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El grupo MicroWineLab: “Metabolismo,
genética, y biotecnologia de levaduras
enologicas” trabaja desde hace afios en
dos lineas de trabajo interrelacionadas. La
primera es la reduccion del grado alcoho-
lico de los vinos mediante la optimizacién
de condiciones de fermentacién -especial-
mente el aporte de oxigeno, y la seleccion
y mejora de cepas de levaduras, tanto Sac-
charomyces cerevisiae como otras especies-.
La segunda linea, en la que se centra este
articulo, es el estudio de las interacciones
entre microorganismos -fundamental-
mente levaduras- durante la fermentacion
alcohdlica.

Tenemos tres razones principales para
interesarnos por estas interacciones. La

primera es que, de una manera creciente,
alolargo del siglo XXI se estan introducien-
do en el mercado enolégico cultivos inicia-
dores distintos a S. cerevisiae. Esta practica
deriva del conocimiento sobre la ecologia
microbiana de la vinificacién y sobre la fisio-
logia de las especies llamadas no-Saccha-
romyces (o no-cerevisiae en algunos casos,
ya que pueden pertenecer a otras especies
del género Saccharomyces). Muchas de
estas levaduras han sido tradicionalmen-
te consideradas como alterantes, y por lo
tanto indeseables (o inocuas en el mejor
de los casos). Sin embargo, actualmente
se considera que muchas de ellas realizan
interesantes contribuciones al proceso de
vinificaciény a la calidad del vino. El aspecto
mas estudiado ha sido su contribucion a la
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complejidad aromatica, y por ese motivo,
la mayor parte de los cultivos iniciadores
no-Saccharomyces presentes en el mercado
se promocionan con esa aplicacién. Otras
ventajas propuestas para el uso de levadu-
ras no-Saccharomyces estan relacionadas,
entre otros aspectos, con su impacto sobre
el color, la acidez, el contenido en glicerol
0 manoproteinas, o con su potencial como
agentes de biocontrol. Lo habitual es uti-
lizar estos cultivos iniciadores alternativos
en combinacién con S. cerevisiae, ya que
normalmente no son capaces de llevar a
término la fermentacion, al menos con una
cinética aceptable.

Precisamente, el potencial interés de algu-
nas especies de levaduras no-Saccharomy-
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ces para la reduccion del grado alcohdlico
es el punto de conexién entre nuestras
dos principales lineas de trabajo actuales.
Nuestro trabajo en esta linea ha explora-
do el uso de cultivos mixtos y secuenciales,
en condiciones semiaerdbicas —al menos
durante una parte del proceso— (Gonzalez
etal, 2021). La principal especie con la que
hemos trabajado en esta linea, aparte de
S. cerevisiae es Metschnikowia pulcherrima.

El tercer motivo de interés es mas acadé-
mico que practico, ya que consideramos
que la fermentacién alcohdlica constituye
un buen modelo de estudio para descubrir
conceptos relevantes en ecologia micro-
biana. Por un lado, se trata de un sistema
relativamente natural o espontaneo, que
ha evolucionado durante milenios (si bien
la intervencion humana ha sido impres-
cindible para generar esas condiciones),
y ha sido estudiado intensamente duran-
te las ultimas décadas. Por otro lado, los
consorcios microbianos que encontramos
en este entorno son mas simples que en
otros ambientes naturales, como el tracto
gastrointestinal o los suelos, y por tanto es
mas abordable experimentalmente (Cona-
cheretal, 2021).

Comunicacioén entre
levaduras enoldgicas.
Hipotesis y primeras
evidencias

Las interacciones entre microorganismos
enologicos pueden implicar diversos meca-
nismos, como la competicién por algunos
nutrientes, el intercambio de metabolitos,
la produccién de etanol, o la produccion
de otras sustancias toxicas como factores
killer o pulquerrimina. Sin embargo, la
mayor parte de las interacciones conoci-
das parecen poco especificas -dejando
aparte los factores killer- y negativas. Al
abordar el estudio de las interacciones,
nuestro grupo se planteé la posibilidad
de que existan también mecanismos de
comunicacion entre las levaduras enol6-
gicas. En este contexto entendemos como
comunicacion un proceso en el que, algu-
na molécula (o estructura) producida por
una levadura es capaz de desencadenar
una respuesta fisiolégica en otra levadu-
ra, mas alla de la respuesta a sustancias
toxicas o la concentraciéon de determina-
dos nutrientes.

