AISLAMIENTO Y SELEC’CIC')N DE CEPAS PSICROTOLERANTES DE BACTERIAS LACTICAS
ENOLOGICAS DE LA REGION PATAGONICA

MANERA Camila*, BRAVO-FERRADA Barbara M, TYMCZYSZYN Elizabeth E, DELFEDERICO Lucrecia, OLGUIN Nair
T, SEMORILE Liliana, VALDES LA HENS Danay

Laboratorio de Microbiologia Molecular, Departamento de Ciencia y Tecnologia, Universidad
Nacional de Quilmes. Roque Saenz Pefia N°352, (1876) Bernal, Argentina.

camilamanera@gmail.com, bbferrada@unq.edu.ar, elitym@yahoo.com.ar,
lucrecia.delfederico@gmail.com, ntolguin@gmail.com, Isemorile@ung.edu.ar, dvhens@unqg.edu.ar

Resumen

La vinificaciéon de varietales tintos patagonicos ocurre en abril y mayo, con bajas temperaturas
ambientales que inhiben el progreso de la fermentacion malolactica (FML), por ser un factor de
estrés para las bacterias lacticas (BAL) que conducen el proceso. Las bodegas deben calentar los
tanques de fermentacién, incrementando los costos de producciéon. El desarrollo de cultivos
malolacticos nativos, tolerantes a bajas temperaturas, constituye una herramienta estratégica para
resolver el problema y potenciar el caracter regional de los vinos. El objetivo del trabajo consistio
en obtener cepas enolégicas patagonicas de BAL, capaces de sobrevivir y consumir acido L-
malico en vinificaciones a bajas temperaturas (4 y 10 °C). Los aislamientos psicrotolerantes
procedieron de vino Pinot noir (bodega comercial de General Roca, Rio Negro). Su identificacion
se realiz6 por secuenciacion del gen 716S rRNA y la similitud genética se analizé por RAPD-PCR
con el primer M13. Como primer criterio de seleccion se evalud su supervivencia en vino estéril
incubado a bajas temperaturas. Posteriormente, las cepas que exhibieron mejor tolerancia,
UNQOoE19 (O. oeni) y UNQLhI1.1 (Lb. hilgardii), se inocularon en vino, a escala de laboratorio, y se
evaluaron su supervivencia y sus capacidades de implantacion y de consumo de acido L-malico,
con resultados promisorios.

Introduccion

La vinificacion es un proceso complejo donde las levaduras, principalmente Saccharomyces
cerevisiae, producen la fermentacién alcohdlica (FA) al consumir los azucares de la uva para
convertirlos en etanol, conduciendo asi a la transformacién del mosto en vino. Durante o después
de la FA ocurre la fermentacién malolactica (FML), consistente en la decarboxilacién del acido L-
malico y conversion en acido L-lactico, proceso que desarrollan una o mas especies de BAL,
principalmente Oenococcus oeni y Lactobacillus plantarum (Lopez et al. 2008, Miller et al. 2011,
Bravo Ferrada et al. 2013, Valdés La Hens et al. 2015). La FML produce la deacidificacion del vino
con el concomitante incremento del pH, un efecto deseable en vinos de elevada acidez. También
contribuye a la estabilidad microbiana, por remocion del acido L-malico como posible fuente de
carbono, y a la modificacion del perfil aromatico del vino, ligado a las actividades enzimaticas de
BAL (Henick-Kling 1993, Maicas et al. 1999, Ugliano et al. 2003, Lerm et al. 2010). La FML suele
ocurrir espontdneamente, por acciéon de las bacterias nativas provenientes de la uva y la bodega.
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Sin embargo, las condiciones estresantes del vino (elevado nivel de etanol, bajo pH, presencia de
sulfito, etc.) y la tecnologia del proceso de vinificacion, pueden reducir la viabilidad bacteriana y
alterar su metabolismo. Asimismo, los procesos espontaneos pueden dar resultados no buscados,
tales como incremento en la acidez volatil, consumo de azucares residuales y formacién de
metabolitos indeseables como aminas biogénicas (Lopez et al. 2008). Para evitar pérdidas en la
produccion pueden agregarse iniciadores malolacticos durante la vinificacion, a fin de garantizar el
éxito del proceso fermentativo, existiendo en el mercado diversos -cultivos comerciales,
principalmente de cepas de O. oeni y en menor medida de cepas Lb. plantarum, pero siempre
formulados con cepas de regiones vitivinicolas foraneas. Otras especies de Lactobacillus estan
siendo evaluadas como posibles iniciadores malolacticos y algunas cepas de Lb. hilgardii han
mostrado capacidad para completar la FML en tiempos similares a cepas de O. oeni (du Toit
2012). Los criterios de seleccion de cepas de BAL para su empleo como cultivos malolacticos
incluyen: |- capacidad de resistencia al ambiente vino y al proceso de vinificacion, Il- buen
consumo de AM e impacto positivo en el aroma, Ill- garantia de inocuidad (incapacidad de
produccién de aminas biogénicas) (du Toit et al. 2012). En trabajos previos de nuestro grupo se
obtuvieron y caracterizaron numerosas cepas nativas patagonicas de Lb. plantarum y O. oeni,
algunas con excelentes propiedades enolégicas y tecnolégicas que las convierten en potenciales
candidatas para formular cultivos malolacticos, cuyo empleo podria evitar los riesgos de FML
espontaneas y potenciar la tipicidad regional de vinos tintos patagonicos.

