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El Chacoli de Vizcaya/Bizkaiko Txakolina es un vino blanco caracteristico del
Pais Vasco con denominacién de origen (BOPV 14/6/94). El objetivo del
presente estudio fue seleccionar cepas de levaduras autéctonas para mejorar
las condiciones de elaboraciéon manteniendo las caracteristicas propias de los
vinos de esta regién. Se aislaron levaduras identificadas como Saccharomyces
bayanus durante las campafas 1996-1998 y se sometieron a un proceso
selectivo en funcion de sus caracteristicas enoldgicas y su comportamiento
fermentativo. Tres de las cepas seleccionadas se inocularon a escala de bodega
sobre mostos monovarietales de las dos variedades de uva aceptadas en esta
denominacion de origen, Hondarrabi Zuri'y Folle Blanche. La implantacién de
las cepas inoculadas en las respectivas vinificaciones fue controlada mediante
el analisis del polimorfismo de restriccion del ADN mitocondrial (REAmt) con la
enzima Alul, dada su especificidad, rapidez y sencillez tecnolégica en
comparacion con otras técnicas de tipificacion molecular utilizadas también en
este estudio: cariotipificacion cromosomica mediante electroforesis en campo
pulsado, Random Amplified Polymorphic DNA-PCR (RAPD-PCR) y analisis del
polimorfismo de restriccién originado por la enzima Sfil de corte infrecuente
(REA infrecuente). Este estudio ha demostrado que cepas con comportamientos
fenotipicos diferentes presentan los mismos patrones de restriccion con REAmt,
pero pueden ser diferenciadas con otras técnicas aplicadas en este estudio,
como RAPD-PCR, que pese a su baja reproducibilidad puede ser una
herramienta complementaria a REAmt. Nuestros resultados demuestran que, a
pesar de utilizar cepas autdctonas seleccionadas, la inoculacién de un caldo
con una cepa no es garantia de que domine y dirija la fermentacién del mosto,
ya que una misma cepa puede imponerse o no dependiendo del tipo de mosto
y de la campafia de que se trate. De las levaduras estudiadas, la cepa 2 fue la
que mejores resultados proporcioné tanto en cata como en implantacién, por lo
que podria ser utilizada para la produccion de Chacoli de Vizcaya con fines
comerciales, sobre todo de mostos procedentes de Folle Blanche.
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Summary

Cepas de Saccharomyces en Chacoli
Rementeria A, et al.

Selection and implantation of yeast strains of genus
Saccharomyces at a winery regulated by Appellation
Controlée “Chacoli de Vizcaya/Bizkaiko Txakolina”

The white wine “Chacoli de Vizcaya/Bizkaiko Txakolina” is characteristic from
The Basque Country region and regulated under Appellation Contrélée
standards (BOPV 14/6/94). The objective of this study was the identification and
selection of autochthonous yeast strains, to improve the conditions used to
maintain the typical characteristics of this region wines. Yeasts identified as
Saccharomyces bayanus isolated around these fields from 1996 to 1998, were
subjected to a selective procedure based on enological characteristics and
fermentative behaviour. Three of the selected strains were used to inoculate, at
winery scale, two grape juice varieties accepted by the Appellation Contrdlée
(Hondarrabi Zuri and Folle Blanche). The inoculated strains on the respective
“vinifications” was followed by restriction fragment length polymorphism of
mitochondrial DNA (REAmt) method with Alul enzyme, due to their specificity,
short outcome, and technological simplicity compared with other molecular
typing methods such as: chromosomal karyotyping analyzed by pulsed field gel
electrophoresis, Random Amplified Polymorphic DNA-PCR (RAPD-PCR) and
restriction fragment length polymorphism using the infrequently cutting enzyme
Sfil (REA infrequent). This study demonstrated that strains with different
phenotypic traits could show indistinguishable restriction patterns with REAmt,
but could be discriminated using other typing methods such as RAPD-PCR,
which although showing low reproducibility could be used as complementary to
REAmt. Our results demonstrate that in spite of using autochthonous selected

