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RESUMEN

Se aislaron cepasvinicas nativas de uvas proce-
dentes del valle de Casablanca, region productora de
vinos de calidad, mediante fermeniacién natural del mosto
en presencia de metabisulfito de potasio como agente
selectivo.

Los andlisis morfologicos v fisiologicos realiza-
dos, a partir de colonias aisladas obtenidas del mosto al
término del proceso de fermentacion, permitieron esta-
blecer que, aproximadamente, un 90% de ellas corres-
pondian a cepas de levaduras ascosporégenas de
Saccharomyces cerevisiae. Ademdas, al determinar el
Sfenotipo «killer» de estas cepas, se encontré que un 40%
de ellas eran productoras de toxina «killery.

Las evaluaciones enologicas practicadas a un
subconjunto de estas cepas, presentaron propiedades
similares a cepas vinicas comerciales de S. cerevisiue.

La caracterizacion molecular de éstas, mediante
electroforesis de campo pulsado, permitié establecer la
presencia de, al-menos, cuatro diferenies cariotipos’
eleciroforéticos, con un tamaiio estimado del genoma
nuclear entre los 13.000 a los 21.000 kb.

INTRODUCCION

La transformacion del jugo de uva en vino, es esen-
cialmente un proceso microbiano. La fermentacion alcohd-
lica. la conversion de los principales aziicares de la uva,

SUMMARY

Wild wine strains of grapes caning from the valley
of Casablanca a region that produces fine wines, were
isolated through the natural must fermentation and using
potassium netabisulfite as a selective agent.

The morphological and physiologycal analysis
accomplished, based on the colonies obtained from the
must at the end of fermentation process, showed that,
approximately, 90% of them corresponded 1o ascospo-
rogenes sirain veas! belonging to Saccharomyces
cerevisiae. Furtherniore, upon determining the killer
Jenotype of these yeasts, it was found that 40% of them
produced this killer toxin.

The enological evaluations made on a subset of
these isolated strains, showed that they presented
enological properties, similar to commercial yeasts of S.
cerevisiae,

The molecular characterization of these strains
through pulse field gel electrophoresis (PFGE), allowed
1o establish the presence of, at least, four different
electrophoretic karyotvpes, having a nuclear genome with
a 13.000 to 21.000 kb.

glucosa v fructosa a etanol y dioxido de carbono, es reali-
zada principalmente por la levadura Saccharomyces
cerevisiue.

Diversos estudios indican que la microbiota pre-
sente en la superficie del grano de uva y en la pruina. es
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muy diversa, v que la presencia de levaduras del tipo S.
cerevisiae es reducida (1).

Sc ha estimado que la densidad y diversidad
poblacionai de las Ievaduras nativas en los ftutos sanos cs
limitada. encontrandose entre a 107 a 10* unidades forma-
doras de colonias/grano de uva,

Se han identificado. alo menos. |8 géneros de le-

vaduras relacionadas con el vino (levaduras nativas pre-
senles. principaimente en la superficie de los granos de
uvas, en los viniedos y en Ia planta procesadora). Lasespe-
cies. que con mayor frecuencia se encueniran, son
levaduras fermentativas pertenecientes a 7 géneros dife-
rentes (Kloeckera apiculata, Hanseniaspora uvarum,
Metschnikowia pulcherrima, Candida pulcherrima,
Hansenula anomala, Pichia membranacefaciens, v
Rhodotorula minuta) (2). Estas levaduras pueden partici-
par. al inicio del proceso fermentativo. pero su niimero
disminuye drasticamente una vez iniciada la fermentacion.
Lasespecies vinicas. fuertemenle fermentativas. como 8.
cerevisiae. se encuentran en numero reducido en la etapa
inicial de la fermentacién. sin embargo. cuando entran
en contacto con los azucares del mosto awuentan consi-
derablemente Ja poblacién, siendo la especie que prevale-
ce hasta el término del proceso fermentativo (3). Estas le-
vaduras, ademds. participan en la calidad organoléptica
del producto terminado. En consecuencia. las levaduras
nativas de una regioén podrian participar en las caracteristi-
cas distintivas del vino v cooperar al uso de denomina-
ciones de origen en la industria vitivinicola (4).
En paises productores de vinos de calidad exportable( Es-
paifia. Francia. lalia v otros). se hau desarrollado progra-
mas de seleccion de levaduras de distintas zonas
viticolas.Por esta via. han llegado a disponer de cepas que
presentan caracleristicas enologicas particulares, emplean-
dose en la elaboracion de vinos de distintos tipos de cali-
dad (5. 6). En nueslro pais solo se han emprendido aclivi-
dades de invesligacion en esta drea en forma esporadica .
Los estudios realizaclos han permitido conocer que la
microbiota nacional. es similar a la que sc encuentra cn
olros ecosistemas. La seleccion de levaduras. solo ha teni-
do exilo en casos aislados. mas bien. relacionados con
levaduras destinadas a la industria de destilados vinicos
(Loyola. comunicacion personal).