Por otra parte, y debido a las condiciones climaticas de la region vitivinicola Patagonia, la FML
suele ocurrir a temperaturas ambientales bajas (inferiores a 15 °C), que afectan negativamente el
normal desarrollo del proceso. Las bodegas resuelven el problema calentando los tanques o el
ambiente de fermentacién, incrementando significativamente los costos de produccion del vino. La
exposicion de las BAL a ambientes frios provoca cambios fisiolégicos importantes, como
disminucion de la fluidez de la membrana plasmatica y estabilizacién de estructuras secundarias
en DNA y RNA. La respuesta bacteriana a estos efectos se denomina cold-shock response y
permite la sintesis de distintas proteinas CIP (Cold Induced Proteins). Si bien la concentracion de
etanol del vino parece ser el factor de estrés determinante para las BAL, en regiones vitivinicolas
de climas frios la baja temperatura emerge como un segundo elemento importante de estrés,
inhibiendo o retrasando el normal desarrollo de la FML. Surge entonces la necesidad de
seleccionar cepas de BAL psicrotolerantes, capaces de conducir esta fermentacion a
temperaturas sub-6ptimas. Hasta el momento sélo Vigentini et al. (2009) demostraron que O. oeni
posee capacidad de crecer a 5 °C en MRS liquido y a 10 °C en vinificaciones de laboratorio. Tanto
O. oeni como Lb. plantarum son capaces de expresar proteinas de respuesta a estrés ante shocks
de baja temperatura (Spano and Massa 2006). Para la produccién vitivinicola patagénica, la
disponibilidad de cultivos iniciadores malolacticos formulados con cepas nativas de BAL capaces
de adaptarse a diferentes temperaturas de vinificacién, resulta una estrategia regional de bajo
costo que permitiria garantizar FML exitosas en esta condicién climatica. La inoculacién de
cultivos iniciadores nativos garantiza la implantacion y el rapido inicio del proceso fermentativo.
Estas cepas ecotipicas, mejor adaptadas a las caracteristicas agroecolégicas de los cultivares de
su region, ademas de presentar mayor capacidad de competencia que las cepas foraneas frente a
la biota indigena durante la vinificacion, respetan la tipicidad del terrufio y potencian la expresién
de las caracteristicas organolépticas distintivas de los vinos regionales.
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De acuerdo a las razones mencionadas, el objetivo del trabajo ha sido el de obtener una coleccién
de cepas nativas de BAL psicrotolerantes, con capacidad de mantenerse viables y desarrollar su
actividad metabdlica a temperaturas inferiores a la optima, eficaces para inducir y completar
exitosamente la FML y que potencien la expresion de las caracteristicas organolépticas distintivas
de los vinos regionales.

Materiales y Métodos

Vino empleado para aislamiento de BAL psicrotolerantes

Se procesaron muestras de vino de vinificaciones comerciales de Vitis vinifera, varietal Pinot noir
cosecha 2014, procedentes de una bodega ubicada en General Roca, a 39.2° de latitud sur, en el
Alto Valle del Rio Negro, Patagonia Argentina. Las FA y FML de este vino se realizaron
espontaneamente, sin inoculacion de iniciadores comerciales. Al final de la FA, el vino contenia
14,3% v/v de etanol, 2,3 g/L de acido malico y pH 3,7.

Aislamiento de BAL psicrotolerantes

Para el aislamiento de BAL psicrotolerantes los muestras de vino se mantuvieron 30 dias en
heladera y luego se procedié a la siembra en caldos MLO (Caspritz & Radler 1983) para O. oeni y
MRS (De Man, Rogosa and Sharpe 1960) para otras especies de BAL, ambos adicionados de
cicloheximida 100 ml/L. Los caldos se incubaron en microaerobiosis a temperaturas de 4 y 15 °C,
durante 30 dias, tomando muestras cada 5 dias para sembrar en placas de agar MLO y MRS. Las
placas se incubaron a 4 y 15 °C durante 30 dias. Cada aislamiento puro se analizé mediante
tincion de Gram y prueba de catalasa. Las bacterias Gram positivas, no formadoras de esporas y
catalasa negativas se consideraron BAL y se conservaron a -20 °C.

Crecimiento de los aislamientos

Cada aislamiento se inoculd en caldo MRS (BAL) o MLO (O. oeni), segun correspondiera, para
obtener biomasa. Los caldos se incubaron a 28 °C, durante 48 h (MRS) o 7 dias (MLO), en
microaerobiosis Al final de la incubacion se controld la ausencia de contaminacién y se determiné
la concentracién bacteriana.

Aclimatacion de cultivos

Previo a la inoculacién en vino estéril, los cultivos se sometieron a un proceso de aclimatacion,
para mejorar su tolerancia a las condiciones estresantes del mismo. Los cultivos se centrifugaron
y las bacterias se resuspendieron en 10 mL de medio de aclimatacién ((50 g/L MRS, 40 g/L D (-)
fructosa, 20 g/L D (-) glucosa, 4,5 g/L acido L- malico, 1 g/L Tween 80, 0,1 mg/L piridoxina, etanol
10% (v / v), pH a 4,6) (Bravo Ferrada et al. 2014, 2016). Después de 48 h de incubacion a 21 °C y
a 15 °C, las células se recuperaron por centrifugacion para ser posteriormente inoculadas en vino
estéril.