strains, the inoculation of musts with a particular strain do not guarantee its
predominance and driving fermentation features. Of all yeast strains studied,
strain no. 2 showed the best results in sensory testing and at the implantation
process. Therefore, it could be used with commercial purposes for the
production of “Chacoli de Vizcaya/Bizkaiko Txakolina”, especially when using
musts from Folle Blanche.
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Las técnicas de elaboracién vitivinicola tradicional
han dado paso a procesos de cardcter mds industrializado,
aunque persiste una gran variabilidad en los sistemas de
elaboracién y técnicas utilizadas. La fermentacién espon-
tdnea del mosto puede acarrear problemas derivados del
exceso de dcido malico, de la poca capacidad de fermenta-
cién de las levaduras, de las paradas de fermentacion, de
la excesiva formacién de espuma, y/o de la obtencién de
caldos que no retinan las caracteristicas organolépticas
propias de las diferentes denominaciones de origen (DO).
Aunque se han usado levaduras seleccionadas en muchos
paises con excelentes resultados [7], su uso puede tener el
inconveniente de eliminar parte de las peculiaridades de
los vinos de una region. Existe, por tanto, una necesidad
de obtener cepas de Saccharomyces mejor adaptadas a las
diferentes regiones productoras de vino, a sus variedades
de uva, a sus précticas de viticultura y a sus técnicas de
elaboracién del vino [24]. En la mayoria de las zonas pro-
ductoras de vino del territorio espafiol existen programas
de caracterizacion y seleccion de levaduras autdctonas,
siendo los avances conseguidos en esta linea muy alenta-
dores en cuanto a la calidad y peculiaridad de los vinos
obtenidos [6,8-14,26-28,30,33,37]. El Chacoli de Vizcaya
es un vino caracteristico del Pais Vasco que obtuvo recien-
temente la denominacién de origen (BOPV 14/6/94). Los
primeros estudios ecoldgicos, han demostrado la participa-
cién mayoritaria de cepas de la especie Saccharomyces
bayanus en los caldos de esta region [34]. El objetivo del
presente estudio fue seleccionar cepas de levadura autdc-
tonas de la DO Chacoli de Vizcaya/Bizkaiko Txakolina
para mejorar las condiciones de elaboracién manteniendo
las caracteristicas propias de los vinos de esta region.

Materiales y métodos

Microorganismos, aislamiento, identificacion y
mantenimiento. Las levaduras utilizadas fueron aisladas de
distintas bodegas de la DO Chacoli de Vizcaya/Bizkaiko
Txakolina durante las campanas de 1995/96, 1996/97,
1997/98, 1998/99 y 1999/2000, como se recoge en Remen-
teria et al. [34], e identificadas segtin Kurtzman y Fell [15].
Se estudiaron las caracteristicas morfolégicas (morfologia
celular y tipo de reproduccién vegetativa, la forma, el
color, la textura y el tamafio de las colonias crecidas en
agar de Sabouraud, la formacién de velo, pelicula, anillo,
turbidez y sedimento del cultivo, y la formacién de espo-
ras), las caracteristicas fisiolgicas y bioquimicas, test del
DBB (Diazonium Blue B sal, Sigma-Aldrich Quimica SA,
Espaiia) fermentacion de azucares, asimilacién de carbohi-
dratos y de compuestos nitrogenados, asi como su capaci-
dad de crecimiento en medio libre de vitaminas, las tem-
peraturas médximas de crecimiento y su capacidad de
hidrdlisis de la arbutina. Se utilizaron también cinco cepas
de Saccharomyces cerevisiae de la Coleccién Espanola de
Cultivos Tipo (CECT 1478, CECT 1678, CECT 1682,
CECT 1891 y CECT 1890) y siete cepas comerciales que
fueron proporcionadas por el Centro Experimental de
Zalla, (perteneciente a la Diputacién Foral de Vizcaya y
que entre otros cometidos se encarga del estudio y mejora
de las técnicas de cultivo de la vid y de las técnicas de ela-
boracion de vinos para la mejora del Chacoli de Bizkaia).

Los estudios de validacion de las técnicas de tipifi-
cacién molecular se realizaron sobre una coleccién de 33
aislamientos de Saccharomyces sensu stricto no relaciona-
dos entre si, 23 de los cuales fueron obtenidos de distintas
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bodegas de 1la DO Chacoli de Vizcaya/Bizkaiko Txakolina
durante las campafias de 1995/96, 1996/97 y 1997/98. Las
cepas CECT 1478, CECT 1678 y CECT 1682, y las siete
cepas comerciales proporcionadas por el Centro Experi-
mental de Zalla completaron el grupo control para las téc-
nicas moleculares.

Los procesos de seleccion se llevaron a cabo con 15
aislamientos pertenecientes a la especie Saccharomyces
bayanus, numerados del 1 al 15, procedentes de nueve fer-
mentaciones espontdneas de mostos monovarietales de
uvas Hondarrabi Zuri 'y Folle Blanche, realizadas en seis
bodegas de la DO Chacoli de Vizcaya/Bizkaiko Txakolina
durante las campafas de 1996/97 y 1997/98 (Tabla 1). De
entre los aislamientos de las fermentaciones mencionadas,
se seleccionaron aquellos con perfiles fenotipicos diferen-
tes obtenidos con el sistema ID32C (bioMérieux, Francia).

Todos los microorganismos utilizados en este estu-
dio fueron mantenidos sobre medio agar de Sabouraud con
resiembras periddicas.

Produccion de dcido sulfhidrico. Este pardmetro
fue evaluado segtin lo descrito por Gutiérrez [8] en agar
sulfito-bismuto mediante la siembra de las levaduras en
estria, detectdndose la produccién de acido sulfhidrico
(H=S) por la presencia de un precipitado negro de sulfuro
de hierro.

