar
para los 4 microsatélites a la comercial RIC2 (7) y los de las levaduras A1(10) y T1 (11)
no se lograron amplificar.

El anlisis de microsatélites RAPD-M13 amplificados por PCR a 55°C se muestra en la
Figura 4.13.

Microsatélites M13

M R1 RC1 R2 AC1 RiC1 RiC2 Ri1 Ri2 A1 Ti1 RC2

1000 pb —

500 pb —

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

Figura 4.13. Anélisis de microsatélites M13 (PCR a 55°C) de levaduras S. cerevisiae. Marcador (M)
de tamafio molecular (1); levaduras aisladas de mostos (3, 8, 9, 10 y 11) y cepas comerciales (3, 5, 6,
7,12). (Véase Tabla 4.4).
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El analisis de microsatélites RAPD M13 a 55°C indica que la levadura aislada de Rueda
R1(2) es distinta de la R2 (4) y parece que de las comerciales RC1 (3) y RC2 (12), las
cuales parecen mas similares entre ellas y, en parte, a R2. Los patrones RAPD de Ril (8)
y Ri2(9) parecen iguales o muy similares, pero distintos de los de las vinicas comerciales
RiC1 (6) y RiC2 (7). Sin embargo, los patrones de las levaduras comerciales AC1 (5) y
RC1 (3), parecen casi idénticos y lo mismo ocurre con los de Ril, Ri2, Aly T1 para este
tipo de marcador, por lo que se generan dudas sobre la resolucion de este analisis para
discriminar entre cepas diferentes.

En resumen, el andlisis conjunto de los marcadores moleculares que fueron mas
resolutivos sugiere que al menos 4 levaduras aisladas de los mostos son distintas entre
ellas y de las vinicas comerciales. Asi, las levaduras aisladas de Rueda FTRu2008 (R1) y
FFRu300 (R2), de Ribera de Duero FTRi2013 (Ril) y probablemente la levadura de Toro
FFT03008 (T1) son distintas de las cepas comerciales suministradas por cada bodega y
podrian ser cepas nuevas (Tabla 4.5).

Tabla 4.5. Semejanzas y diferencias entre aislados de levaduras y las cepas comerciales de bodegas
basados en los marcadores moleculares que fueron mas resolutivos. D: indica distintos patrones con
respecto a todas las demas levaduras de una columna, aisladas o vinicas. EI sombreado gris: indica
patrén igual o similar entre esas cepas solo para ese marcador en la columna. Sombreado en color:
marca dos cepas distintas entre ellas dos, pero iguales cada una a la cepa vinica del mismo color

Levaduras D.O Delta | M13 | SED1 | AGAl | scYOR267c | C5
S. cerevisiae 55°C

R1 Rueda D D D D D
FTRu2008

R2 Rueda D D D D -
FFRu300

RC1 Rueda D D D
RBcom

RC2 Rueda D D -- -
Shcom

Ril Ribera D D (? -- D*
FTRi2013

Ri2 Ribera D D (? -- D
FFRi3002

RiC1 Ribera D D - D* D
Vinicom

RiC2 Ribera D D -- D
Oenocom

Al Arribes D D -- - -
FA3010

AC1 Arribes D D D -- - -
F14

T1 Toro D - -
FFT03008
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2. Analisis metataxonomico de la microbiota fungica de los mostos

Se analizaron los mostos sin fermentar de las cuatro bodegas mediante una técnica
independiente de cultivo basada en la amplificacion y ultra secuenciacion de alto
rendimiento del ITS1 del 5,8S ARNr (Metodologia, apartado 3). La abundancia relativa

de especies de hongos y levaduras detectadas se recoge en la Tabla 4.6.

Tabla 4.6. Biodiversidad de especies microbianas identificadas en los micobiomas de mostos sin
fermentar de las 4 bodegas objeto de estudio (*presencia no significativa, <0,1%; **ausencia de esa

especie).