Para abordar esta cuestion comenza-
mos realizando analisis transcriptémicos
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Figura 1. Esquema de la glicolisis, indicando los genes que codifican cada etapa en S. cerevisiae. Se
etiquetan en color rojo los genes que se expresan mds en co-cultivo que en cultivo simple a las dos horas

de inoculacién; y en verde los que se expresan menos.

de levaduras enologicas, comparando el
transcriptoma de cultivos co-inoculados
con el de cultivos puros. Realizamos estos
analisis tras tiempos muy cortos de con-
tacto (2-3 horas), con el fin de soslayar
la ambigliedad que se puede generar en
experimentos a mas largo plazo, combi-
nando factores bioticos y abiéticos. Consi-
deramos que, por ejemplo, el consumo de
nutrientes o la produccién de etanol serian
insignificantes en tiempos tan cortos, y
por lo tanto no tendrian impacto sobre
el patrén de transcripcién que observa-
semos.

Uno de nuestros primeros resultados en
esta linea (Tronchoni et al., 2017) mostré
que, tras tan so6lo dos horas de contacto
con Torulaspora delbrueckii en mosto sin-
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tético, las células de S. cerevisiae mostra-
ban una activacién transcripcional de casi
todos los genes implicados en la glicolisis
(Figura 1). T. delbrueckii mostraba una res-
puesta similar, pero retrasada en el tiem-
po. En experimentos posteriores fuimos
encontrando resultados similares y com-
plementarios que indican que, en respues-
ta a otras levaduras en el medio de cultivo,
S. cerevisiae responde activando transcrip-
cionalmente la glicolisis, asi como la sin-
tesis de aminoacidos, proteinas y acidos
nucleicos (Curiel et al., 2017; Mejias-Ortiz
et al., 2023), pero con diferencias en fun-
cion de la especie concreta de levadura.
Por ejemplo, en el caso de la respuesta a
M. pulcherrima pudimos también apreciar
la represion de genes del ciclo de Krebs
(Mencher et al., 2021).



Las vesiculas
extracelulares como
potenciales vectores
de informacion

Las vesiculas extracelulares (VEs) son par-
ticulas delimitadas por una bicapa lipidica
que son secretadas por las células de todos
los reinos y que no pueden autorreplicar-
se (Gill et al., 2019). Las VEs de mamiferos
se han estudiado extensivamente, ya que
estan implicadas en multiples activida-
des biolégicas como la presentacién de
antigenos, la sinapsis, la transmisién de
virus, inmunomodulacién, angiogénesis o
metastasis (Park et al,, 2016). Aunque exis-
ten algunas descripciones preliminares de
lo que probablemente eran VEs de hongos,
su estudio en este reino es relativamente
reciente, y comenz6 fundamentalmente
con hongos y levaduras de interés clinico
(Gil-Bona et al., 2015; Rodrigues et al., 2016;
Rodrigues y Nimrichter, 2022). S. cerevisiae
se encuentra también entre las especies
fungicas mas estudiadas en cuanto a la
produccién, composicion y funcién de las
VEs (Oliveira et al., 2010; Rodrigues et al.,
2014; Winters et al., 2020; Yuan et al., 2024).

Una de las principales funciones biolégi-
cas atribuida a las VEs es la comunicacién
intercelular, llegando a ser consideradas
recientemente como un “paradigma de la
comunicacion biolégica” (Stahl y Raposo,
2019; Raposo y Stahl, 2019). Atendiendo a
los resultados previos, el grupo MicroWi-
nelLab decidié explorar el potencial rol de
las VEs de levaduras enolégicas en interac-
ciones biolégicas. La primera fase de esta
linea de trabajo consistié en identificar
VEs producidas por especies de interés
enoloégico en condiciones de vinificacién
(por razones practicas se utilizaba “mosto
sintético”). Las cinco especies analizadas
produjeron VEs de alrededor de 100-200
nm que se pudieron observar por micros-
copia electrénica, ademas se identificaron
las proteinas presentes en las VEs produ-
cidas por S. cerevisiae y T. delbrueckii, que
estaban enriquecidas tanto en enzimas de
la glicolisis como en proteinas relacionadas
con la pared celular (Mencher et al., 2020).
Mas adelante pudimos mostrar que las VEs
producidas por M. pulcherrima inducian
cambios transcriptémicos en S. cerevisiae
similares a los que inducian las células ente-
ras de la misma especie (Mejias-Ortiz et al.,
2023). Mas recientemente hemos encontra-
do respuestas transcriptémicas de S. cere-
visiae a VEs de otras especies de levaduras
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enologicas (Mejias et al., 2025). Todos estos
ensayos se han realizado en tiempos cortos
de contacto en mostos sintético.