Sensibilidad y produccion de factor killer. La deter-
minacién de fenotipo killer se realiz6 segun lo descrito por
Gutiérrez [8], en medio agar YPD (extracto de levadura
1%, peptona 2%, glucosa 2%, agar 2%, pH 4,5), utilizdndo
como controles dos cepas de Saccharomyces cerevisiae,
una productora del factor killer K2 (CECT 1891) y otra
sensible a dicho factor (CECT 1890).

Microfermentaciones. El comportamiento fermen-
tativo de los aislamientos de levaduras se estudié me-
diante microvinificaciones. Inicialmente se realizaron fer-
mentaciones de 100 ml de mosto sintético (glucosa 22%,
KH:PO: 2%, (NH4)2S04 0,5%, MgSOs7H20 0,4%, extrac-
to de levadura 0,03%). Los mostos sintéticos estériles fue-
ron inoculados con 10° células/ml y mantenidos a 20 °C.
Las fermentaciones finalizaron en todos los casos al cabo
de 15 dias. Estas fermentaciones fueron seguidas mediante
medida de la turbidez (Absso) y de la concentracion de
azucar en el medio. Los andlisis quimicos de los mostos
sintéticos fermentados fueron realizados en el Departa-
mento de Quimica Orgdnica de la Facultad de Ciencia y
Tecnologia de la UPV/EHU, siguiendo las técnicas recogi-

das en el Diario Oficial de las Comunidades Europeas,
Reglamento n® 2676/1990 [5]. Se ensay6 también la resis-
tencia y el comportamiento fermentativo de las cepas tras
la adicién de metabisulfito sédico (200 mg/l), o de etanol
(10% concentracién final) al mosto sintético.

Se observé también el comportamiento fermentati-
vo de los aislamientos sobre mostos naturales. Se inocula-
ron 10° levaduras/ml en un volumen de 5 1 de mostos mo-
novarietales no estériles, procedentes de uvas Hondarrabi
Zuri o Folle Blanche, aceptadas en la denominacién de
origen. En este caso se valoré también la calidad de los
caldos producidos mediante cata.

Estudios en bodega. En la Bodega del Centro Expe-
rimental de Zalla, se utilizaron cada una de las cepas pre-
seleccionadas como indculo de dos fermentadores indus-
triales con 100 1 (campafia 1998) y 200 1 (campaiia 1999)
de mostos monovarietales de Hondarrabi Zuri o Folle
Blanche, respectivamente. En cada uno de ellos se inoculé
una concentraciéon de 10° levaduras/ml y se tomaron mues-
tras de 50 ml en el momento de la inoculacion (tras la adi-
cion de metabisulfito sédico 10 g/HI), cuando se alcanzé
la fermentacién tumultuosa (densidad de 1.030-1.035 g/1)
y al final de la fermentacion (densidad de 990 g/l). Estas
muestras se procesaron para la obtencién de aislamientos
de levaduras como se indica anteriormente.

Técnicas de tipificacion molecular para el estudio
de implantacion de cepas. Se utilizaron cuatro técnicas:
cariotipificacién cromosémica mediante electroforesis
en campo pulsado, Random Amplified Polymorphic
DNA-PCR (RAPD-PCR), andlisis del polimorfismo de
restriccion de corte infrecuente (REA infrecuente) y andli-
sis del polimorfismo de restricciéon del ADN mitocondrial
(REAmt), técnicas descritas en Rementeria et al. [35]. En
el caso de RAPD-PCR, se aislo ADN de cultivos de leva-
duras crecidos durante 48 h en agar Sabouraud-cloranfeni-
col (Pronadisa, Espafia) siguiendo una modificacién del
protocolo descrito por Lehmann et al. [16]. Se utiliz6 el
sistema comercial Ready-To-Go de Pharmacia-Biotech
(Amersham Biosciences, Espafa). Las condiciones de am-
plificacion fueron las siguientes: un ciclo de desnaturaliza-
cién a 95 °C durante 5 min y 45 ciclos de amplificacion
(95 °C, 1 min; 36 °C, 1 min; 72 °C, 2 min). Para realizar el
REAmt se siguié el método descrito por Querol et al. [29].
Se utilizaron tres enzimas de restriccion: Rsal, Hinfl y Alul,
para digerir el ADN extraido de las levaduras. Para la cario-
tipificacion se utiliz6 el método descrito por Arif et al. [1].
La extraccion de los cromosomas integros se realizé sobre

Tabla 1. Bodega, origen y afo de los aislamientos utilizados en el estudio de seleccién e implantacion.

