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Resumen

Los sulfitos son ampliamente utilizados en enologia. Sin embargo, existe una tendencia a reducir su uso y
controlar sus niveles en el vino final. Aparte de su adicibn en mostos y vinos, las levaduras enolégicas pueden
también producirlos en cantidades variables durante la fermentacién alcohdlica, lo que puede provocar un retraso
en el inicio de la fermentacion malolactica si esta es buscada y una falta de control sobre su concentracion final.
Ademas, los sulfitos son precursores para la sintesis de sulfuros, subproductos para nada deseables. A pesar de
que las levaduras enoldgicas muestran una gran diferencia en su capacidad de producir estos compuestos
azufrados, se desconoce la base molecular de tales diferencias.

Realizamos un estudio genético para determinar la base molecular de estas propiedades. Mediante un método
genético cuantitativo, se descubrieron dos locus que afectan la produccion de SO, y H,S. La diseccion de rasgos
de un caracter cuantitativo (QTLs segun su abreviacion en inglés) llevo a la identificacién de dos alelos de los
genes MET2 y SKP2 responsables de las diferencias de produccién de compuestos azufrados entre dos cepas
de levadura enolégica. Una validacion funcional demostré su implicacion y subrayé el poder y el alcance de su
control sobre los fenotipos, asi como sobre la producciéon de SO, y H,S. La transferencia de estos alelos
mediante hibridacion ofrece grandes posibilidades para optimizar levaduras enoldgicas y ya ha sido seleccionada
una nueva levadura enolégica utilizando esta técnica.

1. Introduccién

La demanda de nuevas levaduras enoldgicas optimizadas para diferentes propiedades tecnoldgicas particulares,
ha aumentado en los Ultimos afios. El conocimiento cada vez mayor y el desarrollo de nuevas tecnologias
ofrecen otras posibilidades para la seleccion de nuevas levaduras enolégicas. Se pueden implementar técnicas
como la seleccién clonal, la ingenieria genética y la seleccién evolutiva, sin embargo, la hibridacién es la que se
emplea con mas frecuencia para tales mejoras. Ademas, la hibridacion no requiere la intervencion de la
manipulacién genética, y resulta en levaduras naturales, no modificadas genéticamente (no MG). No obstante,
este método necesita un conocimiento de la base molecular de las propiedades consideradas de interés. La
técnica del mapeo de rasgos cuantitativos de interés (QTL) se amplié recientemente para estas aplicaciones.
Este método consiste, por ejemplo, en identificar un vinculo entre una o varias regiones del genoma y una
variacion fenotipica en un microorganismo. Una vez identificada esta region, se puede entonces dirigir su
transferencia de una cepa de levadura a otra para combinar varias propiedades de interés. En este estudio,
hemos intentado identificar la region del genoma responsable de numerosas caracteristicas enoldgicas,
particularmente la produccion de sulfitos. Aunque los sulfitos son ampliamente utilizados en enologia por sus
numerosas propiedades tecnolégicas (p. ej., sus propiedades antimicrobianas, antioxidantes y antioxidasicas),
hay una tendencia actualmente a reducir su uso y control en vino final.



Altas concentraciones de sulfitos en los vinos pueden tener un impacto sensorial negativo, provocar un retraso
del inicio de la fermentacién malolactica (FML) y pueden ser responsables de problemas de salud. Es también
muy probable que las levaduras enolégicas produzcan cantidades importantes de sulfitos durante la fermentacion
alcohdlica (FA). Las levaduras enoldgicas pueden producir desde pequefias cantidades de sulfitos hasta mas de
90 mg/L, dependiendo de las condiciones de fermentacién y de la cepa de levadura. El di6xido de azufre es un
metabolito intermediario en la ruta de asimilacion de sulfatos, que lleva a la sintesis de aminoacidos azufrados.
En ciertas condiciones, se puede sintetizar en exceso y luego excretarse en el medio. Ademas, los sulfitos son
precursores para la sintesis de sulfuros, subproductos para nada deseables. A pesar de que la ruta de
asimilacién de sulfatos ha sido ampliamente estudiada, poco se sabe de los pardmetros que influencian la
produccion de sulfitos y todavia no se ha identificado la base molecular responsable de las diferencias entre las
cepas de levadura.

El acetaldehido es uno de los compuestos que puede combinarse con el SO, mas importantes, y su
concentracion en los vinos es habitualmente muy elevada. El acetaldehido representa tipicamente el 75 % del
SO, combinado en los vinos blancos y el 50 % en los vinos tintos. Su reactividad y su capacidad de combinacién
con los sulfitos explican en gran medida por qué los vinos necesitan distintas cantidades de SO, y por qué una
buena gestion del dioxido de azufre es importante en bodega para asegurar la estabilidad después del
embotellado. La capacidad de controlar la produccion de acetaldehido por parte de la levadura es, por ende, un
parametro importante que debe tenerse en cuenta para el contenido de sulfitos en los vinos.

