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" Necesidad del Proyecto

Busqueda de soluciones a la problematica derivada del
aumento del pH de los vinos en zonas calidas.

* Elvifiedo es, sin duda, uno de los cultivos mas vulnerables a las nuevas
condiciones impuestas por el cambio climatico al tratarse de una practica
agricola limitada a un rango latitudinal muy concreto y principalmente

asociados a regiones calidas.

* En el aspecto productivo, el cambio climatico esta ejerciendo una
influencia cada vez mayor sobre la fenologia de la vid y la composicion de
la uva. Se evidencia menos acidez debida pH mas elevado en uva.

* Este incremento de pH, afecta a un buen numero de propiedades
enoldgicas: extraccidén de antocianos, Insolubilizacidn de tartratos,
Oxidacién, Necesidad de sulfuros, Percepcidn sensorial, estabilidad
colorante, quimica y microbioldgica del vino y por tanto a su evolucion.
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Objetivos

* OBJETIVO GENERAL: el estudio y validacion de soluciones cientifico-tecnolégicas para regular y/o
controlar el aumento del pH de los vinos espaioles en las condiciones actuales de cambio climatico,
actuando sobre el ecosistema formado por suelo-planta-vino, de tal forma que no se espera una
solucién Unica e individual, sino que sera fruto de la combinacidon de una o varias de ellas para lograrlo.

« OBIJETIVOS ESPECIFICOS: estan relacionados con la identificacidn, en cada caso, de |la problematica
asociada a cada pilar del ecosistema, es decir, al SUELO, al MATERIAL VEGETAL y al VINO, Ia
generacion del conocimiento necesario para comprender la raiz del mismo y la propuesta de posibles
soluciones y alternativas cientifico-tecnoldgicas y evaluar y validar éstas a nivel laboratorio y/o piloto
para verificar su efecto individual y conjunto en cada caso y, particularmente, para cada una de las
bodegas participantes en el consorcio
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FERTIL!ZACI()N PARA LA
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MANEIO MICORRIZAS
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RECURSOS VITICOLAS:
NUEVOS PORTAINJERTOS
VARIEDADES

soluciones cientifico-
tecnologicas frente a la
falta de acidez en los
vinos de nuestras

RECURSOS TECNOLOGICOS
ELIMINACION DE K*
INCREMENTO DE ACIDEZ

MODULACION DE LA
ACIDEZ MEDIANTE
MICROORGANISMOS

‘ regiones vitivinicolas

ESTRATEGIAS COMBATIVAS:
VINO

Estudio de los
mecanismos moleculares
y procesos metabdlicos
en levaduras de origen
enoldgico para el control
de la acidez en vinos

LINEA TRONCAL
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ELIMINACION DE K*
INCREMENTO DE ACIDEZ
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MODULACION DE LA
ACIDEZ MEDIANTE
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Organismos de Investigacion

IRTA

FERTILIZACION PARA LA ESTRUCTURA ESTRATEGIAS PREVENTIVAS RECURSOS VITICOLAS:

REDUCCION DE K* EN UVA DEL SUELO: VINA NUEVOS PORTAINJERTOS uoNa
CUBIERTAS MICORRIZAS VARIEDADES ) p
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‘ regiones vitivinicolas mecanismos moleculares

Yy procesos metabdlicos
(@\ en levaduras de origen
YCELM, Vi enoldgico para el control
DEVALENCIA de la acidez en vinos
RECURSOS TECNOLOGICOS ~ MODULACION DE LA ESTRATEGIAS COMBATIVAS:
ELIMINACION DE K* ACIDEZ MEDIANTE LINEA TRONCAL
MICRRORGANISMOS VI NO
INCREMENTO DE ACIDEZ

7 UCM (Linea Troncal)
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Plan de trabajo

1 Proyecto LowpHWine, ejecutado en un periodo de 48 meses
(1 de septiembre 2020 - 31 agosto 2024)

2 Actividades Técnicas, calificadas como Investigacion la primera y
Desarrollo experimental la segunda, participando, en mayor o menor
medida, todos los socios empresariales.