En este estudio se prelende aislar ¢ identificar ce-
pas vinicas nativas de S.cerevisisae, de uvas proceden-

tes de una zona productora de vinos de calidad, median-
{e andlisis morfolégico. fisiologico y molecular.

MATERIALES Y METODOS

I.- Materiales
1.- Cepas de levaduras control: se dispuso de las
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siguientes cepas de levaduras: S.cerevisiaue ABI1380, §.
cerevisiae AH22 (Lab. de Genética. Fac. de Ciencias. U.
de Chile). S.cerevisiue EC1118. v 8. cerevisiae ALG509
(Lab. de Enologia. Dpto. de Agroindustria. Fac. de Cs. Agra-
rias y Forestales. Univ, De Chile).

2.- Medios de cultivo: agar extraclo de malta (extrac-
to de malta 6%. peptona 0,6% y agar-agar 1,3%). parala
manlencion y el crecimiento activo de las cepas; agar ¥
caldo extracto de levadura-peptona-glucosa (glucosa 2%,
peptona 1%, extraclo de levadura 0.5% y agar-agar 2%.
para medio solido) (caldo y agar YPG). para dilucion de las
muestras y el crecimiento activo de las cepas: agar DIFCO
para el andlisis de la morfologia celular: base carbonada
para levaduras (DIFCO) para el test de asimilacion de fuen-
tes nitrogenadas.

IL.- Métodos

1.- Muestreo ¥ procesamicnto de las uvas: se reali-
76 un muestreo durante los meses de marzo y abril d 1997.
de seis sectores difcrentes del valle de Casablanca que
pertenecen a las viilas Concha y Toro (C y T) y Santa
Emiliana (SE). Las muestras tomadas {fueron de aproxima-
damente 15 kg de uva de Ja variedad Chardonnay. Las
muestras fucron prensadas manualmente tratando de in-
terferir, Jo menos posible. con la microbiota nativa presen-
feen lauva. y bajo condiciones aséplicas. La vinificacion
sc realizo en recipientes de vidrio de 5 litros. en presencia
del orujo producto del prensado. y adicionado dec
metabisulfiio de potasio (100 mg/l). La fermentacién se rea-
liz6 en condiciones conlroladas de temperatura (20°C a
22°C) v se determind la densidad y el grado alcohdlico.

2.- Aislamicnto de Tas levaduras: se tomaron mues-
tras de moslo al término de la fermentacion cuando la den-
sidad habia alcanzado valores entre 0,992 a 0,996. Las mues-
tras fueron sembradas en agar extracto malta e incubadas
durante 2 dias a 28°C. Se seleccionaron las placas que
contenian entre 100 a 150 colonias para su caraclerizacion
posterior.

3. - Pruebas morfologicas y fisiolégicas.- Las
distinlas cepas aisladas se somelieron a pruebas de cla-
sificacion utilizando las claves taxondmicas descritas por
Kreger-van Rij (1987) (3) v por Fulgesang (1997) (2).Los
ensavos se ralizaron en duplicado para cada una de las
colonias en esludio.