Especie Arribes
Alternaria chlamydospora *
Alternaria eichhorniae 1,89
Alternaria infectoria 0,13
Alternaria sp. 0,62
Amanita phalloides *
Arachnomyces pilosus 0,10
Aspergillus carbonarius **
Aspergillus deflectus 0,34
Aspergillus flavus 0,13
Aspergillus fumigatus *
Aspergillus melleus *
Aspergillus niger *

Aspergillus ochraceopetaliformis | *

Aspergillus ochraceus 0,55
Aspergillus pseudodeflectus *
Aspergillus ruber 0,11
Aspergillus rugulosus *
Aspergillus sp. *
Aspergillus terreus *
Aureobasidium pullulans 13,99
Aureobasidium sp. 0,63
Beauveria bassiana *
Botrytis cinerea 25,35
Botrytis sp. *
Candida railenensis **
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0,29
5,23
0,38
0,96
0,15
1,12
s
3,17
1,22
0,12
0,84
0,44
0,23
5,26
0,31
1,01
0,50
0,46
0,33
11,98
0,57
0,12
0,95

**

**

*

2,52
0,40
1,48
*

0,19
0,10
0,66
0,23
*

0,16
0,53

*

1,00
*

0,23
0,13
0,87
*

7,78
0,31

*

0,69

**

0,72

0,11
9,80
0,55
2,52

*

0,44
=
1,18
0,45
.
0,24
013
-
1,74
0,14
0,36
0,22
0,12
011
20,33
0,90
.
13,28
0,12

**



Capnodium sp.

Chaetomium sp.
Chrysosporium lobatum
Chrysosporium pseudomerdarium
Cistella sp.
Cladophialophora chaetospira
Cladophialophora sp.
Cladosporium herbarum
Cladosporium sp.
Cladosporium sphaerospermum
Cortinarius belleri
Cortinarius trivialis
Curvibasidium cygneicollum
Curvibasidium sp.
Curvularia spicifera
Cystofilobasidium capitatum
Cystofilobasidium macerans
Debaryomyces hansenii
Didymella exigua
Didymella pinodes

Diplodia sp.

Erysiphe necator

Exophiala equina
Filobasidium chernovii
Filobasidium floriforme
Filobasidium magnum
Filobasidium oeirense
Filobasidium sp.
Filobasidium wieringae
Foliophoma fallens
Fusarium delphinoides
Fusarium equiseti

Fusarium proliferatum

Fusarium pseudensiforme

15,13
0,19

**

0,42
0,26
0,74

0,27

**

0,43

0,10
0,16

0,38

0,18
0,95
0,26

0,26
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0,11
0,14
0,72
0,37
0,10
0,23
0,14
6,47

0,12
0,16
7,50

**

0,60

**

0,31
**

1,50
0,11

0,12
0,13

*x

**

**

0,90
0,23
0,46
2,96

**

0,18

8,00
0,11

0,93

**

0,12
s

0,18
0,70
0,81

**

**

4,26

0,48
**

0,15
0,12

*x

0,21

**

0,17

0,11
0,48

0,25
0,24

**

14,40

2,40

0,14
0,26

**

0,19

1,15

1,15
0,19

0,20
0,12
0,48

0,38

**

0,36
0,11
0,20
0,96



Fusarium sp.
Gibellulopsis sp.

Hannaella luteola

Hanseniaspora osmophila

Hanseniaspora uvarum
Hanseniaspora valbyensis
Hormonema viticola
Humicola nigrescens

Humicola olivacea

Hymenoscyphus varicosporoides

Knufia sp.

Lachancea thermotolerans

Lepiota sp.

Lysurus cruciatus
Mortierella alpina
Mortierella amoeboidea
Mortierella capitata
Mortierella exigua
Mortierella fatshederae
Mortierella gamsii
Mortierella globulifera
Mortierella hyalina
Mortierella minutissima
Mortierella rishikesha
Mortierella sarnyensis
Mortierella sclerotiella
Mortierella sp.
Mycosphaerella dianthi
Naganishia albida
Nakazawaea ishiwadae
Naumovozyma castellii
Neosetophoma lunariae
Oidiodendron maius

Oidiodendron setiferum

**

0,27
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0,20
0,20
0,11
s

0,10
0,81

0,12
0,13
0,20
0,12

**

0,16

**

4,66

0,36
0,12
0,21
0,75
0,23
0,90
0,59
0,22
0,20
0,43
5,08
0,13

**

0,13

0,33
0,24

27,53
0,12

**

0,15

**

0,11
0,68

**

0,11

0,13
0,10

0,76
0,24
0,14
4,88

*x

0,19

**

**%
**

**

**

**

1,49
0,10
0,13

0,23

0,33
0,17
0,24
0,10
0,15
1,65
0,20
0,13

**

1,10



Oidiodendron sp.
Panaeolina foenisecii
Papiliotrema laurentii
Parasola lilatincta
Penicillium brevicompactum
Penicillium corylophilum
Penicillium echinulatum
Penicillium expansum
Penicillium glabrum
Penicillium herquei
Penicillium levitum
Penicillium melinii
Penicillium oxalicum
Penicillium parviverrucosum
Penicillium pimiteouiense
Penicillium psychrosexualis
Penicillium roseopurpureum
Penicillium simplicissimum
Penicillium sp.