Inoculacion en vino estéril
Las inoculaciones se realizaron en vino Pinot noir esterilizado por doble filtracion (0,45 ym y 0,2
um). De cada cultivo aclimatado se inoculé 1 mL (aprox. 102 UFC/mL) en 10 mL de vino estéril,
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por triplicado, que se incubaron a 4, 10 y 21 °C, durante 20 dias. Se tomaron muestras los dias O,
5, 10, 15 y 20, para recuentos de viables por diluciones seriadas y siembra en placas de MLO o
MRS, segun correspondiera, por triplicado. El analisis estadistico se realizé6 mediante ANOVA
(Analysis of Variance) con el Programa Graphpad versién 6.01.

Evaluacion del consumo de acido L-maélico

A los mismos tiempos, y para cada temperatura de incubacién, se tomaron muestras de 500 pl
para determinar la concentracion de acido L-malico remanente (AM) (g/L) mediante L-Malic Acid
Enology Enzymatic Kit, BioSystems SA, Barcelona, Espana. El andlisis de la cinética de consumo
al dia 20, se realiz6 mediante un modelo exponencial de decaimiento monofasico. La ecuacion (1)
del modelo: ([MAf] = (IMAQ] — [MAI] e™ + [MAI]) se obtuvo del software GraphPad Prism®, San
Diego, CA, 2007. El porcentaje de AM consumido (%CAM), a los 20 dias de incubacion, se calculd
con la ecuacion (2): %CAM% = 100 — ([MAq] 100/ [MAo]) (Brizuela et al. 2017), donde [MA(] es la
concentracion inicial de AM en el vino y [MA;] es la concentracion a los 20 dias. El analisis
estadistico se realiz6 mediante ANOVA de dos vias y con P<0,0001 las diferencias se
consideraron estadisticamente significativas.

Identificacion y tipificacion molecular

Los aislamientos se cultivaron hasta fase exponencial en caldo MRS o MLO, segun
correspondiera, a 28 °C, en microaerobiosis, durante 48 h o 7 dias, respectivamente. El DNA de
cada aislamiento se extrajo de acuerdo a Bravo Ferrada et al. (2013). Mediante Nanodrop
(NanoDrop® ND-1000 Thermo Scientific) se determind su concentracién y pureza. Para la
identificacion se amplific6, mediante PCR (Eppendorf modelo Mastercycler Gradient), un
fragmento del gen16S rRNA, utilizando los primers pA-16SF (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-
3) y pH-16SR (5"-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA- 37) (Rodas et al. 2003). Los productos de PCR
se sometieron a electroforesis en agarosa 1%, se purificaron (QIAquick PCR purification, QIAGEN
Corp. California, USA) y enviaron a secuenciar (Macrogen Corp., Corea). El analisis de las
secuencias se realizé por comparacion con secuencias depositadas en el GenBank (Bethesda,
Maryland, USA).

La tipificacion se realiz6 mediante RAPD-PCR (Random Amplified Polymorphic DNA) con el
primer M13 (Stendid et al. 1994). Los productos de PCR se separaron por electroforesis en gel de
agarosa 1,8%. La ausencia o presencia de bandas permitié construir una matriz de distancia
aplicando el método UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Using Arithmetic Averages)
(Delfederico et al. 2006).

Comportamiento e implantacién en vino a escala de laboratorio

Las cepas seleccionadas por su viabilidad y consumo de AM en vino estéril, se inocularon en vino
sin esterilizar para estudiar su capacidad de implantacién y de consumo de acido L-malico en esta
nueva condicion. Cultivos aclimatados de las mismas se inocularon en concentraciones de 10°
UFC/mL, en alicuotas de 10 mL de vino Pinot noir (por triplicado), que se incubaron a 4, 10 y 21
°C, durante 20 dias. Se tomaron muestras los dias 0, 5, 10, 15 y 20 para determinar el acido- L
malico remanente y la viabilidad celular, usando como control vino no estéril sin inocular.



El analisis de implantaciéon se realizd mediante RAPD-PCR con el primer M13 (Stendid et al.
1994). Los productos de PCR se separaron por electroforesis en agarosa 1,8% usando un ladder
100 pb PB-L (Productos Bio-Légicos-UNQ). La evaluacién de implantacion se realiz6 comparando
los perfiles RAPD de las colonias tomadas al azar con los perfiles de los aislamientos inoculados.

Resultados

Aislamiento de BAL psicrotolerantes

A los cultivos puros obtenidos se les realizdé coloracion de Gram, prueba de catalasa y
determinacion de presencia de esporos para seleccionar los BAL presuntivos. Se seleccionaron
20 aislamientos provenientes de agar MLO, con morfologia de cocos elipsoides individuales o
agrupados en cadenas cortas de hasta 8 células (Gram (+), catalasa (-), no esporulantes) y 20
provenientes de agar MRS, con morfologia de bacilos dispuestos individualmente (Gram (+),
catalasa (-), no esporulantes).