El objetivo de este estudio era la seleccion y desarrollo de nuevas levaduras enolégicas combinando varios
fenotipos de interés, como los de baja produccion de SO,/H,S/acetaldehido y alta capacidad fermentativa. El
enfoque original fue el uso de nuevas herramientas genéticas, para conseguir levaduras no MG.

2. Estrategia para la optimizacién de levadura: Hib  ridacion asistida por marcadores
moleculares.

Se seleccionaron dos levaduras enoldgicas con propiedades complementarias que resultan de interés para este
estudio. La cepa JN10 es muy robusta, capaz de completar la fermentacion bajo condiciones muy dificiles, como
temperaturas altas/bajas y mostos muy clarificados, mientras que la cepa JN17 tiene bajas necesidades en
nitrégeno, presenta un perfil equilibrado de compuestos volatiles y produce bajas cantidades de SO,
acetaldehido y H,S.

La identificacion de QTL se llevd a cabo para encontrar las regiones del genoma de la cepa de levadura JN17
vinculadas a los fenotipos de interés: bajo SO, y bajo H,S. A través de una combinacion de conjuntos de datos
fenotipicos y genotipicos, hemos logrado ubicar una regiéon del cromosoma XIV que esta vinculada a la
produccion de sulfitos. En esta regién, hemos descubierto dos genes de la ruta metabélica del azufre, MET2 y
SKP2.

Una vez que se detectaron los marcadores moleculares vinculados a las propiedades que nos interesan, es
posible transferirlos de una cepa a otra mediante hibridacién dirigida.
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Figura 1. Estrategia general de hibridacion dirigida asistida por marcadores de regiones de rasgos cuantitativos

En nuestro estudio, pudimos transferir la propiedad de bajo SO,/H,S de la cepa de levadura JN17 a la JN10
conservando todas las buenas propiedades de la ultima. En paralelo, logramos transferir otros dos fenotipos de
la cepa parental IN17 (baja produccion de acetaldehido y bajas necesidades en nitrégeno).

Intentabamos alcanzar dos objetivos principales:

« Transferir los fenotipos de interés de la cepa de levadura JN17 a la JN10 controlando la presencia de
Los marcadores moleculares en cada etapa de hibridacion;

« Mantener la mayor parte de los antecedentes genéticos de la cepa de levadura JN10 mediante el
recruzamiento de cada hibrido haploide generado con la cepa parental JN10.

La figura 2 ilustra el desarrollo de la nueva cepa de levadura mediante esta estrategia de ciclos de
recruzamiento. Después de cuatro ciclos de hibridacion, se restituyé mas de 93 % del genoma de la cepa de
levadura JN10 y validamos la transferencia de todos los fenotipos seleccionados que procedian de la cepa de
levadura JN17: bajo SO,, bajo H,S, baja produccién de acetaldehido y bajas necesidades en nitrégeno. A partir
del hibrido de cuarta generacién, se inicié una nueva etapa de seleccién para obtener la mejor cepa, combinando
las propiedades de este hibrido y buscando propiedades enolégicas como una buena capacidad fermentativa, la
resistencia a temperaturas extremas, caracteristicas sensoriales interesantes, etc.
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Figura 2. Seleccion de una nueva cepa de levadura por ciclos de recruzamiento

3. Caracterizacion en laboratorio para seleccionar la cepa de levadura final combinando
propiedades positivas de ambas cepas parentales

Todas las cepas derivadas del cuarto ciclo de recruzamiento fueron cuidadosamente caracterizadas a escala de
laboratorio en diferentes condiciones enolégicas. El objetivo era validar que las propiedades positivas de la cepa
de levadura JN10 permanecieran y, también, que las levaduras generadas mostraran una mejora en los
fenotipos de interés. Se selecciond una levadura (Lalvin ICV oKay®) que fue retenida para las etapas de
caracterizacion final.
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Figura 3. Cinéticas de fermentacion en pruebas realizadas a escala laboratorio en un mosto de Chardonnay
fermentado a 20°C en condiciones isotérmicas.

Las cinéticas y el analisis final del vino confirman que la levadura obtenida por hibridacién mantuvo los rasgos
positivos de una de las cepas parentales (JN10), incluyendo una actividad fermentativa fuerte y fiable, sin
problemas de aromas desagradables o de acidez volatil.