3.1.- Morfologia de colonias: se analiz6 su morfo-
logia (lextura, color, superficie y elevaciéon) en agar
extracto de malta. después cle un periodo de incubacién de
2a3diasa 25°C.
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3.2.- Morfologia de las células vegetativas: a partir
de un cultivo de levadura en crecimienlo activo, se inocu-
16 caldo YPG y se incub6 2 a 3 dias a 28°C. Se analizé la
forma y modalidad de reproduccion de ias células vegeta-
tivas. la presencia de células aisladas o de agregados celu-
lares. y el amafio celular promedio de, al menos. 20 células
aisladas para cada cepa.

3.3.- Formacion de ascosporas: a partir de un culti-
voen crecimiento activo, se sembré en agar de morfolo-
gia (medio de preesporulacién) y se incubd durante 1 a 2
dias a 28°C. A partir de este cultivo se sembr6 un agar
acetato (glucosa 0. 1 %, cloruro de potasio 0.18%. extracto
delevadura 0.25%. acelato de sodio trihidratado 0.82%.
y agar-agar 1.5%) (inedio de esporulacion), y se incubo
durante 3 diasa 25°C. Se analizé la formacién de ascos-
poras mediante observacidn microscopica de muestras
tettidas con verde de malaquita. En el caso de no observar-
se formacién de esporas al cabo deé esle tiempo, se dejo
el cultivo-a temperatura ambiente y se analizo la for-
macion de ascosporas durante 3 a 4 semanas. a intervalos
de una semana.

3.4.- Produccion de dcido acético: se realizo en
medio conteniendo glucosa al 3%, carbonato de calcio 0.5%.
yagar-agar al 2%. Se inocul6 la superficie del medio a partir
de una cepa en crecimiento activo, y se incub6 durante 1 a
3diasa 28°C. Se delermind la produccion de dcido median-
te la formacion de una zona o anillo translticido alrededor
del inoculo. :

3.5.- Fermentacion de azicares: se ensayd la ca-
pacidad fermentativa de las cepas para seis azncares (glu-
cosa, galactosa, sacarosa. maltosa y lactosa, a una con-
centracion del 2%. v rafinosa al 4%). Se prepararon solu-
ciones stock para cada uno de los azicares, y se esle-
rilizaron mediante {iliracién por membrana. Se colocaron 4
ml de caldo extracto de levadura (0.5%) en tubos de
ensayo y se incorpord una canipana Durham. Después de
autoclavar, se adicioné a cada tubo 2 ml de la solucion
stock de azticar. y se inoculd densamente con la cepa a
ensayar. Después de incubar a 25°C. se examiné la forma-

-

ciénde gas durante 2 a 3 dias. v al cabo de una semana.

3.6.- Asilmilacion de compuestos carbonados: se
determind la asimilacion a 19 diferentes compuestos carbo-
nados mediante el sislema de identificacion API-20C AUX
(bioMérieux System). modificado por Cuinieret al. (1979)
(8). Después de estandarizar los cultivos en crecimiento
activo, se inocularon las ciipulas y se registrd la turbidez
en cada una de ellas después de | dia v de 2 dias de
incubacion a 30°C. El perfil numérico (bioniunero) obleni-
do. permitié la identificacién de lacepa con la ayudade la

tabla de identificacion, catdlogo analitico y disquetle
APILAB.

3.7.- Asimilacién de compuestos nitrogenados: sc
prepard una solucién stock I0xde base carbonada para
levadura, v una solucion de nitrato de potasio al 0,078%,
de L-lisina al 0,08% y cadaverina dihidrocloruro al 0,068%.
las cuales se esterilizaron mediante filtracién por membra-
na. Se mezclaron 0.5 ml de la solucion I0x con 4.5 ml de la
solucion de nitrato de potasio o de soluciéon de L-lisina, ¥
se inocularon las cepas a ensayar. Se incubd duranie 7 dias
a 25°C. Seguidamente, se tomo¢ una alicuota de cada tuboy
se volvio a inocular una serie similar de tubos de ensayo.
Después de un periodo de incubacion de 7 dias a 25°C, se
registro la turbidez en cada uno de los tubos experimenta-
les.