Viabilidad y capacidad de consumo de acido L-malico en vino estéril

Como primer criterio tecnolégico de seleccion de BAL psicrotolerantes se evalué su
comportamiento (viabilidad y capacidad de consumir acido L malico) en vino estéril incubado a
bajas temperaturas. Sélo se observé viabilidad cuando se inocularon en vino (10® UFC/mL) los
cultivos aclimatados a 21 °C. El 80% de los aislamientos de cocos (UNQC1, UNQC2, UNQC4,
UNQCS5, UNQC6, UNQC7, UNQC9, UNQC12, UNQC13, UNQC14, UNQC15, UNQC16, UNQC17,
UNQC18, UNQC19, UNQC20) y el 45% de los lactobacilos (UNQL1.1, UNQL2.1, UNQL3.1,
UNQL4.1, UNQL1.2, UNQL3.2, UNQL4.2, UNQL1.3 y UNQLZ2.3) se mantuvieron viables en el vino
estéril, en diferente medida. Es decir que, en las condiciones ensayadas, se observé una mejor
adaptacion a las condiciones del vino estéril por parte de los cultivos psicrotolerantes de cocos.

A partir de los valores de recuento de viables de los 16 aislamientos de cocos (Figura 1), se
observd que 14 (87,5%) (UNQC1, UNQC2, UNQC4, UNQC5, UNQC6, UNQC7, UNQCY9,
UNQC12, UNQC14, UNQC15, UNQC16, UNQC17, UNQC18 y UNQC20) mostraban menor
viabilidad a 4 °C que a 21 °C, observandose diferencias de uno a tres 6érdenes de magnitud entre
ambas temperaturas, al dia 20. Los aislamientos UNQC13 y UNQC19, mostraron viabilidades
similares en el vino incubado a 4 °C y a 21 °C. A 10 °C, 9 de los 14 aislamientos mencionados
(64,3%) mostraron al dia 20 valores de viables del mismo orden de magnitud que a 4 °C (UNQCH1,
UNQC2, UNQC4, UNQC6, UNQC7, UNQC14, UNQC16, UNQC17 y UNQCZ20). Los 5 aislamientos
restantes (35,7%) (UNQCS5, UNQC9, UNQC12, UNQC15 y UNQC18 y UNQC20) exhibieron, al dia
20, diferencias de un orden de magnitud entre los valores de viables a 4 y a 10 °C. Los
aislamientos mas sensibles a las bajas temperaturas fueron UNQC17 y UNQC18, con valores de
viables del orden de 10" — 102 UFC/mL, a los 20 dias de incubacion. En tanto, UNQC4 y UNQC19,
fueron los mas tolerantes, con recuentos del orden de 10* UFC/mL a los 20 dias de incubacion.
En términos generales, la viabilidad bacteriana a 4 °C y 10 °C desciende abruptamente hasta el
dia 5, para luego estabilizarse o descender lentamente. A 21 °C, en cambio, se observa un
descenso mas lento y gradual del numero de bacterias viables.

Si bien todos los aislamientos de cocos mostraron capacidad de consumir AM en las distintas
condiciones, el comportamiento resulté heterogéneo (Figura 1). A 21 °C la cinética de consumo de
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AM resulté mas rapida y la concentracion remanente menor. Seis aislamientos (UNQC1, UNQCS,
UNQC12, UNQC15, UNQC16 y UNQC19) consumieron el 100% del AM del vino entre los 15y 20
dias de incubacion, cuatro de ellos (UNQC1, UNQC6, UNQC12 y UNQC16) a los 15 dias y dos a
los 20 dias (UNQC15 y UNQC19). EI AM consumido a 4 °C resultdé mayor que a 10 °C en los
aislamientos UNQC7, UNQC9, UNQC14, UNQC16, UNQC17, UNQC18, UNQC19 y UNQC20. EI
aislamiento UNQC19, tanto a 4 °C como a 10 °C, exhibié el mayor consumo de AM de la
coleccion.
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Figura 1: Evolucion de los valores de concentracion de acido L-malico (---) y de viabilidad (.....) en
vino estéril inoculado (1x10® UFC/ml) con cada aislamiento de cocos. Los valores graficados son
la media de tres réplicas independientes. Las incubaciones se realizaron a 4, 10y 21°C.

En el caso de los aislamientos de lactobacilos, si bien sélo 9 de los 20 mostraron viabilidad en el
vino estéril incubado a bajas temperaturas, los valores de recuento de viables fueron superiores
que en el caso de los aislamientos de cocos, oscilando entre 10* — 10° UFC/mL (Figura 2). Cinco
aislamientos de lactobacilos (UNQL1.1, UNQL2.1, UNQL4.1, UNQL4.2, UNQL2.3) mostraron
similares valores de viables a las tres temperaturas ensayadas. Otros dos, UNQL3.1 y UNQL1.2
exhibieron recuentos similares a 4 y 10 °C, y un valor mayor, en un orden de magnitud, a 21 °C.
En tanto los restantes (UNQL3.2 y UNQL1.3) alcanzaron recuentos similares a 10 y 21 °C, y un
valor menor, en un orden de magnitud, a 4 °C.

Las cinéticas de consumo de AM en los lactobacilos se muestran también en la Figura 2. A 21 °C,
la disminucion de la concentracion de AM resultd mas rapida y los valores de consumo fueron
mayores. Los aislamientos UNQL1.1, UNQL1.2, UNQL1.3, UNQL2.1, UNQL3.1, UNQL4.1 vy
UNQL2.3, exhibieron cinéticas similares y ninguno alcanzé a consumir el 100% del AM contenido
en el vino, a los 20 dias de incubacion.