Aislamiento n° Bodega de origen Variedad de uva Campana
1 C.E. Zalla® Hondarrabi Zuri 1996/97
2 Txakolinera Aretxondo, Mungia Hondarrabi Zuri 1997/98
3 C.E. Zalla Hondarrabi Zuri 1997/98
4 C.E. Zalla Hondarrabi Zuri 1996/97
5 Txakolinera Aretxondo, Mungia Hondarrabi Zuri 1997/98
6 C.E. Zalla Hondarrabi Zuri 1997/98
7 C.E. Zalla Folle Blanche 1997/98
8 C.E. Zalla Folle Blanche 1996/97
9 Txakolinera Torre, Lezama Folle Blanche 1997/98

10 C.E. Zalla Folle Blanche 1997/98
11 Txakolinera M. Aguirre, Lezama Hondarrabi Zuri 1997/98
12 Txakolinera M. Aguirre, Lezama Hondarrabi Zuri 1997/98
13 Bakio Hondarrabi Zuri 1996/97
14 Bakio Hondarrabi Zuri 1996/97
15 Txakolinera Itxasmendi, Muskiz Folle Blanche 1996/97

“Centro Experimental de la Diputacién Foral de Vizcaya. Zalla.



un cultivo de levaduras embebidas en agarosa de bajo
punto de fusién, separdndose los cromosomas mediante
electroforesis en campo pulsado. Las condiciones de elec-
troforesis fueron las siguientes: pulsos a 200 V de 70 se-
gundos durante 15 h, seguidos de pulsos a 200 V de 120 se-
gundos durante 10 h, a una temperatura constante de 12 °C.
Por ultimo, en el REA infrecuente se utilizé el método des-
crito por Arif et al. [1]. En este método se utiliz6 la enzima
de restriccién de corte infrecuente Sfil. La separacion de
los fragmentos de ADN obtenidos se realizé mediante
electroforesis en campo pulsado. Las condiciones de elec-
troforesis fueron las siguientes: pulsos a 200 V entre 10 y
30 segundos durante 22 h, seguidos de pulsos a 200 V
entre 50 y 90 segundos durante 7 h, a temperatura cons-
tante de 12 °C. Para valorar la capacidad de tipificacion de
las técnicas moleculares, estas fueron aplicadas a la colec-
cién de 33 aislamientos de Saccharomyces, incluidos los
15 aislamientos del estudio de seleccién de cepas. En cada
caso, los fragmentos obtenidos fueron detectados en geles
de agarosa mediante tincién con bromuro de etidio, foto-
grafiados y digitalizados para su andlisis posterior.

Andalisis de los resultados. Los resultados de tipifi-
cacidn, reproducibilidad y discriminacién se calcularon
seguin se indica en Struelens et al. [38]. Los andlisis de
los perfiles de ADN obtenidos con las distintas técnicas
moleculares en el estudio de la implantacién de cepas se
realizaron utilizando el software informético Biolmage
Electrophoresis Analyzer 50s sobre un equipo de trabajo
SPARC 1V (SunOs 5.5.1). Para las conclusiones de los
estudios de implantacién que se indican en el apartado
Resultados, se calcularon las semejanzas entre perfiles con
el indice de Dice y se visualizaron los resultados mediante
dendrogramas con el algoritmo UPGMA (Unweighted
Pair Group Method Using Arithmetic Averages).

Resultados y discusion

Estudio de las caracteristicas de los aislamientos y
seleccion. Los 15 aislamientos de levaduras autdctonas
(Tabla 1) sufrieron un proceso de seleccién recogido en la
figura 1, similar al utilizado por Gutiérrez et al. [11] para
la Denominacion Rioja.

El primer criterio selectivo utilizado fue la produc-
cién de 4cido sulfhidrico. La presencia de H-S en los vinos
disminuye la calidad de los mismos y se ha detectado que
las cepas de levadura y sus caracteristicas fisiolégicas
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Cepas de Saccharomyces en Chacoli
Rementeria A, et al.

estdn entre los principales factores que afectan a la pre-
sencia de este alterante en los caldos fermentados [39].
Sélo en tres aislamientos, los ndmeros 13, 14 y 15, se
demostro la produccién de H=S en las condiciones utiliza-
das, por lo que fueron descartados para los estudios poste-
riores de seleccion.

El segundo criterio selectivo aplicado fue la sensi-
bilidad y/o produccién de factor killer. En el caso de la fer-
mentacion de vinos, y debido al bajo pH de los mostos, el
factor K2 tendria mayor relevancia que otros de los facto-
res killer de Saccharomyces [18]. La produccién de este
tipo de factores por parte de levaduras durante la fermen-
tacion afectaria a las cepas sensibles elimindndolas [20].
De hecho, en la mayoria de levaduras aisladas de producto
final de fermentacién en otros estudios se observa un
comportamiento productor o neutro para estos factores
[11,12,22]. Nuestro estudio demuestra estas mismas carac-
teristicas ya que sélo dos aislamientos fueron sensibles, los
nimeros 11 y 12, siendo descartadas para estudios poste-
riores.