3 Hitos técnico-econdmicos de 16 meses de duracion

a 4 Vendimias

* Hito 1: 01/09/2020 A 31/12/2021. 16 meses

&
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* Hito 2: 01/01/2022 A 30/04/2023. 16 meses MILSETENTAYSEIS

Hito 3: 01/05/2023 A 31/08/2024. 16 meses
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levaduras de origen enoldgico para el control de la acidez en vinos
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I OBJETIVO PRINCIPAL

Control de la acidez del vino a través del uso de levaduras y la determinacion de los diferentes procesos

metabdlicos involucrados en la sintesis y degradacion de los acidos organicos presentes en mosto y vino.

I De este objetivo principal se derivan otros objetivos secundarios,

2.1. Establecimiento de una coleccion de cepas de Lachancea
thermotolerans y otras levaduras no-Saccharomyces de potencial interés por su
papel en el metabolismo de los acidos organicos.

2.2. Caracterizacion genotipica de los aislamientos de cepas de L.
thermotolerans y otras levaduras no-Saccharomyces de potencial interés por su
papel en el metabolismo de los acidos organicos

2.3. Caracterizacion fenotipica de los aislamientos.

2.4. Edicién génica mediante CRISPR-Cas9 de enzimas de la sintesis de
acido lactico, transportadores de acido lactico y ATPasas de membranas.

2.5. Genomica y fendmica comparativa en L. thermotolerans y otras levaduras
involucradas en el metabolismo de acidos organicos.

2.6. Determinacion de propiedades de las cepas aisladas y aprovechamiento
industrial otras cepas de levaduras de la CYC (Complutense Yeast Collection).
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Levaduras acidificantes: Lachancea thermotolerans

éQue sabemos?
v Incremento de acido lactico de 1-3 g/L
v" Percepcion sensorial positiva

éQué desconocemos?

Escasos representantes estudiados de la especie

e (Cuan presente estd en nuestras fermentaciones? Es capaz de
completar un proceso de fermentacion completo? ¢ Cuanto
resiste al etanol?

e (Esresistente al SO,?

e ¢(Cual esla diversidad genética de |la especie?

e (Y ladiversidad fenotipica? ¢ Rangos de produccién de acido
lactico? ¢ Que mecanismos genéticos y metabodlicos de regulan
su produccién?

e (CObmo pueden contribuir su presencia en elaboracion de vino??
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B Establecimiento de una coleccion de cepas de L. thermotolerans
y otras levaduras no-Saccharomyces de potencial interés por su
papel en el metabolismo de los acidos organicos.

Desarrollo de un medio de cultivo diferencial para el
aislamiento de L. thermotolerans

* Medio disefado en funcion de las necesidades
nutricionales de L. thermotolerans que incorpora un
colorante que sirve como indicador de pH y agente
diferencial

» Testeo en diferentes especies de levaduras de interés
enoldgico

* El empleo de este medio ha permitido el aislamiento
diferencial de L. thermotolerans con un porcentaje

de fiabilidad préoximo al 85%
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MAD IETIVIMN A

M. fructicola

M. viticola C. fabianii W. anomallus L. elongisporus
: {1 NS

B. anomallus N. globosa S. pombe T. delbrueckii Rhodotorula sp.

A. pullulans K. marxianus H. uvarum K. unispora C. zemplinina

N. ishiwadae P. kluyveri H. osmophila  Debaryomyces sp. C. tropicalis
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B Establecimiento de una coleccién de cepas de L. thermotolerans y otras levaduras no-
Saccharomyces de potencial interés por su papel en el metabolismo de los acidos organicos.

100%-
— Candida sp
I Clavispora sp
PAGO DE CARRAOVEJAS
M Debaryomyces sp
M Filobasidium sp
FINCAYBODEGA B Hanseniaspora sp

Lachancea thermotolerans
Metschnikowia sp

Nakazawaea sp
[ Pichia sp

3 parcelas ey cerisie
146 aislamientos

W Wickerhanomyces sp
13 géneros de levaduras
35% L. thermotholerans _ _

2.T24 3.D1040 4. D999

100%
Candida sp
Hanseniaspora sp
MILSETENTAYSEIS Kazachstania sp
B Kiuyveromyces sp
Lachancea thermotolerans
B Lodderomyces sp
Metschnikowia sp
Naganishia s
6 pa rce I a S Nagazawaeapsp

& Pichia sp

Rhodotorula sp

291 aislamientos B Lo e
14 géneros de levaduras
47% L. thermotholerans - _
1.T0 2.T24

d1040 d>999
Distribucién de los aislamlentos obtenldos durante la vendimia 2020 segln la etapa de fermentacion.
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B Establecimiento de una coleccién de cepas de L. thermotolerans y otras levaduras no-
Saccharomyces de potencial interés por su papel en el metabolismo de los acidos organicos.