El aislamiento UNQL3.1, tanto a 4 °C como a 10 °C, exhibié los mayores valores de consumo de

AM. Ninguno de los 9 aislamientos fue capaz de consumir la totalidad del AM contenido en el vino
estéril, ni siquiera cuando éste se incubo a 21 °C.
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Figura 2: Evolucion de los valores de concentracion de acido L-malico (---) y de viabilidad (.....) en
vino estéril inoculado (1x10® UFC/mI) con cada aislamiento de lactobacilos. Los valores graficados
son la media de tres réplicas independientes. Las incubaciones se realizaron a 4, 10y 21°C.

Tipificacion mediante PCR-RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

Para explorar el grado de similitud genética de los aislamientos de cocos se realizd el analisis
numeérico de los perfiles electroforéticos de DNA, obtenidos por RAPD-PCR con el primer M13. El
dendrograma generado se analizé considerando un valor de corte de 85% de similitud. Los
aislamientos se agruparon en 5 clados, que muestran 12 genotipos diferentes (Figura 3 A). El
clado | contiene a UNQC14, que aparece como el aislamiento mas distante de la coleccion. El
clado Il esta integrado por 5 aislamientos, de los cuales UNQC1 y UNQC2 mostraron 100% de
similitud entre si. El clado Il contiene 3 aislamientos, siendo UNQC15 y UNQC16 100% similares.
El clado IV agrupa los aislamientos UNQC18 y UNQC20 con un 100% de similitud entre si.
Finalmente, el clado V contiene 5 aislamientos de los cuales UNQC7 y UNQC9 comparten un
100% de similitud. ElI dendrograma generado para los aislamientos de lactobacilos se analizd con
un valor de corte de 85,5% de similitud (Figura 3B). Los aislamientos se agruparon en 4 clados,
que diferencian 5 genotipos. Los clados I, Il y IV contienen dos aislamientos cada uno, que
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muestran 100% de similitud entre ellos. El clado lll contiene tres miembros, de los cuales
UNQC4.1 y UNQC1.2 muestran un 100% de similitud.

Figura 3. Dendrogramas obtenidos por el método UPGMA para aislamientos de cocos (A) y de
lactobacilos (B).



Identificacion mediante analisis de la secuencia del gen ribosomal 16S rRNA

Los aislamientos de cocos y lactobacilos seleccionados por su comportamiento en vino estéril se
identificaron mediante secuenciacion del gen 16S rRNA. A este efecto se realizaron las
amplificaciones de dicho gen en los 25 aislamientos (16 cocos y 9 lactobacilos), que se remitieron
a un servicio de secuenciaciéon (Macrogen, Korea). Los datos de secuencia se analizaron
mediante los programas BLAST y MEGA4 y las secuencias analizadas se enviaron para su
publicacion en la Base de Datos GenBank (Bethesda MD, USA).

A partir de las secuencias obtenidas para cada aislamiento de coco, se realizaron alineamientos
multiples utilizando el Programa Clustal X (Thompson et al. 1994). Todas se alinearon con cepas
de Oenococcus oeni, con porcentajes de similitud que variaron entre 96 y 99%, Los numeros de
acceso publicados en Genbank son los siguientes: UNQOe9 (KY561596), UNQOe7 (KY561597),
UNQOe6 (KY561598), UNQOe5 (KY561599), UNQOe4 (KY561600), UNQOe20 (KY561601),
UNQOe2 (KY561602), UNQOe19 (KY561603), UNQOe18 (KY561604), UNQOe17 (KY561605),
UNQOe14 (KY561606), UNQOe13 (KY561607), UNQOe12 (KY561609), UNQOe1 (KY561608).
Los aislamientos de lactobacilos mostraron similitudes de 95 a 98% con cepas de Lactobacillus
hilgardii, siendo sus numeros de acceso en Genbank los siguientes: UNQLh4.2 (KY561610),
UNQLh4.1 (KY561611), UNQLh3.2 (KY561612), UNQLh3.1 (KY561613), UNQLh2.1 (KY561615),
UNQLh1.2 (KY561617), UNQLh1.1 (KY561618), UNQLh1.3 (KY561616).

Finalizada la identificacién molecular se establecieron nuevas nomenclaturas para las cepas de
Oenococcus oeni (UNQOe) y para las cepas de Lactobacillus hilgardii (UNQLh).

Ensayos de vinificacion a escala de laboratorio

Para este ensayo se seleccionaron las cepas UNQOe19 y UNQLh1.1 por presentar una buena
combinacion de viabilidad y consumo de AM en vino estéril incubado a bajas temperaturas (Figura
4). Su inoculacién en vino Pinot noir no estéril tuvo el propdsito de evaluar su capacidad de
implantacién en presencia del consorcio microbiano nativo del vino, asi como su comportamiento
en relacion a viabilidad, capacidad de consumo de AM y temperatura de incubacion (4, 10 y 21
°C). Al dia 20, la cepa UNQLh1.1 mostré valores similares de viabilidad (4,4 x 10° UFC/mL) a
bajas temperaturas de incubacién (4 y 10 °C), pero a 21 °C, la viabilidad descendi6 a valores de
3.3 x 10° UFC/mL. En el vino sin inocular (control), incubado a 4 y 10 °C, el recuento de viables
(biota nativa de BAL), resulté algo menor que el exhibido por la cepa UNQLh1.1, con valores de
3.3 x 10° y 3.7 x 10 UFC/mL, respectivamente. En cambio, a 21 °C, los recuentos de viables
nativas resultaron mayores (5.5 x 10° UFC/mL) que en el vino inoculado con UNQLh1.1.