3.8.- Resistencia a cicloheximida: se preparé una
solucién conteniendo base nitrogenada de levadura al
6, 7% vy glucosa al 10% en 100 ml- de agua desmine-
ralizada. Luego. se adiciond 2,5 ml de una solucién de
acetona conteniendo 0.1 g de cicloheximida, y se esteri-
lizé por filtracion en membrana. Se mezclaron 0,5 ml de
esta solucion con 4.5 ml de agua desmineralizada estéril, y
se inoculd con la cepa de levadura en crecimiento activo.
Los cullivos se incubaron durante 3 semanas a 25°C, con
agitacion. Se determind el crecimiento de ta cepa por la
aparicion de turbidez en los tubos.

3.9.- Actividad «killer»: se preparé una soluciéon
de tampén citrato-fosfato (fosfato monodcido de potasio
al 8,4%. acido citrico al 6,3%) conteniendo azul de metileno
al 0.4%. Después de autoclavar v dejar enfriar, se adiciono
una alicuota de un cultivo de S.cerevisiae AH22 (cepa sen-
sible al factor «killer»). Se mezclaron 2,3 ml de la mezcla
anterior con 17,7 ml del agar YPG fundido y se vertio en
placas de Petri. Se dej6 2 a 3 h a temperatura ambiente, sc
refrigerd durante 30 min. y se sembro en superficie las ce-
pas de levadura a ensayar. Se incub6 durante 2 a 3 dias a
28°C. y se determing la actividad «killer» mediante la for-
macién de una zona clara alrededor del inéculo, Ia cual
presentd un borde azul oscuro en su parte externa (9).

4.- Ensayos enoldgicos: sc realizaron ensayos de
fermentacion controlados a escala de laboratorio, y se de-
termino la acidez volatil (test de Blarez). los azicares
reductores (test de Fehling), y el grado alcohdlico (inéto-
do densimétrico) (10).

5. - Polimorfismo de longitud del ADN cromosomal:
se realizé de acuerdo a la metodologia descrita por Chu ef
al., 1986 (L1). La electroforesis se realizé en un equipo
Pulsaphior Plus LKB. Se prepar6 un gel de agarosa al 1% en
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tampén TBE 0,5x (Tris-HCI 49,5 mM, acido bérico 49.5
mM, yEDTA 1 mM , pH 8.0). Se colocaron los moldes de
agarosa contenienco el ADN cromosomal, y se realizé la
ciectroforesis en los tiempos de pulso de 90, 120 y 180
seg., conun tiempo de corrida equivalente para cada pulso
de 8 h a 180 volts. El gel se tifio con solucién de bromuro
de etidio a una concentracion final de 1 pg/ml durante 30
min. Se dejo desteiiir el gel en agua destilada durante 8 hy
se fotografio usando camara Polaroid 35 con filtro amarillo.
El niimero de bandas y el tamafio relativo del genoma nu-
clear. fue calculado tomando en consideracion Ia inlensi-
dad relativa de cada banda de ADN tipo cromosomal (12)
mediante el Programa Bioimage Intelligenl Quantifier (B.
1. Systems Corporation).

RESULTADOS

El proceso de fermentacion alcoholica esponta-
nea. bajo las condiciones experimentales ensayadas, se
prolong6 entre 8 y 9 dias para el mosto de uva de la vifia C
y Tyentre 9 a 10 dias para SE. El recuento viable promedio
de colonias durante la fase inicial y final de la lermentacion
enlavifia Cy T, fuede 4.3 x 10°células/ml y de 1,8 x 108
célula/ml respectivamente En cambio, para el mosto de
uvade laviiia SE, fue de 4x.107célula/ml para Ia fase inicial
y de 2.5 x 108células/ml para la fase final del proceso
fermentativo (Tabla 1).