Seguidamente, los estudios del comportamiento fer-
mentativo de los aislamientos en microfermentaciones de
mosto sintético mostraron la velocidad de la fermentacion,
la concentracion de azicar residual al final de la fermenta-
cién, la acidez total y volatil (que deben ser minimos) y la
produccién de etanol. En cada caso, se calcul6 la media de
estos pardmetros obtenidos, asignando puntos a los aisla-
mientos cuando la velocidad de la fermentacién, la con-
centraciéon de azucar residual, y la acidez total y volatil
eran inferiores a esa media, y cuando la produccién de eta-
nol era superior a la misma. Las cepas que menores pun-
tuaciones totales recibieron fueron eliminadas del estudio
de seleccién. También se estudié la tolerancia al etanol y
la capacidad fermentativa de las cepas afiadiendo etanol en
el mosto sintético antes de la inoculacién de las levaduras.
Todas las cepas fueron capaces de comenzar la fermenta-
cién a pesar de la presencia de etanol demostrando su
resistencia al mismo. El comportamiento observado
durante estas fermentaciones permitié eliminar del estudio
de seleccion las cepas numeradas como 8, 9 y 10, cuyos
valores de velocidad de fermentacién, acidez volatil y
total, residuo de glucosa no utilizada, concentracién de
etanol alcanzada y resistencia al mismo fueron inferiores a
los del resto.

De modo general, en la elaboracién de los vinos
blancos tipicos de esta denominacién de origen se tratan
los mostos con sulfito sédico. Por ello, se ensayé también
la resistencia y la capacidad fermentativa de las cepas tras
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Figura 1. Pasos y procesos secuenciales utilizados en la seleccion final de tres cepas de Saccharomyces bayanus de la Denominacién de Origen Chacoli de

Vizcaya/Bizkaiko Txakolina.
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la adicién de metabisulfito sédico al mosto sintético. La
cepa numero 7 fue afectada por la presencia de este com-
puesto en el medio sintético, viendo alterada su capacidad
fermentadora y produciendo mayores niveles de acidez
total y volatil que el resto de las cepas. La produccién de
aromas sulfurosos fue detectada en las microfermentacio-
nes realizadas por la cepa 6 en presencia de metabisulfito
sodico. Estos dos aislamientos, nimeros 6 y 7, fueron eli-
minados en este paso del proceso de seleccién aplicado.

Sélo cinco cepas, nimeros 1 a 5, de las quince ini-
ciales se consideraron apropiadas para estudiar su compor-
tamiento fermentativo sobre mostos naturales. Se observé
su comportamiento inoculdndolas (10° levaduras/ml) en un
volumen de 5 | de mostos monovarietales no estériles, pro-
cedentes de uvas Hondarrabi Zuri 'y Folle Blanche, acep-
tadas en la denominacién de origen. En este paso se valord
también la calidad de los caldos producidos mediante cata.
En los caldos fermentados por las cepas nimeros 4 y 5 se
detect6 una produccién de H-S excesiva en ambos tipos de
mostos, que afectaba a sus caracteristicas organolépticas.
Gutiérrez et al. [9] indican que una pequefa cantidad de
este dcido puede ser producida por casi todos los aisla-
mientos de Saccharomyces, y aunque estas cepas no mos-
traron esta caracteristica en el agar sulfito-bismuto, las
condiciones de fermentacién de los mostos naturales pue-
den afectar a su produccién. Park et al. [21] indican que
modificando las condiciones de fermentacion se puede dis-
minuir, pero no evitar, que se produzca este componente
de forma esporddica en la fermentacién del mosto. Por
ello, a pesar del buen comportamiento de las cepas 4 y 5
en los pasos anteriores del estudio también fueron descar-
tadas. Solo las cepas nimeros 1, 2 y 3 consiguieron supe-
rar los criterios selectivos establecidos.

Tipificaciéon molecular. Dado que la adicién de
levaduras no implica su implantacién sobre mostos no
estériles [10], es necesario monitorizar las fermentaciones
para determinar el éxito de la inoculacién. Existen recogi-
das en la literatura numerosas técnicas moleculares de tipi-
ficacién que permiten la comparacion entre aislamientos
de la misma especie y que pueden aplicarse con este fin.
En nuestro caso utilizamos cuatro técnicas: cariotipifica-
cion, RAPD-PCR, REA infrecuente y REAmt. Comenza-
mos el estudio aplicando dichas técnicas sobre la coleccién
de 33 cepas de Saccharomyces, que se describen en la sec-
cién Materiales y métodos, calculando la tipabilidad, la
reproducibilidad y la discriminacién de cada técnica, valo-
res que se muestran en la tabla 2. En el caso de la técnica
RAPD-PCR, se utiliz6 el kit comercial Ready-To-Go, en el
que se incluyen seis cebadores seleccionados por la casa