La cepa UNQOe19 mostrd, al dia 20 de vinificacién a 4 °C, el mejor valor de viabilidad (3.3 x 10°
UFC/mL), comparado con los tratamientos a 10 y 21 °C. Los valores de viabilidad a 10 y 21 °C
resultaron similares entre si. En el control no inoculado se encontré que la viabilidad de las cepas
nativas de O. oeni, tanto a 4 como a 10 °C, resultdé menor que la de la cepa inoculada. Sin
embargo, a 21 °C, la viabilidad de las nativas fue mayor (3.2 x 10° UFC/mL), como ocurrié en el
ensayo anterior con la cepa del lactobacilo.
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La cinética de consumo de AM de la cepa UNQLh1.1 mostré su capacidad de consumir casi todo
este acido a 4 °C, y el 100% a 10 y 21 °C, a los 20 dias de incubacion. La cepa UNQOe19, en
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tanto, consumio la totalidad del AM a los 15 dias, cuando el vino se incubd 4 °C, mientras que a
10 y 21 °C lo logré a los 20 dias de incubacion. En el control no inoculado practicamente no se

observé consumo de AM por parte de las BAL nativas del mismo.

Figura 4: Analisis de viabilidad y de consumo de acido L-malico en vino Pinot noir no estéril
(VNEI), incubado a 4, 10 y 21 °C, e inoculado con una concentracién de 10® UFC/mL de las cepas

UNQOe19 y UNQLh1.1. Control: vino no estéril sin inocular (VNE control).

Analisis de implantacion en vino de las cepas inoculadas
En el caso de UNQOe19, se observaron perfiles similares a ésta, a 4, 10 y 21 °C (Figura 5). En el
control no inoculado, no se hallaron perfiles similares al de UNQOe19 (Figura 5). Analogos
resultados se encontraron en los vinos inoculados con la cepa UNQLb1.1 e incubados a 4, 10 y 21
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°C. En este caso, los perfiles hallados correspondieron al de la cepa inoculada. En el vino control
sin inocular, no se observé el perfil de la cepa UNQLb1.1 (Figura 5).

Figura 5: Analisis de implantacién de las cepas UNQOe19 y UNQLh1.1 inoculados en vino Pinot
noir no estéril (108 UFC/mL). A- Vino inoculado con UNQOe19 e incubado a 4 °C. Calle 1- Perfil
RAPD de UNQOe19; calles 2 a 11: perfiles RAPD de colonias picadas al azar. B- Vino inoculado
con UNQOe19 e incubado a 10 °C. Calle 1- Perfil RAPD de UNQOe19; calles 2 a 11: perfiles
RAPD de colonias picadas al azar. C- Vino inoculado con UNQOe19 e incubado a 21 °C. Calle 1-
Perfil RAPD de UNQOe19; calles 2 a 11: perfiles RAPD de colonias picadas al azar. D- Vino no
inoculado incubado a 21 °C. Calle 1- Perfil RAPD de UNQOQOe19; calles 2 a 11: perfiles RAPD de
colonias picadas al azar. E- Vino inoculado con UNQOe19 e incubado a 4 °C. Calle 1- Perfil RAPD
de UNQLh1.1; calles 2 a 11: perfiles RAPD de colonias picadas al azar. F- Vino inoculado con
UNQLh1.1 e incubado a 10 °C. Calle 1- Perfil RAPD de UNQLh1.1; calles 2 a 11: perfiles RAPD
de colonias picadas al azar. G- Vino inoculado con UNQLh1.1 e incubado a 21 °C. Calle 1- Perfil
RAPD de UNQLh1.1; calles 2 a 11: perfiles RAPD de colonias picadas al azar. H- Vino no
inoculado incubado a 21 °C. Calle 1- Perfil RAPD de UNQLh1.1; calles 2 a 11: perfiles RAPD de
colonias picadas al azar.

Discusion

Como etapa inicial de un estudio cuyo objetivo es el disefio de cultivos iniciadores malolacticos
nativos y eficaces a las bajas temperaturas de esta regidon viticola, se procedié a obtener
aislamientos de BAL psicrotolerantes a partir de la biota lactica nativa de un varietal tipico de la
zona, el Pinot noir. Si bien distintos autores se han enfocado en el estudio de cepas enolégicas de
BAL (Henick-Kling et al. 1989, Bae et al. 2006, Gonzalez-Arenzana et al. 2012, Valdés La Hens et
al. 2015), procedentes de diferentes varietales y de distintas regiones vitivinicolas del mundo, éste
es el primer estudio de obtencidon y caracterizacion de BAL psicrotolerantes presentes en FML
espontaneas de vinos patagonicos. Si bien O. oeni es la especie mayoritariamente empleada en
cultivos malolacticos comerciales, especies del género Lactobacillus también han mostrado
capacidad de sobrevivir al ambiente hostil del vino (G-Alegria et al. 2004, Pozo-Bayén et al. 2005,
du Toit et al. 2011), destacandose Lb. plantarum por su mayor potencial como cultivo iniciador (du
Toit et al., 2011, Bravo-Ferrada et al. 2013).