100%

M Hanseniaspora sp.
Lachancea thermotolerans
Metschnikowia sp.

B Meyerozyma sp.

PAGO DE CARRAOVEJAS Nekazavaea shiwadas
I Pichia sp.
I Rhodotorula sp.

FINCAYBODEGA B Torulaspora delbrueckii

Wickerhamomyces sp.

3 parcelas

187 aislamientos

8 géneros de levaduras
34% L. thermotholerans

%-

100% B Hanseniaspora sp.

B Kuuyveromyces sp
Lachancea termotolerans
Metschikowia sp
Nakazawaea ishiwadae

I Pichia sp
Rhodotorula sp
Saccharomyces cerevisiae

B Starmerella bacillaris

B Torulaspora delbrueckii
Wickerhamomyces sp.

MILSETENTAYSEIS

6 parcelas
415 aislamientos

11 géneros de levaduras - _
26% L. thermotholerans -

3 D1040 4 D999

T0 124 d1040 d>999

Distribucién de los aislamientos obtenidos durante la vendimia 2021 segun la etapa de fermentacion.
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B Establecimiento de una coleccién de cepas de L. thermotolerans y otras levaduras no-
Saccharomyces de potencial interés por su papel en el metabolismo de los acidos organicos.

Bacteria acética
B Hanseniaspora sp
Lachancea thermotolerans
B Metschnikowia sp
Torulaspora delbrueckii

10 parcelas

121 aislamientos

5 géneros de levaduras
8% L. thermotholerans

aislamientos procedentes de
feremntaciones densidad <1060.

BARBADILLO

B Hanseniaspora sp
Lachancea thermotolerans
W Metschaikowia sp

6 parcelas
114 aislamientos
5 géneros de levaduras
80% L. thermotholerans
|
aislamientos procedentes de
fermentaciones de entre 2 y 15 dias.

BODEGAS =

Haro . Rioja Alta . Espaiia

Distribucién de los aislamientos obtenidos durante la vendimia 2021 segln la etapa de fermentacion.
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Caracterizacion genotipica de los aislamientos de cepas de L. thermotolerans y otras

levaduras no-Saccharomyces de potencial interés por su papel en el metabolismo de los
acidos organicos.

Genotipado de cepas de Lachancea
thermotolerans

Se ha implementado una técnica de tipado
de las cepas basada en el empleo de 6
minisatélites diferentes dispersos en el
genoma de L. thermotolerans.

La amplificacidén de estos minisatélites se
realiza mediante el empleo de la técnica
de PCR multiplex y la posterior resolucién
de los amplicones obtenidos en geles de
agarosa

Especificidad a nivel de la especie L.
thermotolerans y tiene un poder de
resolucién del 100%

Gel de electroforesis de ADN donde se muestran cepas de L.
thermotolerans con diferente genotipo.
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I Caracterizacion genotipica de los aislamientos de cepas de L.
thermotolerans y otras levaduras no-Saccharomyces de
potencial interés por su papel en el metabolismo de los acidos
organicos.

Genotipado de L. thermotolerans

Pago de Carraovejas 63 41
Hoyada de los Lobos 194 106

Barbadillo 10 4
Roda 75 32
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B Caracterizacion fenotipica de los aislamientos: produccién de acido lactico

Se ha determinado la posicién
de cada cepa dentro del
conjunto de las cepas
estudiadas frente a la
produccién de acido lactico y
respecto al ratio de conversién
de azucares en acido lactico

El mayor niumero de las cepas
de L. thermotolerans aisladas se
encuentran en torno a la
produccién de acido lactico de 3

g/ L.

3g/L
acido
lactico

A

BAR HYD PDC ROD
BODEGA

-5.0

Distribucion del valor normalizado de la produccion de acido lactico por las diferentes cepas de L. thermotolerans segin bodega
(BAR: Barbadillo; HYD: Hoyada de los Lobos; PDC: Pago de Carraovejas; ROD: Roda). La linea roja indica la media del conjunto.
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CONCLUSIONES

1.