comercial. Los cebadores niimeros 1, 3 y 5, no conseguian
amplificacién de fragmentos o presentaban un perfil de
una unica banda idéntica en todos los casos, por lo que en
este estudio sélo se presentan los datos obtenidos con los
cebadores 2, 4 y 6. Como se observa en la tabla 2, todas
las técnicas excepto una presentaron altos niveles de dis-
criminacién y tipabilidad y una reproducibilidad elevada.
La excepcion fue la técnica RAPD-PCR, que solo alcanzé
un 86% de reproducibilidad y que requeria la combinacién
de los resultados obtenidos con las diferentes parejas
de cebadores para obtener una elevada tipabilidad. Por
ello, a pesar de su rapidez y facilidad de uso, esta técnica
fue desestimada en el seguimiento de la implantacién. Si
bien las técnicas de cariotipificaciéon y REA infrecuente
proporcionaron muy buenos resultados, resultan técnica-
mente mucho mds tediosas y complicadas si se comparan
con la RAPD-PCR. Asimismo, las levaduras del género
Saccharomyces pueden sufrir frecuentes reordenaciones y
recombinaciones a nivel cromosémico, incluso durante la
fermentacion y adaptacion a las condiciones industriales
[23,25,32], mientras que el ADN mitocondrial se mantiene
mas estable. En base a estos datos, la técnica REAmt con
la enzima Alul (indice de discriminacién de 0,941), fue la
elegida para el estudio de la implantacién de las cepas.
Otros autores [9,10,17,29,30,36] han utilizado también
esta técnica para caracterizar cepas de Saccharomyces
durante las vinificaciones, indicando su buena capacidad
de discriminacién. Sin embargo, cuando se estudiaron los
resultados de su aplicacién a los 15 aislamientos en este
estudio de seleccion, incluidos en la coleccion de 33 cepas
para la evaluacion de las técnicas, se observo que a pesar de
su comportamiento fermentativo y caracteristicas fenotipi-
cas diferentes, algunos de ellos presentaban perfiles idén-
ticos con esta técnica (aislamientos nimeros 1, 9, 13y 14).
Estos aislamientos pudieron ser diferenciados por RAPD-
PCR mediante la combinacién de los resultados obtenidos
con las tres parejas de cebadores.

Implantacion de las cepas en condiciones de
bodega. En la Bodega del Centro Experimental de Zalla se
utilizé cada una de las tres cepas seleccionadas como in6-
culo de dos fermentadores industriales con 100 1 de mos-
tos monovarietales de Hondarrabi Zuri y Folle Blanche
respectivamente. Asimismo se realizaron fermentaciones
espontdneas con ambos tipos de caldos monovarietales. En
todos los casos la calidad de los caldos originados se deter-
miné mediante cata. De las ocho fermentaciones analiza-
das se obtuvieron 428 aislamientos de levaduras, de los
que 367 fueron identificados segtin lo descrito por Kurtz-
mann y Fell [15] como S. bayanus, especie tipica de los

Tabla 2. Estudio de validacion de las diferentes técnicas de tipificacién molecular empleadas en este estudio para el estudio de implantacion.

RAPD- PCR® REAmMt® Cariotipi-
Cariotipi- REA ficacion
Combinacién . ficacién®  infrecuente® + REA
Cebador2 Cebador4 Cebador6 cebadores Rsa | Hinf 1 Alu infrecuente
Tipabilidad® (%) 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Reproducibilidad' (%) 86 86 86 86 100 100 100 100 100 100
Discriminacion’ 0,918 0,689 0,903 0,996 0,934 0,934 0,941 0,974 0,969 0,982

Nota: Estudio realizado sobre una coleccién de 33 aislamientos de Saccharomyces sensu stricto no relacionados entre si, 23 de los cuales fueron obtenidos de distintas Bodegas de la
DO Chacoli de Vizcaya/Bizkaiko Txakolina, tres cepas suministradas por la CECT (CECT 1478, CECT 1678 y CECT 1682) y siete cepas comerciales proporcionadas por la Centro
Experimental de Zalla, de la Diputacion Foral de Vizcaya.

“RAPD-PCR con los cebadores 2, 4 y 6 del sistema comercial Ready-To-Go de Pharmacia-Biotech (Amersham Biosciences, Barcelona, Espafia).

*Analisis del polimorfismo de restriccion del ADN mitocondrial (REAm).

“Cariotipificacion cromosémico mediante electroforesis en geles en campo pulsado.

‘Analisis del polimorfismo de restriccién originado por la enzima Sfil de corte infrecuente (REA infrecuente).

€Combinacion de los resultados obtenidos con las ténicas de cariotipificacion y REA infrecuente