Penicillium spinulosum
Phallus impudicus

Phallus rugulosus

Phoma sp.

Plectosphaerella cucumerina
Plectosphaerella oratosquillae
Pseudeurotium sp.
Pseudogymnoascus roseus
Pyrenochaetopsis decipiens
Pyrenochaetopsis leptospora
Rhizopus oryzae
Rhodosporidiobolus colostri
Russula chloroides

Russula sp.

Saccharomyces bayanus

**
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0,11
0,11
0,24
0,10

0,40

0,58
0,47
0,69
0,50
0,10
0,16
0,13
s

0,24
0,57
0,64

0,36
0,21
0,20
jraes

0,56
0,24
0,66
0,12
0,42
0,61
jraes

0,10
0,10

**

0,65
0,17

0,68
0,25

0,11

0,73

0,10

0,10

0,13

**

0,11

0,14

18,14

0,55

0,12

5,74
0,14
0,20
0,11

**

0,14
0,19
0,20
0,23
0,11
0,61
0,17
s

0,14
0,21

0,18
0,14

**

**



Saccharomyces cerevisiae 3,46 *x 0,15 **

Saccharomyces sp. ** *x 1,61 **
Saitozyma podzolica * 0,51 0,10 0,25
Solicoccozyma aeria 0,10 1,24 0,22 0,45
Solicoccozyma terrea 0,10 1,26 0,21 0,55
Solicoccozyma terricola * 0,33 * 0,10
Sporobolomyces roseus 0,16 0,22 * 0,42
Stemphylium vesicarium 0,40 0,38 0,41 0,64
Talaromyces marneffei * 0,23 * *
Tausonia pullulans * 0,17 * *
Tetracladium sp. 0,10 1,26 0,26 0,42
Thelephora castanea ** 0,10 * *
Tomentella sp. * 0,13 * *
Torulaspora delbrueckii 21,63 B3 0,22 B3
Trichoderma asperellum * 0,32 * 0,10
Trichosporiella cerebriformis * 0,22 * *
Umbelopsis sp. * 0,23 * 0,10
Umbelopsis vinacea * 0,73 0,18 0,44
Vishniacozyma taibaiensis * 0,12 * *
Vishniacozyma victoriae 0,17 * * *
Wickerhamomyces anomalus 2,67 i 0,18 el

Sombreadas en naranja, las especies de levadura relevantes en enologia

Se detect0 la presencia en los mostos de hongos y levaduras, principalmente la de algunas
especies con una abundancia relativa mayor o igual del 0,1%, que corresponden a 193
especies de levaduras en el mosto de Arribes, 197 en el de Toro, 218 en el de Rueda y
267 en el de Ribera del Duero. De ellas, 23 especies de levaduras y hongos aparecen en
los mostos de las cuatro bodegas con un porcentaje mayor del 0,1%.

Se detectd mediante este andlisis la presencia de cuatro especies de levaduras beneficiosas
en los mostos de las bodegas de Arribes y Rueda (Saccharomyces sp., Hanseniaspora sp.,
Torulaspora delbrueckii, Nakazawaea ishiwadae). Estas especies suelen detectarse en
distintas fases la fermentacion alcohdlica y pueden aportar cualidades organolépticas
diferenciadoras a los vinos (Ruiz et al., 2019; Vallejo et al., 2020; Gonzalez & Morales,
2022)

Ademas, se identificaron especies fungicas que podrian promover el crecimiento vegetal
0 actuar potencialmente como agentes de control bioldgico (Aureobasidium pullulans, o
Mortierella sp.), aunque también se detectaron especies fitopatogenas (como Botrytis
cinerea o Didymella).
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DISCUSION