Cuadro 1. Parametros enoldgicos clasicos medidos al final de la fermentacién alcohélica (escala laboratorio)

Grado Aztcar Acidez Acidez
alcoholico residual volatil total
% vol (g/L) H25049/L H;5049/L
Cepa de levadura JN10 12,94 1.8 0,16 4,32
Levadura Lalvin ICV oKay® 13,01 0,7 0,19 4,40

También confirmamos las bajas concentraciones de SO,, H,S y acetaldehido en los vinos fermentados con la
levadura Lalvin ICV oKay®, validando la fiabilidad de la estrategia (figura 4).
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Figura 4. Validacion de la transferencia de fenotipos de interés procedentes de la cepa de levadura JN17 (escala de
laboratorio



4. Pruebas a escala piloto con la levadura Lalvin |  CV oKaye

Se realizaron las pruebas en la Unidad experimental (INRA) de Pech Rouge, Francia. El propdsito era comparar
la levadura Lalvin ICV oKay® con una levadura de referencia. Las fermentaciones se realizaron con mostos de
tres diferentes variedades de uvas: Merlot, Syrah rosado y Macabeo. El mosto de Merlot fue obtenido por la
técnica flash détente. El mosto de Syrah rosado y el Macabeo fueron prensados y trasegados tras un desfangado
estatico a baja temperatura. Las levaduras fueron rehidratadas con Go-Ferm Protect® e inoculadas en una
concentracién de 25 g/hL. Cuando fue necesario, se agregaron nutrientes en forma organica y compleja al primer
tercio de la FA. El Merlot fermenté a temperaturas de entre 22°C y 25°C. El Syrah rosado y el Macabeo se
fermentaron a 18°C. La FML se llevé a cabo con la bacteria seleccionada Lalvin VP41® en dosis de 1 g/hL.

Se monitorizaron las cinéticas de fermentacién, asi como la produccion de SO,, H,S y acetaldehido.

Cuadro 2. Analisis del mosto en tres variedades diferentes después del sulfitado del mosto.

Merlot Syrah rosado Macabeo
Azucar (g/L) 254 190 211
?;;:314 tg"::; 2,85 415 26
A tidmee
S0; libre inicial (mg/L) 23 4 28
SO; total inicial (mg/L) 45 15 55
Turbidez (NTU) 110 60 60
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Como se observa en la figura 6, en cada caso, se obtuvo un mejor resultado con la nueva levadura (Lalvin ICV
oKay®) con respecto a la levadura de referencia. La fase de latencia fue también mas corta, mostrando una
buena vitalidad y actividad fermentativa hasta bien avanzada la fermentacion, evitando todo riesgo de una

fermentacion lenta o parada.
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Figura 6. Parametros de fermentacién en pruebas piloto comparando la levadura Lalvin ICV oKay® con la levadura

de Referencia

Durante la FA, medimos el SO, en los vinos y validamos la no produccién de SO, con la levadura Lalvin ICV
oKay® comparando con la levadura de referencia (figura 7).
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5. Caracterizacion sensorial

Se llevaron a cabo cuatro diferentes pruebas comparativas en la bodega experimental del Instituto Cooperativo
del Vino (ICV, Institut Coopératif du Vin), Francia, para obtener informacion sobre el perfil sensorial
proporcionado por distintas variedades de uvas y con diferentes estrategias de vinificacion:

» Un mosto de Merlot tinto a partir del tratamiento de flash détente seguido del prensado y de la
clarificacion con filtraciéon del mosto por vacio;

« Un mosto de Syrah rosado de prensado directo con enzimas pectoliticas y desfangado en frio durante
20 horas;

» Un mosto de Garnacha rosado de maceracion pelicular de 4 horas seguido de prensado con enzimas
pectoliticas y desfangado en frio durante 20 horas;

» Un mosto de Chardonnay de prensado directo con enzimas pectoliticas y desfangado en frio durante 20
horas.

Se compararon diferentes levaduras de la gama del ICV bajo las mismas condiciones de FA. Las levaduras
fueron rehidratadas con Go-Ferm Protect® e inoculadas en una concentracion de 30 g/hL. Se agregaron
nutrientes, cuando fue necesario, en forma de nutrientes organicos y complejos al primer tercio de la FA. El
Merlot fue fermentado en temperaturas entre 18°C y 22°C. La FML fue llevada a cabo con Lalvin Elios 1® a 1
g/hL, inoculada después de dos trasiegos siguiendo el final de la FA. Los dos rosados y el Chardonnay fueron
fermentados a 18°C.

Se realiz6 un seguimiento de las cinéticas. Las caracterizaciones sensoriales se llevaron a cabo con un analisis
sensorial descriptivo cuantitativo del método del ICV (Granés et al. 2010) y se realiz6 un analisis de los
compuestos azufrados indeseables o negativos (p. €j., H,S, metanotiol y etil mercaptano) en los vinos dos meses
después del embotellado.