Para cada una de las fases de la fermentacién se
observé. aproximadanente. un 98% de colonias de moifo-
logia similar a las de S. cerevisiae EC1118 (una de las
cepas control).

El andlisis morfolégico realizado a un total de 180
colonias seleccionadas dé ambas viiias, mostréd que la gran
mayvoria de ellas (178 colonias). fueron similares en su mor-
fologia externa: colonias de forma redonda, superficie con-
vexa. lisa, de borde liso v de color crema suave a amarillo
pardo.

El analisis de la forma y tamaifio celular de las
colonias seleccionadas fue similar a lo establecido para
cepas de S. cergvisiue (forma globosa a subglobosa de
(5-10) x (5-12) . a elipsoidal a cilindrica de (3 -9.3) x (4.5-
21) pum) (3). como asimismo. el tipo de yemacion observa-
da (multlateral, con formacion de yemas preferentemente
en el polo de la célula). caracteristica de las cepas pertene-
cientes a 8. cerevisiae.

De acuerdo a un criterio de predominio de iden-
lidad de morfologia de las colonias, se selecciond un total
de 80 deellas (40 de la vifia Cy T. y 40 de la viiia SE) para
los estudios de morfologia celular. Se encontraron células
de forma oval-redonda a forma oval-alargada, con presen-
clade algunas células cilindricas, y con un tamafio celular
estimadode 3.8-9.3 x 4.8-16,8 jun .
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En relacién a la reproduccion asexual, la totalidad
de las muestras presentaban células con formacion de ye-
mas en posicién multilateral (Fig.1). Al determinarse el es-
tado sexual para cada una de las cepas se encontré que
un total de 74/80 cepas formaban ascos. Eslos, contenfan
de 1 a4 ascosporas de forma redonda a ovalada (Fig. 2).

Para la totalidad de las 74 cepas producloras de
ascosporas sc determinaron algunas propiedades fisiold-
gicas. Los estudios de produccion de acido acélico y de
sensibilidad al antibiético cicloheximida. mostré que las
74 cepas ascospordgenas no ecran productoras de acido
acélico. y mostraron sensibilidad a la cicloheximidaa
una concentracion de 100 p g/f. Respecto a la capacidaa
de asimilacién de una fuente nitrogenada, la totalidad de
las cepas en estudio. no asimilaban el nitrato y la L-lisina.
siendo por tanto consideradas nitrato (-), L-lisina (-) y
cadaverina (-).

Teniendo en consideracién la similitud de las 74
cepas cn relacién a las propiedades morfoldgicas y fisiold-
gicas que presentaban, se selecciond un total de 50 cepas
(25 delaviiia Cy T, y 25 de la vifia SE) para los ensayos de
fermentacién de azucares y de asimilacion de compuestos
carbonados. En los ensayos de fermenlacién para 6 azuca-
rcs dilerentes, se enconird que la totalidad de las cepas
ferientaban en forma rapida los azicares (1 a 3 dias): glu-
cosa, galactosa, sacarosa. maltosa y rafinosa. Ninguna de
las cepas ensayadas Terment6 la laclosa.

En relacion a los test de asimilacion para 19 fuentes
carbonadas. la tolalidad de las cepas asimilo la glucosa y.
ninguna de éslas, la lactosa. Para los aziicares reslantes,
un total de 45 cepas (90%) asimilé los aziicares galaclosa,
sacarosa, maltosa v rafinosa (Fig. 3). en cambio, un 10% de
las cepas no asimilé alguno de estos cuatro azicares. De
acuerdo a la tabla de identificacion de levaduras del
sistema API-20C (bioM¢érieux System), se puede estable-
cer que las 45 cepas seleccionadas son levaduras del tipo
8. cerevisiae, conun 94,3% de identidad de acuerdo a
dicho programa de identificacién.