1. Respecto al aislamiento de levaduras en medios de cultivo

La mayor biodiversidad de levaduras no-Saccharomyces se encuentra en mostos sin
fermentar y en la fase tumultuosa, mientras que las cepas de Saccharomyces cerevisiae
se pudieron aislar tanto al final de la fase tumultuosa como tras 5 dias de fermentacion
alcohdlica. Estos resultados se parecen a los obtenidos por otros autores (Jeyaram et al.,
2008; Filho et al., 2017; Lin et al., 2020; Corbu & Csutak, 2022). Usando tres medios de
cultivo, se pudieron aislar 6 especies de levaduras. Entre las descritas en la literatura que
aparecen al comienzo de la fermentacion de los mostos estan Cryptococcus y
Rhodotorula, especies que no se han detectado en nuestros mostos. Sin embargo, géneros
como Hanseniaspora, Candida, Pichia, Torulaspora, Kluyveromyces, Metschnikowia o
Starmerella entre otros, son capaces de sobrevivir mas tiempo y dominar las primeras
fases de la fermentacién y si se aislaron en cultivo (Gonzalez & Morales, 2022). De
hecho, pudimos aislar también cepas de Hanseniaspora uvarum, Wickerhamomyces
anomalus, Metschnikowia citriensis y Metschnikowia pulcherrima (las dos Gltimas, no se
detectaron en el andlisis metataxondmico).

Solo una fraccion de la microbiota asociada a un nicho ecoldgico es cultivable en medios
de laboratorio rutinarios. Si se quiere aislar el mayor nimero de especies posibles de
microorganismos de cualquier nicho ecoldgico es necesario emplear al menos un abanico
amplio de medios de cultivo y condiciones de crecimiento, que no se ha realizado en este
trabajo (Martins et al., 2022).

Un estudio de los fenotipos de interés tecnoldgico de las distintas levaduras aisladas puede
ser Gtil para considerar su posible uso en enologia, puesto que se conocen beneficios
asociados a cepas de estas especies. Metschnikowia pulcherrima ha sido ampliamente
utilizada para la produccién de aromas distintivos en los vinos y como agente de control
bioldgico en vifiedos (Gonzalez & Morales, 2022). Hanseniaspora al igual que
Metschnikowia, suele producir mayores niveles de ésteres y otros componentes
aromaticos (Bisson & Karpel, 2010; Tello et al., 2011; Pretorius, 2020). En cuanto a
Wickerhamomyces anomalus, se ha descrito que puede producir glicosidasas como las f3-
D-glucosidasa, a-L-arabinofuranosidasa, a-L-ramnosidasa y B-D-xilosidasa, las cuales
estan involucradas en la liberacién de compuestos aromaticos (Padilla et al., 2018).

Numerosas bodegas utilizan levaduras vinicas comerciales que permiten iniciar o
finalizar la fermentacion alcoholica eficientemente asegurando la sostenibilidad y
reproducibilidad de los vinos. Sin embargo, el uso extendido de las mismas cepas
comerciales puede afectar a la diversidad genética de las poblaciones de levaduras
autoctonas (Pinto et al., 2015; Eldarov & Mardanov, 2020; Chalvantzi et al., 2020).

En este estudio utilizamos un total de 8 parejas de oligonucleétidos de cadena sencilla de
ADN para realizar pruebas moleculares que permitieron distinguir entre cepas de S.
cerevisiae aisladas de las distintas Denominaciones de Origen. En total se identificaron 6
cepas distintas que se podran caracterizar en un futuro para determinar si aportan
caracteres diferenciadores (aroma, variacion del nivel de glicerol y/o etanol, etc.) a vinos
experimentales. También se debera analizar la posibilidad para producirlas en la industria
en funcion de su estabilidad gendmica, la capacidad de producir biomasa , sus respuestas
a estrés oxidativo (Pérez-Torrado et al., 2009; Matallana & Aranda, 2017) y otros
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biomarcadores de interés que pueden aconsejar su produccién como levadura seca activa
(Gamero-Sandemetrio et al., 2014).