La incubacion de las muestras de vinos, durante 30 dias, a baja temperatura fue la presion de
seleccion aplicada. El posterior enriquecimiento de las mismas, por siembra en caldos MLO vy
MRS incubados otros 30 dias a 4 y 15 °C, permitié incrementar sustancialmente la frecuencia de
aislamiento de BAL psicrotolerantes, sugiriendo que ambas condiciones favorecieron el desarrollo
de esta sub-poblacién de BAL dentro de la microbiota nativa del vino. Es probable que este
resultado sea consecuencia de la expresién de genes relacionados con el estrés por temperatura
en ciertas cepas bacterianas presentes, las cuales pudieron asi tolerar el medio vino,
manteniéndose viables y haciendo posible su aislamiento.

Con el propdsito de realizar una primera seleccién de la coleccién de aislamientos de BAL
capaces de crecer a temperatura no Optima, se aplico el criterio de analizar la tolerancia a la
incubacién en vino estéril a baja temperatura, evaluando la viabilidad bacteriana y su capacidad
de consumir acido L-malico. Previo a la inoculacién en vino resulté necesario someter a los
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aislamientos a un proceso de aclimatacién, para garantizar su supervivencia en estas condiciones.
Se ha demostrado que elevadas concentraciones de etanol y sulfito y un pH bajo, resultan
importantes factores de inhibicidn de las bacterias lacticas durante el desarrollo de la FML (Bravo-
Ferrada et al. 2016). Sin embargo, se ha hallado que ciertas cepas de Lb. plantarumy O. oeni son
capaces de crecer en estas condiciones si previamente se las adapta al medio ambiente del vino
(Maicas et al. 2000, Bravo-Ferrada et al. 2015, Brizuela el al. 2016). Este proceso de adaptacién
conlleva cambios en la composicion y propiedades de la membrana plasmatica bacteriana, tales
como modificaciones en la composicion de acidos grasos y en el perfil proteico. Por estas
razones, previo a inocular los aislamientos de BAL psicrotolerantes en vino estéril, se realiz6é su
aclimatacion, incubandolos durante 48 h a las temperaturas de 15 y 21 °C. Sélo pudo observarse
viabilidad cuando la aclimatacion se realizé a 21 °C, indicando la necesidad de realizar nuevos
ensayos de aclimatacién empleando temperaturas de incubacién intermedias entre 15y 21 °C y
alargando el tiempo de incubacion, para mejorar la adaptacion bacteriana al ambiente hostil del
vino. La pre-exposicion de las BAL a condiciones de estrés sub-letales permite que las bacterias
adquieran los mecanismos de tolerancia necesarios para mantener activa su maquinaria
metabdlica. En cepas de O. oeni se ha reportado la sintesis y regulacion transcripcional de la
proteina de choque térmico Lo18, de chaperonas y de proteasas (Beltramo et al. 2004). Por su
parte, van de Guchte et al. (2002) describieron el fenémeno de adaptacion como bimodal, con un
componente fisiolégico que implica sistemas enzimaticos, y otro inducido que requiere de cambios
en la expresion gendmica. En la adaptacion al estrés por temperatura resulta necesaria la sintesis
de proteinas que permitan mantener la actividad celular y la integridad de diferentes componentes
bacterianos. La respuesta al estrés por frio requiere de futuros estudios sobre la regulacion y
expresion de genes en las cepas de BAL psicrotolerantes obtenidas en este trabajo.

Si bien los aislamientos de cocos mostraron los mayores valores viabilidad en vino estéril a 21 °C,
que es la temperatura o6ptima, se destacd el comportamiento de UNQC13 y UNQC19, que
exhibieron mayor viabilidad a temperaturas bajas (4 y 10 °C) que en los controles a 21 °C. En el
caso de los lactobacilos se observd que 5 de los 9 aislamientos mostraron similares valores de
viabilidad a las tres temperaturas analizadas, en tanto otros exhibieron viabilidades similares a 10
y 21 °C vy los restantes presentaron mayor viabilidad a 21 °C. Estos resultados sugieren
fuertemente que la poblacion de BAL psicrotolerantes analizada resultaba heterogénea en cuanto
a su viabilidad en vino estéril incubado a bajas temperaturas. Si bien el nUmero de aislamientos de
lactobacilos que se mantuvieron viables en esta condicion fue inferior al de los cocos (9 a 16), en
general exhibieron valores de viabilidad mayores que los cocos al tiempo final de incubacién (dia
20). Esto sugiere que la poblacién de lactobacilos estaria menos representada que la de cocos en
el consorcio bacteriano del vino empleado, si bien exhibia mayor posibilidad de mantenerse viable
en el rango de temperaturas de 4 a 21 °C, hecho que reviste singular importancia para una region
vitivinicola con gran amplitud térmica, como la Patagonia. Podria suponerse que, en un proceso
de vinificacién desarrollado a baja temperatura, los cocos y lactobacilos psicrotolerantes lograrian
convertirse en la poblacion mayoritaria activa. La comprobacién de este supuesto requiere de
ensayos de vinificacién, en los cuales se inoculen estos aislamientos y se analice su
comportamiento en relacion al de la flora nativa.