Los ensayos para determinar la actividad «killer»
en las 45 cepas. seleccionadas de acuerdo a los resultados
de asimilacién de fuentes carbonadas, mostraron que 18
cepas (40%) presentaban el fenotipo «killer» (12 cepas de
lavifia Cy T,y 6 cepas de la vifia SE) (Fig.4).

Para evaluar las propiedades cnoldgicas de las
cepas. s¢ realizaron ensayos de vinificacion controlados
para un total de 22 cepas de levaduras, entre Ias cuales
habian cepas con actividad «killer y cepas sin dicha acti-
vidad, de las vifias Cy T,y SE. De acuerdo a los resultados
obtenidos del proceso de segunda fermentaciéon (Tabla
2.) las cepas presentaron valores similares de grado
alcoholico, de acidez volatil, y de azicares residuales,
entreellas.
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La caracterizacion del genoma nuclear medianic
electroforesis de campo pulsado (Fig.5). de cuatro cepas
seleccionadas de acucrdo a sus propicdades enolégicas y
a la presencia o ausencia de actividad «killer», muestra
diferencias cntre las cepas en cuanto a n° de bandas y a la
posicion e intensidad relativa de algunas de las bandas dc
ADN cromosomal v de estas respeclo a las cepas contro-
les de S.cerevisiae ABI380 v YNN295, El andlisis
densitométrico muestra la presencia de 11 a 13 bandas dc
ADN cromosomal en las cepas nativas de 8. cerevisiae
con un lamaiio estimado del genoma entre 1300 a 2100 kb.

DISCUSION

La produccion de vinos finos depende de diver-
sos [actores. tales como. la variedad de la vid. tipo - condli-
ciones del suclo v lactore climaticos de la region. En los
iltimos arios diversos estudios destacan. ademas. ¢l rol
fundamental que desempeiia cl tipo de levadura en las ca-
racleristicas organolépticas del vino (4. 13.14).

Se hau desarrollado programas de aislamiento v
seleccion de levaduras de distintas zonas vinicolas en
otros paises (5. 6). Estas levaduras se han comercializado
y en Chile. aproximadamente. un 80% de las claboraciones
de vinos [inos se realizan por {ermeniacién inducida
con levaduras seleccionadas importadas (Lovola. com.
pers.)

El aislamiento y caracterizacion de levaduras vinicas
nativas de algunos ecosistcmas productores de vinos [i-
nos cn Chile v su potencial indlustrializacion. permitiria acer-
carnos a la produccion de vinos finos ¢ue satisfagan en
mayor proporcion la nocion de «terroirn. ¢s decir. vinos
con caracteristicas propias. proporcionadas por el enforno
ccoldgico cit ¢l que se claboran.

La adicion de metabisulfito de potasio. al mosto
de uva. permitié seieccionar cepas de 8. cerevisiae. resis-
tente a dicho compuesto ( 15). impidiendo el desarrollo de
-levaduras nativas distintas de Saccharomyces. de bacte-
rias nativas del dcido ldctico, v de bacterias nativas del
dcido acético (16).

Durante la primera fase del proceso de fermenta-
cidn espontdanea. se pucden desarrollar diferentes géne-
ros de levaduras ascosporogenas relacionadas con el vino,
las cuales al igual que Saccharomyces, lorman ascas per-
sistentes (Yorulaspora, Debaryomyces, Pichia, Zygo-
saccharomyces) (13). Nuestros resultados experimentales
oblenidos de las cepas seleccionadas de este estudio (asi-
milacion de cadaverina y L lisina(-). asimilacion de sacaro-
sa (+) y la ausencia de formacién de un [ilm o pelicula
superficial ecn medio liquido. nos permiticron confirmar que
las 45 cepas seleccionadas pertenecian al género
Saccharomyces.