Cuadro 3. Analisis del mosto justo antes de la inoculacion de la levadura

Chardonnay Merlot Syrah rosado | Garnacha rosado
Azticar g/L 2471 2337 2489 2213
Grado potencial % 14,56 13,89 14,67 13,03
Acidez total (H,S04 g/L) 3,83 4,28 2,88 2,96
Acidez volatil (H;50,4 g/L) 0,07 0,07 0,08 0,08
S0, libre (mg/L) <10 <10 <10 <10
S0, total (mg/L) <15 <15 <15 <15
pH 3,45 3,71 3,50 345
Acido malico (g/L) 2,77 1,48 28 1,28
Acido lactico (g/L) <0, <0,1 0 -0,05
Acido tartirico (g/L) 4,79 3,75 2,63 5,09
D0280 - 04 _ _
Potasio (g/L) 1,9 25 113 1,36
Nitrogeno asimilable (NFA) (mg/L) 250 200 224 160
Turbidez (NTU) 60 <50 67 62




5.1. FERMENTACION MALOLACTICA

En el Merlot de termovinificacion, el andlisis de la concentracion de acido malico después de la inoculacién con
Lalvin Elios 1® se realizd tres veces por semana y muestra (figura 8) que la interaccion con la levadura Lalvin
ICV oKay® fue la més eficaz.
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Figura 8. Tiempo de fermentacién malolactica de un Merlot de termovinificacion

5.2 PERFILES SENSORIALES
Todas las pruebas comparativas mostraron una tendencia de Lalvin ICV oKay® a:
* Producir menos aromas azufrados indeseables;
» Mostrar una mayor complejidad aromatica con una mezcla de sensaciones amilicas y afrutadas;
« Mantener un equilibrio positivo entre el volumen en boca y la acidez;
» Reducir el amargor.

Las figuras 9 y 10 ilustran los resultados de las pruebas en los perfiles sensoriales de las uvas Chardonnay y
Garnacha.
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Figura 9. Perfil sensorial del Chardonnay 2012 fermentado con tres levaduras diferentes (ICV R&D)



35

M Lalvin ICV oKay ®
M Lalvin ICV KIM*

25 Lalvin ICV GRE®
2,0
1.5
1,0
0,5
0- . . . ; ; L

Azufrado Amilico  Fruta exética Albaricoque Volumen Acidez Sequedad

3,0

Puntuacion

Descriptores

Figura 10. Perfil sensorial del vino rosado de Garnacha 2012 fermentado con tres levaduras diferentes (ICV R&D)

5.3 ANALISIS DE COMPUESTOS AZUFRADOS INDESEABLES

Los compuestos azufrados indeseables de H,S, metanotiol y etil mercaptano, fueron medidos dos meses
después del embotellado. El andlisis estadistico, donde se toma en cuenta las levaduras fermentadas, la
variedad de uva y el andlisis del mosto, muestra que la variedad de la uva es el factor principal que afecta las
concentraciones de estas moléculas.

Sin embargo, se constato que la levadura Lalvin ICV oKay® era muy diferente a todas las otras y producia una
menor cantidad de los compuestos azufrados indeseables analizados. Convertimos entonces su concentracion
en «unidades de aroma», teniendo en cuenta el umbral de estas moléculas. La figura 11 ilustra algunos de los
resultados obtenidos.
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6. Conclusién

Comprender la base molecular de la diversidad fenotipica de las levaduras enol6gicas constituye la primera
etapa para el empleo de estrategias de hibridacion destinadas a mejorar las propiedades tecnolégicas de las
levaduras. En este estudio, pudimos descubrir la base molecular responsable de la variacion fenotipica en la
produccién de sulfitos en las levaduras enoldgicas. Se implementd una investigacion QTL con un enfoque global
combinando un estudio fisiolégico y un analisis transcriptomico. El estudio muestra que la combinacion de dos
genes, MET2 y SKP2, es responsable de la variacién fenotipica observada entre las dos cepas parentales.
Ademas, se ha demostrado que estos genes son también responsables del cambio fenotipico de otras
caracteristicas de interés tecnoldgico, como la produccion de SO,, H,S y acetaldehido.

Hasta ahora, los estudios genéticos se habian centrado en el control de la produccién de H,S, pero las
soluciones propuestas (p. €]., la reduccién de la actividad sulfito reductasa) tenian la desventaja de incrementar
mucho la produccién de SO, (Cordente et al. 2009 y Linderholm et al. 2008). Posteriormente, con el método QTL,
se pudieron optimizar muchas otras levaduras enol6gicas, usando el mismo procedimiento, puesto que un
namero importante de levaduras enolégicas en el mercado tienen por lo menos uno de estos defectos. Ahora, la
levadura Lalvin ICV oKay® obtenida con este método muestra cualidades excepcionales. Todas las pruebas
realizadas con la levadura Lalvin ICV oKay® a nivel mundial evidencian que su produccion de SO,, H,S vy
acetaldehido es casi nula, mostrando los vinos resultantes todo su potencial aromatico y respetando el bajo
contenido de SO, que se les exige para los vinos en el mercado actual.
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