'Parametros calculados segun Struelens et al. [38].
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Figura 2. Perfiles genéticos obtenidos mediante la tecnica de REAmt con la enzima Alul de los aislamientos de Saccharomyces bayanus en las fermentaciones
de mostos monovarietales Folle Blanche y Hondarrabi Zuri inoculadas con las cepas 1 (A), 2 (B) y 3 (C), realizadas en la campana de 1998/99. Resultados de
cata y frecuencia de los perfiles en fermentacion tumultuosa (densidad de 1.030-1.035 g/l) y final de la fermentacion (densidad de 990 g/l). Marcador de peso
molecular de ADN Fago Lambda digerido con Hindlll y EcoRl.
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caldos de la Denominacién de Origen Chacoli [34]. Los
367 aislamientos fueron procesados mediante la técnica
REAmt para estudiar la implantacion de las levaduras ino-
culadas. A diferencia de lo observado por Gutiérrez et al.
[9], en fermentaciones de caldos inoculados con la DO
Rioja, en las que detectaron un tnico patrén de REAmt
coincidente con la cepa inoculada, observamos patrones
diferentes en la mayoria de las fermentaciones coinci-
diendo con lo descrito por otros autores [3,14,30]. Los
datos del andlisis de perfiles de ADN obtenidos tanto
visualmente como mediante el sistema informético fueron
coincidentes y mostraron que las tres cepas inoculadas se
comportaron de forma diferente entre si y segtin el tipo de
mosto. La cepa 1 se implant6 en todas las fermentaciones
en las que se inoculd, siendo el suyo el tnico patrén de
REAmt observado en esas fermentaciones inoculadas
(Figura 2A). Sin embargo, el estudio de cata realizado por
el panel de catadores de los vinos producidos por esta cepa
consideré los caldos con poco aroma y sabor, y relativa-
mente alejados de los caldos tradicionales de esta denomi-
nacién de origen. Los estudios moleculares demostraron
que la cepa 2 se implanté débilmente en la fermentacién
tumultuosa y mayoritariamente al final en los mostos de la
variedad de uva Folle Blanche (Figura 2B). Sin embargo,
esta cepa solo fue detectada en el final de fermentacion de
los mostos de Hondarrabi Zuri sin ser la cepa mayoritaria.
Segin fue establecido en cata, y compardndolos con cal-
dos originados por fermentaciones espontdneas o incluso
inoculados con cepas comerciales (no incluidas en este
estudio), los caldos inoculados con esta cepa fueron consi-
derados de la mejor calidad cuando se trataba de caldos
procedentes de Folle Blanche y los segundos mejores
cuando se fermentaban mostos de Hondarrabi Zuri. Tam-
bién los caldos producidos por la cepa 3 fueron considera-
dos de buena calidad por el panel de catadores, pero en
este caso la cepa inoculada domind el final de la fermen-
taciéon de mostos de Folle Blanche, presentdndose unica-
mente en el comienzo de la fermentacién de mostos pro-
cedentes de Hondarrabi Zuri, siendo sustituida al final de
la fermentacién por cepas silvestres (Figura 2C). Este
fenémeno de sustitucién de unas cepas por otras durante la

vinificacién ya ha sido apuntado por otros autores, sugi-
riendo que en cada momento solo unas pocas cepas pue-
den dirigir la fermentacién [9,30,36,37]. Excepto en el
caso de la cepa 1, los caldos producidos por estas cepas
autdctonas seleccionadas resultaron en el proceso de cata
equivalentes en calidad tanto a los de fermentacion espon-
tdnea como a los producidos inoculando cepas comerciales
aceptadas en esta denominacién de origen. Tanto la cepa 2
como la cepa 3 fracasaron en dirigir completamente la fer-
mentacion tras su inoculacién en mostos de Hondarrabi
Zuri, pese a proceder del producto final de la fermentacién
de mostos de esta variedad de uva. A pesar de ello, el andli-
sis quimico de los vinos (datos no mostrados) y la valora-
cién del panel de catadores permitié seleccionar la cepa 2
como idénea para estudios posteriores. Esta cepa fue utili-
zada en la campafia de 1999 a niveles de produccién en
volimenes de 200 1 de mostos monovarietales en la
Bodega del Centro Experimental de Zalla, repitiéndose los
andlisis realizados en la campaiia anterior. Se aislaron 180
aislamientos de levaduras, de los que 158 pertenecian a la
especie S. bayanus. Como en la campafa anterior, esta
cepa se implanté muy bien sobre mostos procedentes de
Folle Blanche, originando caldos de excelente calidad en
este tipo de mostos. Sin embargo, a diferencia de lo obser-
vado en la campafia anterior, no fue detectada en los mos-
tos procedentes de Hondarrabi Zuri, ni en la fermentacién
tumultuosa ni en el final de la fermentacion (Figura 3).
Durante esta campaiia, se observaron fenémenos de
parada de la fermentacién en los mostos procedentes de la
variedad de uva Hondarrabi Zuri. En muchas bodegas de
esta denominacién de origen se vivid una situacién similar
en los mostos de esta variedad de uva, tanto en fermenta-
ciones espontdneas, como en fermentaciones inoculadas.
Las causas de estas paradas de la fermentacién son nume-
rosas y dificiles de diagnosticar y han sido recogidas por
Bisson [2]. Esta autora apunta diversas causas para las pa-
radas de la fermentacién, entre las que se incluyen la to-
xicidad del etanol, la limitacidén de nutrientes, la toxicidad
de los 4cidos grasos, la presencia de factores killer, etc.
Parece también que la membrana plasmdtica de las leva-
duras, junto con sus sistemas de transporte, puede jugar un
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Figura 3. Perfiles genéticos obtenidos mediante la tecnica de REAmt con la enzima Alul de los aislamientos de Saccharomyces bayanus en las fermentaciones
de mostos monovarietales Folle Blanche y Hondarrabi Zuri inoculadas con la cepa 2, realizadas en la campafa de 1998/99. Resultados de cata y frecuencia
de los perfiles en fermentacién tumultuosa (densidad de 1.030-1.035 g/l) y final de la fermentacion (densidad de 990 g/l). Marcador de peso molecular de ADN