Las caracteristicas de pigmentacién y crecimiento de L. thermotolerans permiten el
aislamiento diferencial de esta especie empleando el medio de cultivo especifico disefado a
tal fin por el grupo de investigacion de la UCM.

La incidencia de L. thermotolerans en uva y en mosto es baja (0,5-10 %) siendo mas elevada
cuanto mas avanzada se encuentra la fermentacion (hasta el 75 %). Esta elevada incidencia
se relaciona con una gran resistencia al etanol, superior a la estimada en otros estudios
realizados previamente.

No se observa una pérdida significativa de diversidad de cepas conforme avanza el proceso
de fermentacion. Los genotipos encontrados se mantienen presentes, en general, a lo largo
de todo el proceso fermentativo.

La diversidad genotipica y fenotipica de cepas de L. thermotolerans en mostos ha sido
elevada. Existiendo una gran diversidad dentro de la especie, tanto en vifiedos de una
misma bodega como entre distintas bodegas y Denominaciones de Origen.

La diversidad intraespecifica de las cepas de L. thermotolerans aisladas se correlaciona con
la alta diversidad fenotipica encontrada, obteniéndose valores muy dispares en la produccion
de acido lactico.

La produccién de acido lactico en las cepas de L. thermotolerans se ajusta a una distribucion
normal en todas las bodegas estudiadas. No se aprecia una diferencia significativa en la
produccién de acido lactico entre las cepas aisladas de las diferentes bodegas.
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DIFUSION, PRODUCCION CIENTIFICAY ACADEMICA Y
CONTRATOS LABORALES EN EL MARCO DEL
PROYECTO

. TESIS DOCTORALES
o Javier Vicente Sanchez. Caracterizacion molecular y funcional de levaduras no-Saccharomyces como herramientas para
el control biolégico de la acidez en vinos. Universidad Complutense de Madrid. 2021-actualidad
. PRACTICAS CURRICULARES DE GRADO
o Lydia Rodrigo Burgos. Estudio de las poblaciones de levadura presentes en uva procedentes de diferentes regiones
vitivinicolas de Espafia. Grado en Biologia. Universidad Complutense de Madrid. 2021-2022.
o Paul Petrut Manea. Estudio funcional de cepas de coleccion de Lachancea thermotolerans. Grado en Biologia.
Universidad Complutense de Madrid. 2021-actualidad.
. TRABAJOS FIN DE GRADO
o Lydia Rodrigo Burgos. Estudio de la diversidad y caracterizacion enolodgica de aislados de Lachancea thermotolerans
para el manejo bioldgico de la acidez. Grado en Biologia. Universidad Complutense de Madrid. 2021-actualidad.
. COMUNICACIONES A CONGRESOS
o Javier Vicente, Santiago Benito, Javier Ruiz, Miguel de Celis, Sandra Tomasi, Eva Navascués, Ignacio Belda, Antonio
Santos, Domingo Marquina. Caracterizacion genotipica y fenotipica de cepas de Lachancea thermotolerans para la
evaluacion de su potencial enoldgico. Poster. XXVIII Congreso Nacional de Microbiologia. Sociedad Espafiola de
Microbiologia. Online. 28 de junio a 2 de julio de 2021.
. PUBLICACIONES CIENTIFICAS
o Vicente, J., Navascués, E., Calderon, F., Santos, A., Marquina, D., Benito, S (2021). An Integrative View of the Role of
Lachancea thermotolerans in Wine Technology. Foods. 2021. 10, 2878. JCR Impact Factor (2020): Q2 (4.350; 37/143).
o Vicente, J., Navascués, E., Benito, S., Marquina, D., Santos, A. (2022). Lachancea thermotolerans typing using Multiple
Locus Variable-Number Tandem Repeat Analysis for wine fermentations monitoring. En preparacion.
o Vicente, J., Baran, Y., Navascués, E., Calderdn, F., Santos, A., Marquina, D., Rauhut, D., Benito, S (2022). Biological
management of acidity in wine technology: A review. En preparacion.
. CONTRATOS LABORALES EN EL MARCO DEL PROYECTO
o Javier Vicente Sanchez. Contrato de Personal de Apoyo a la Investigacion -Investigador (PAI-I) en la convocatoria
PAII54/21 de 15 de noviembre de 2021 de la Universidad Complutense de Madrid. En vigor a partir del 1 de febrero
2022.
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