Enrelacion a la clave de identificacion taxondinica
anivel de especie, Kreger-van Rij. 1984 (7). propone para
S.cerevisiae, determinar la capacidad de asimilacién de
maltosa, ctilamina, cadaverina y la sensibilidad a ciclo-
heximida (100 pg/ml). Al respecto. Fugelsang 1997 (2). pro-
pone que la clave de identificacién para el género Saccharo-
myees permite tambien determinar la especie. siendo ¢sta,
S.cerevisiae o S.exiguus.

Los resultados experimentales obtenidos para las
45 cepas scleccionadas. en relacién a las propiedades se-
fialadas, nos permitieron clasificar a las cepas en estudio
como 8. cerevisiae. _

Sc ha encontrado que algunos géneros de levadu-
ras. tales como. Saccharomyces, Candida v Hansenula,
secretan al medio extracelularuna toxina «killer». la cual
climina las células de levadura sensibles a ésta (17). Estu-
dios recientes han demostrado que el fenémeno de anta-
gonismo microbiano es un factor importante como catsi
de la detencidn del proceso de fermentacion industrial del
vino (18). Una de las causas de este fendmeno es la pro-
duccidn de esla loxina por Ievaduras silvestres distintas
de Saccharomyces, la cual puede disminuir la poblacion
inicial de una levadura comercial sensible a 1a toxina que
ha sido empleada como partidor en una [ermentacion (19).

La propiedad «killer. se encuentra ampliamente dis-
tribuida en cepas de laboratorio de S. cerevisiae, cepas de
levaduras cerveceras. vinicas y en levaduras contaminan-
tes en la industria de alimentos (20). Al respecto. cn un
estudio realizado en cepas de S.cerevisiae aisladas de mos-
tos en fermenlacion espontanea en una planta vitivinicola
de Bordeaux (Francia). durante 2 afios conseculivos, sc¢
cncontrd un allo porcentaje de cepas «killers» en 2 razas
fisiologicas, S.cerevisiae y S.bayanus (21).

La evaluacidn enolégica. a escala de laboratorio. de
las cepas seleccionadas de ambas vifias con y sin activi-
dad «killer». mostré de manera general, un comportaimien-
to similar entre las cepas en cuanto al grado alcoholico.
acidez volatil y azicar residual.
| ElReglamento Ley N° 18.455 de Julio de 1986,
que norma la produccién de vinosen Chile, establece que
el valor minimo aceptable de grado alcoholicoen el vino es
de 11.2°. conun valor maximo de dcidez volatilde 1,4 g/l, y
un valor inferior a 2 g/l de azicar residual.

La clectroforesis de campo pulsado de las cepas
ensavadas, muestra diferencias encl nimero de bandas
observables en el gel (11 a 13 bandas). y en el patrén de
bandeo electroflorético entre las cepas ensayadas. De acuer-
do a esios resultados preliminares, no se evidencian
cariolipos electroloréticos especilicos para cepas con ac-
tividad «killer», como tampoco. para cepas sin actividad
«killer.

Estudios de polimorfismo de longitud de ADN
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Fig. 1. Reproduccion asexual mediante la lormacion de yemas en posicién mullilateral de células de levaduras aisladas de las vifias
Concha y Toro v Santa Emiliana, del valle de Casablanca (Aumento de 1000x). Fig. 2. Reproduccion sexual mediante la lormacién de
ascosporas de células de levaduras aisladas de las vitas Concha y Toro v Santa Emiliana, del valle de Casablanca. (Tincion de Verde
Malaquita. Aumento de 1000x). Fig. 3. Test de asimilacion de compuestos carbonados de levaduras aisladas de las viiia Concha v Toro
y Santa Emiliana. del valle de Casablanca. La galeria AP[-20C conticne 19 [uenles carbonadas. La turbidez en las ciipulas indica
asimilacion de la luente carbonada por la cepa de levadura. (GLU = Glucosa; GLY = Glicerol; 2-KG = a-ceto-D-Gluconaio, ARA = LL-
Arabinosa: XYL = D-Xilosa: ADO = Adonitol: XI,T = Xilitol: GAL = Galactosa: INO = Inosiol; SOR = Sorbitol; MDG = a-Metil
D-Glucosido: NAG = N-Acetil-D-Glucosamina: CEL = Celobiosa;, LAC = Lactosa. MAL = Maltosa, SAC = Sacarosa; TRE =
Trehatosa; MLZ = Melesitosa, RAF = Ralinosa)
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Fig. 4. Determinacion de la actividad «killer» de levaduras seleccionadas de las vifias Concha y Toro (A) y Santa Emiliana (B), del valle
de Casablanca. La produccion de la toxina «killer» se demuestra por la fonmacion de un halo de inhibicién del credimiento alrededor del
indculo, y por la formacion de un area azul oscuro en el borde externo del 4rrea de inhibicion. Control (-) = Saccharomyces cerevisiae
AB1380; control (+) = Saccharomyces cerevisiae ALG509.