Otro parametro evaluado fue la capacidad de consumir el acido L-malico contenido en el vino
estéril, incubado a bajas temperaturas. En general se observé que los aislamientos de cocos
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fueron capaces de consumir el 100% del mismo, a 21 °C, entre los 15 y 20 dias de incubacion,
mientras que no alcanzaron ese porcentaje cuando la incubacién se realizé a 4 y 10 °C. Este
hallazgo indicaria que, a baja temperatura, la actividad malolactica de estos aislamientos
psicrotolerantes, requiere de un mayor tiempo de aclimatacion de los cultivos previo a su
inoculacion en vino, o un mayor tiempo de incubacion del vino para lograr consumir la totalidad del
acido L-malico. El aislamiento UNQC19, que present6 los mejores valores de viabilidad a 4 y 10
°C, también mostré los mayores porcentajes de consumo de acido L-malico. Los lactobacilos, por
su parte, exhibieron valores de consumo de acido L-malico similares a las tres temperaturas,
revelando un comportamiento mas homogéneo. En particular, UNQL3.1 y UNQL1.3 consumieron
la totalidad del mismo a los 20 dias de incubacién a 4 y 21 °C. Sin embargo, estos mismos
aislamientos no mostraron los mejores valores de viabilidad, sugiriendo que no existe una
correlacion directa entre viabilidad y consumo de acido L-malico. Entre los cocos, UNQC1.1
mostré una buena combinacion de viabilidad y consumo de acido L-malico.

Respecto a la identificacion de los aislamientos, las secuencias correspondientes a los
lactobacilos mostraron una similitud de 95 a 98% con cepas de Lactobacillus hilgardii depositadas
en el GenBank. Si bien se ha reportadao la capacidad de cepas de Lb. hilgardii de consumir acido
L-malico (du Toit et al. 2010, Ruiz et al, 2011), esta especie no habia sido detectada hasta el
momento en vinos patagonicos. En estudios previos de diversidad y dinamica de poblaciones de
BAL durante FML espontaneas de vinos tintos patagénicos (varietales Pinot noir y Merlot de
diferentes cosechas), por métodos independientes de cultivo, se detectaron como especies
predominantes a O. oeni y Lb. plantarum (Valdés La Hens et al. 2015). Similares resultados se
encontraron aplicando métodos dependientes de cultivo (Bravo-Ferrada et al. 2013, Valdés La
Hens et al. 2015). En ambos casos pudieron identificarse otras especies de BAL, pero en ninguno
de los vinos analizados se hallaron cepas de Lb. hilgardii. Por esta razén resulté sorprendente
tanto el hallazgo de cepas psicrotolerantes de Lb. hilgardii, como la ausencia de aislamientos de
Lb. plantarum y es probable que se deba al tipo de estrategia empleada en el aislamiento. A futuro
sera necesario disenar nuevas estrategias de aislamiento de BAL psicrotolerantes con el propésito
de recuperar cepas de Lb. plantarum psicrotolerantes, cuya presencia suponemos en vinos
patagonicos. Pruebas preliminares con cepas patagoénicas de Lb. plantarum de la coleccion de
nuestro laboratorio, permitieron comprobar caracteristicas de psicrotolerancia en las cepas
UNQLp11 (Brizuela et al. 2017) y UNQLp155 (Bravo Ferrada et al. 2013).

Para los ensayos de vinificacion a escala de laboratorio se seleccionaron las cepas UNQOe19 y
UNQLhA1.1, por presentar una buena combinacién de viabilidad y de consumo de acido L-malico a
bajas temperaturas. Se las inoculé en vino Pinot noir no estéril, que se incubd a 4, 10 y 21 °C. El
objetivo fue evaluar su capacidad implantaciéon en presencia del consorcio microbiano nativo del
vino, asi como su viabilidad y capacidad de consumo de acido L-malico. En el vino control no
inoculado se observé recuento bajo de las BAL nativas y no se registré6 consumo de acido L-
malico en los 20 dias del ensayo. Sin embargo, en los vinos inoculados con las cepas
seleccionadas, se observd buen consumo de 4cido L-malico tanto a 4 como a 10 °C, sugiriendo
que estas cepas se habrian implantado en el vino no estéril. Para demostrar esta implantacion, se
obtuvieron perfiles RAPD-PCR con el primer M13, a partir de 10 colonias seleccionadas al azar. El
analisis de estos perfiles permiti6 constatar la implantacion exitosa en el vino de las cepas
seleccionadas, a todas las temperaturas ensayadas.
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Si bien algunas de las empresas internacionales productoras de cultivos iniciadores malolacticos,
tales como Lallemand, ofrecen starters compuestos por cepas de O. oeni que toleran
temperaturas de vinificaciéon en el rango de 13 a 24 °C (cultivo Lalvin 31), la tendencia actual en
enologia es el empleo de cultivos malolacticos autdctonos de la regién vitivinicola, que aseguren
que el proceso sea exitoso por una mejor implantacién y que a su vez resalten las caracteristicas
territoriales del vino. En este sentido, los aportes del presente trabajo constituyen una primera
etapa para la formulacion de iniciadores malolacticos nativos patagdnicos con capacidad de
funcionar a diferentes temperaturas ambientales.
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