Fago Lambda digerido con Hindlll y EcoRlI.



papel importante en la resistencia al estrés originado por
estos factores [40]. Por otro lado, Querol et al. [31] han
indicado que las cepas de levaduras vinicas industriales
presentan diferente resistencia al estrés, aunque pueden
adaptarse parcialmente a diferentes condiciones de estrés
ambiental encontradas durante las vinificaciones, sufrien-
do a veces cambios gendmicos rapidos. Estos autores de-
tectan una sucesion de cepas con diferentes resistencias al
estrés adaptadas a la evolucién ambiental durante el pro-
ceso de vinificacion. En nuestro estudio, debido a la exce-
lente climatologia en esta campana 1999/2000, los caldos
de Hondarrabi Zuri alcanzaron mayores niveles alcoholi-
cos (13°) que en la campaiia anterior (11°), lo que también
pudo observarse en caldos de Folle Blanche (11°).
Durante el proceso selectivo en mosto sintético con
etanol al 10%, la levadura inoculada (numero 2) tolerd
concentraciones de alcohol cercanas al 20%, por lo que la
toxicidad del etanol, a las concentraciones alcanzadas en
esta campaia 1999/2000, no parece explicar esas paradas
de la fermentacion. Tampoco la presencia de factores killer
en los caldos parece ser la explicacién, ya que la cepa 2
inoculada demostré ser productora y resistente al factor
killer K2. Sin embargo, puede que el tratamiento de sulfi-
tado y clarificacion de los mostos naturales de Hondarrabi
Zuri produjera un estrés excesivo para las cepas de
Saccharomyces originando una escasez de nutrientes.
Estas paradas de la fermentacién fueron superadas en
nuestras fermentaciones por la adicién de un preparado
comercial de cortezas de levadura (J. Laffort y Cia S.A.) a
estos mostos. Las cortezas de levadura son restos de la
pared celular que, ademds de proporcionar nutrientes, pue-
den adsorber dcidos grasos saturados de cadena corta, que
son toxicos para las levaduras, y les permiten reconstruir
su composicién de lipidos y esteroles de membrana.
Mediante cultivo se confirmé que estas cortezas no apor-
taban levaduras viables que pudieran alterar la poblacién
de levaduras de la fermentacién inoculada. Tras la adicién
de este nutriente, la evolucidn en estas fermentaciones fue
mds lenta de lo normal, debido seguramente a la alteracion
de la microbiota original durante la parada de la fermenta-
cién detectada. A pesar de esto, la cata de los caldos origi-
nados en las fermentaciones inoculadas con la cepa 2 en
esta campafia demostré que eran de buena calidad, tanto
los procedentes de Folle Blanche como los procedentes de
Hondarrabi Zuri, donde no se habia implantado esta cepa.

Cepas de Saccharomyces en Chacoli
Rementeria A, et al.

Finalmente, durante estas campaiias los estudios no
han mostrado que en la Bodega del Centro Experimental
de Zalla exista alguna cepa estable en la vineria, que como
apuntan algunos autores podria ser seleccionada por las
condiciones de la bodega y presentarse en los vinos pro-
ducidos en campaiias diferentes [4,17,19,36]. Aunque en
alguna campana aparece algtin patrén de REAmt en varios
de los fermentadores, incluso en las fermentaciones espon-
tdneas en la campana 1998/99 (datos no mostrados), dicho
patrén no fue detectado entre las cepas de la campafia pos-
terior (1999/2000). Esto puede ser debido a que esta
Bodega es de reciente creacién y podria no tener una
microbiota dominante asentada.

Podemos concluir que la técnica REAmt con la
enzima Alul es vélida, por su especificidad, rapidez y sen-
cillez tecnolégica, para el seguimiento de la implantacién
de levaduras inoculadas a nivel de produccién en bodega.
Sin embargo, este estudio ha demostrado que cepas con
comportamientos fenotipicos diferentes presentan los mis-
mos patrones de restriccion con REAmt, pero pueden ser
diferenciadas con algunas de las otras técnicas aplicadas
en este estudio, como RAPD-PCR, que pese a su baja
reproducibilidad puede ser una herramienta complementa-
ria a REAmt. De las 15 levaduras aut6ctonas estudiadas, la
cepa 2 podria ser utilizada con fines comerciales sobre
mostos procedentes de Folle Blanche para la produccion
de Chacoli de Vizcaya. Este estudio demuestra que, a pesar
de utilizar cepas autdctonas seleccionadas, su inoculacién
en un caldo no es garantia de que sea dominante y dirija la
fermentacion del mosto, ya que una misma cepa puede
imponerse o no dependiendo del tipo de mosto y de la
campaiia de que se trate.

Los autores agradecen al Departamento de Quimica
Orgdnica de la Facultad de Ciencia y Tecnologia los
andlisis quimicos realizados de los vinos obtenidos.
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de Vizcaya, la Universidad del Pais Vasco (UPV
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