2. Respecto al analisis del micobioma de los mostos

Dada la concienciacion actual de los consumidores hacia los problemas que plantea el
desarrollo sostenible y la demanda de vinos de terroir, los vinos naturales de vifiedos
ecologicos brindan oportunidades para el futuro desarrollo de la industria del vino. Los
microbiomas son parte integral de la viticultura y la elaboracion del vino, en los que
diversos microorganismos pueden ejercer efectos positivos y negativos sobre la uvay la
calidad del vino. Las comunidades de microorganismos asociados a cada vifiedo juegan
un papel importante en la productividad del suelo y la resistencia a enfermedades propias
de la vid. El vino es un producto natural fermentado y el vifiedo sirve como punto de
entrada para la microbiota moduladora de su calidad, particularmente en fermentaciones
que se llevan a cabo sin afiadir levaduras exdgenas. Por todo ello, las fuentes y la
persistencia de la microbiota relevante para el vino en los vifiedos tienen un impacto
critico en su calidad y pueden ser afectados por las précticas de cultivo (Grigs et al., 2021;
Wei et al., 2022; Ding et al., 2023).

No todas las levaduras identificadas en los cuatro mostos sin fermentar se aislaron en
cultivo. De las 6 especies que se identificaron, Gnicamente Wickerhamomyces anomalus,
Hanseniaspora uvarum, S. cerevisiae y Nakazawaea ishiwadae aparecen con una
abundancia relativa superior al 0,1% en mostos de Arribes y Rueda, y, no se detectan en
los mostos de Ribera y Toro. La presencia de W. anomalus seria beneficiosa puesto que
puede tener dependiendo de la cepa, efectos positivos en el perfil aromatico de los vinos
ademéas de ser capaz de inhibir algunas levaduras deterioradoras del vino como
Brettanomyces bruxellensis (Comitini et al., 2020; Li et al., 2022). Ademas, cabe resaltar
la presencia dea N. ishiwadae puesto que se trata de una levadura no convencional que se
ha descrito que puede tolerar altas tasas de alcohol (15%) y es capaz de aumentar los
compuestos aromaticos en vinos, por lo que se le considera un co-cultivo prometedor
(Ruiz et al., 2019; van Wyk et al., 2020)

En los cuatro mostos se detectd la presencia de hongos, que no se aislaron ni identificaron,
ya que solo se seleccionaron colonias cuyas células tenian morfologia levaduriforme.
Entre ellos se encuentran Aureobasidium pullulans y Mortierella. A. pullulans se
encuentra a veces en las primeras fases de la FA (Kamilari et al., 2021) y se ha utilizado
en viticultura organica como agente de control bioldgico autorizado. En el caso de la
levadura que si se ha aislado en cultivo, Meyerozyma guilliermondii algunas cepas son
activas frente a distintas especies del género Penicillium, Colletotrichum acutatum o
Botrytis cinerea, entre otros (Wang et al., 2018; Moura et al., 2021; Igbal et al., 2023)
mientras que algunas especies de Mortierella se ha comprobado que poseen eficacia para
combatir a distintas especies de nematodos como Meloidogyne chitwoodi ademas de
aportar beneficios a la vid al descomponer polisacaridos en el suelo (DiLegge et al., 2019;
Yan et al., 2022).

En mostos de Ribera y Toro cabe resaltar la presencia de Phoma sp., capaz de producir
potentes metabolitos secundarios antimicrobianos que pueden tener potencial como
nuevos biopesticidas contra otros patdgenos fangicos (Kernaghan et al., 2017).
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En muestras de mostos procedentes de Arribes y Rueda destaca la presencia de la especie
fermentativa S. cerevisiae. Ademas, en los mostos de Rueda aparece con alta abundancia
relativa Saccharomyces bayanus, especie que tiene buenas prestaciones fermentativas,
elevada resistencia al etanol y aporta algunas propiedades organolépticas relevantes,
asegurando la fermentacion alcohdlica y convirtiéndose la cepa, en caso de aislarse, en
una candidata interesante para ser utilizada como starter (Mufioz-Bernal et al., 2012;
Pérez-Través et al., 2014)

Por otro lado, se detectaron especies alterantes del vino en los mostos de las distintas
bodegas. Las especies con mayor abundancia relativa pertenecian a géneros que causan
podredumbres (Botrytis cinerea y Cladosporium herbarum) que se detectaron en los
mostos de Arribes y Toro con una mayor abundancia relativa y, por tanto, podrian causar
pérdidas econdmicas en el sector (Bricefio & Latorre, 2007; Chen et al., 2023; Bi et al.,
2023). Ademas, encontramos Alternaria infectoria, endéfito patdégeno de la vid que
produce una micotoxina peligrosa que puede llegar al vino, no obstante, su abundancia
relativa en las cuatro bodegas no supera el 1% (Tronchoni et al., 2022).
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CONCLUSIONES