Fig. 5. Electroforesis de campo pulsado (CHEF) de ADN cromosomal de cepas de Saccharomyces cerevisiae. Carril 1y 4: 8.
cerevisiae AB1380. Carril 2y 3: S. cerevisiue aisladas de la vifia Concha y Toro con y sin actividad «killer», respectivamente. Carril
5y6:8. cerevisiae aisladas de a vifia Santa Emiliana con y sin actividad «killer», respectivamente. Carril 7: 8. cerevisiae YNN295.
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TABLA 1
Cuantificacion del grado alcohdlico, de la acidez volatil y, azucar residual en mostos naturales
inoculados con cepas nativas de Saccharomyces verevisiae aisladas de las vifias Concha y Toro y
Santa Emiliana, del valle de Casablanca.

CEPA GRADO ACIDEZ AZUCAR
ALCOHOLICO VOLATIL RESIDUAL
(g/L acido acético) (g/L de glucosa)
S.E. 1 13,2 0,44 1,64
S.E. 2 13,4 0,44 1,70
S.E. 3 13,0 0,31 1,65
S.E. 4 13,2 0,45 2,88
S.E. 5 12,9 0,40 1,66
S.E. 6 13,2 0,37 1,58
S.E. 7 13,0 0,40 1,51
S.E. 8 13,1 0,55 2.34
S.E 9 13,2 0,43 1,68
S.E. 10 12,9 0,38 2,34
CyT 1 13,1 0,37 1,70
CyT?2 13,0 0,37 1,89
CyT3 12,9 0,38 1,93
CyT 4 12,9 0,38 1,93
" CyTS5 13,2 0,43 1,70

CyT 6 13,4 0,42 1,69
CyT?7 13,3 0,37 1,89
CyT 8 13,0 0,30 1,69
CyT9 13,0 0,42 1,72
CyT 10 13,2 0,36 1,76
CyT 11 13,0 0,43 1,66
CyT 12 13,0 0,25 1,78

cromosoinal realizados con 77 cepas vinicas comerciales, cientes a S.cerevisiae.

mostraron una amplia variacion del patron electroforético

entre ellas (22), similara los resultados obtenidos con las

cepas aisladas de los vifiedos del valle de Casablanca. El CONCLUSIONES

polimorfismo de longitud del ADN cromosoimal permite
distinguir diferentes cariotipos electroforéticos de las ce-
pas aisladas del valle de Casablanca, observandose en ellas
un patron electroforético similar a la cepa control S.
cerevisiue YNN295, en cuanto al niumero y posicién de las
bandas. Por tanto, esta técnica molecular permite la
diferenciacion de cepas de levaduras, y permite estable-
cer que las 5 cepas aisladas del valle de Casablanca corres-
ponden a biotipos diferentes entre ellos, pero pertene-
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La caracterizacion de cepas vitivinicolas zonales
mediante andlisis morfolégico, fisiologico y molecular, per-
mite seleccionar biotipos especificos de S. cerevisiae.

La evaluacion enologica comparativa de algunas
cepas aisladas en zonas de vifiedos, con cepas comercia-
les permite aportar sus caracteristicas distintivas al vino
de esa zona.
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