1. El analisis de muestras de 24 vifiedos de Castilla y Ledn pertenecientes a las D.O. de
Arribes, Rueda, Ribera del Duero y Toro (en sus suelos, cortezas y uvas) y de mostos de
cuatro de las bodegas, constituye el primer estudio detallado para valorar los Servicios
Ecosistémicos (de aprovisionamiento, regulacion y culturales) que puede aportar la
microbiota a las caracteristicas peculiares de los vifiedos y de vinos de la Comunidad
Autoénoma. Los resultados de este trabajo arrojan datos singulares que indican varias
diferencias y algunas similitudes en las especies componentes de los microbiomas de
vifiedos situados en paisajes homogéneos y aquellos que estdn rodeados de paisajes
heterogéneos. Se detecta mayor biodiversidad de especies microbianas en los vifiedos
situados en paisajes heterogéneos y mayor abundancia relativa de algunas especies
bacterianas y fungicas, incluyendo determinadas especies catalogadas entre las que
aportan beneficios tanto a la planta como a la salud de los viiedos y, por ende, a la calidad
de los vinos. Ademas, se han identificado especies microbianas en muestras de suelos y
cortezas de vifiedos situados en paisajes heterogéneos propias de sistemas forestales, un
nuevo hallazgo que pone de manifiesto la influencia que el paisaje circundante ejerce
sobre los cultivos.

2. Se han investigado y catalogado los Servicios Ecosistémicos que puede aportar la
microbiota al valor de los vifiedos y de los vinos. Es la primera vez, hasta donde llega
nuestro conocimiento, que se presenta una revision sistematica de los
servicios ecosistémicos que presta la microbiota del vino. En este caso, ademas, se ha
realizado una primera identificacion de estos servicios en la region de Castilla y Ledn,
paso previo necesario a su valoracion econdmica. Esto es especialmente significativo para
los servicios de regulacion y culturales, que no son valorados ni retribuidos en los
mercados. Los numerosos datos recabados en este trabajo abren un innovador marco de
estudio hacia su posible valoraciéon econdémica y, con ello, a nuevas lineas de
investigacion que estan en sintonia con estudios similares en otros paises Europeos y en
concordancia con las actuales lineas de los grupos participantes en este trabajo. Ello puede
ayudar a una mejor toma de decisiones, tanto en el ambito privado como en el publico.

3. El andlisis la microbiota fungica de cuatro mostos sin fermentar de las D.O. Arribes
(bodega Hacienda Zorita), Rueda (Ramon Bilbao), Ribera del Duero (Martin Berdugo) y
Toro (Mazas) revela la presencia con abundancia significativa de especies de levadura
de interés enoldgico que pueden representar cepas autoctonas de cada vifedo,
como Saccharomyces bayanus en mosto de Ribera de Duero, Nakazawaea ishiwadae en
mosto de Rueda o Torulaspora delbrueckii y Saccharomyces cerevisiae en mosto de
Arribes. Se han identificado 6 especies de levadura entre los 46 aislados en 3 medios de
cultivo durante 5 dias de fermentacion espontinea de los mostos: Saccharomyces
cerevisiae, Dekkera anomala, Hanseniaspora uvarum, Wicherhamomyces
anomalus, Metschnikowia citriensis y Metschnikowia pulcherrima. Ademas, se han
caracterizado con pruebas moleculares 6 aislados de la especie S. cerevisiae para
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determinar si podrian corresponder a cepas nuevas. Los resultados indican que las
levaduras aisladas de Rueda FTRu2008 (R1) y FFRu300 (R2), de Ribera de Duero
FTRi2013 (Ril) y probablemente la de Toro FFTo3008 (T1) son distintas, en base a varios
patrones de huella genética, de las cepas vinicas comerciales suministradas por cada
bodega. Esas cuatro cepas podrian tener caracteristicas fermentativas deseables y quiza
aportar algunas propiedades organolépticas y sensoriales distintivas a nuevos vinos
experimentales, por lo que una posterior caracterizacion fenotipica y tecnoldgica
detallada de las mismas proporcionard informacion valiosa para su posible uso en
vinificacion.
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