Determinacion genética
de las interacciones
entre levaduras
enoldgicas

Con el fin de entender los mecanismos de
comunicacién entre levaduras enologicas,
ademas de describir las respuestas fisio-
l6gicas y transcriptomicas frente a células
o VEs de otras levaduras, consideramos
que era interesante identificar los determi-
nantes genéticos que influyen en el desa-
rrollo de las levaduras en condiciones de
competicion. Para abordar esta cuestiéon
hemos recurrido a dos aproximaciones “no
dirigidas”y conceptualmente relacionadas
entre si. Por un lado, estamos realizando
experimentos de evolucion experimental
de S. cerevisiae en presencia de levaduras
de otras especies enolégicas (M. pulcherri-
ma, T. delbrueckii, Hanseniaspora uvarumy
Candida zemplinina).

Por otro lado, también en presencia de
otras levaduras, hemos llevado a cabo
experimentos de competicién con una
coleccién de mutantes de delecién iden-
tificados por cédigos de barras unicos, se
trata de una adaptacién de la técnica HOP,
desarrollada hace unos afios (Giaever
et al., 2002; Pierce et al., 2007), conocida
ahora como BARseq porque incorpora la
secuenciacion de los cédigos de barras en
lugar de su cuantificaciéon por microarrays
(Smith et al., 2010). El grupo habia aplica-
do previamente esta tecnologia para el
estudio de la adaptacion de S. cerevisiae
a factores de estrés abidtico durante la
fermentacion (Novo et al., 2013; Gonzalez
etal., 2016, Valero et al., 2020).

Mediante el uso de BARseq, los resulta-
dos provisionales indican que la asimila-
cién del azufre puede ser determinante
en la competitividad de S. cerevisiae en
condiciones de co-cultivo. En cuanto a la
evoluciéon experimental, hemos observado
que la aparicion de mutantes con efectos
sobre la morfologia de colonia es mas rapi-
da en presencia de algunos competidores
(aunque no todos) que en evoluciones de
S. cerevisige como cultivo puro. Estamos
pendientes de la secuenciacién genémi-
ca de las poblaciones evolucionadas para
descifrar las causas de estos cambios y de
la adaptacion al co-cultivo en general.
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Conclusiones

Las interacciones entre levaduras eno-
l6gicas que dependen directamente del
metabolismo primario, como la competi-
cion por nutrientes limitantes, el impacto
de la produccién de etanol, o el intercam-
bio de intermediarios metabdlicos son sin
duda muy relevantes para el desarrollo
de las fermentaciones industriales e influ-
yen en la calidad del vino. Sin embargo,
durante los ultimos afios hemos acumula-
do evidencias de que existen ademas inte-
racciones a corto plazo entre las levaduras,
no debidas a cambios en la composicion
del medio, que podrian considerarse como
mecanismos de comunicacioén. Probable-
mente estas sefiales quimicas son com-
plejas, e implican moléculas volatiles y
no volatiles. Ademas, nuestros resultados
indican que las vesiculas extracelulares
de las levaduras pueden contribuir a esas
sefiales de comunicacién.

Eninteracciones a mas largo plazo, que no
dependen necesariamente de estas sefiales
de comunicacion, y gracias al uso de tecno-
logias de alto rendimiento (secuenciacion
gendmica, BARseq) estamos comenzando
a identificar rutas metabdlicas no triviales
gue son relevantes para S. cerevisiae en
el contexto de una competicién con otras
levaduras en condiciones enolégicas. Has-
ta ahora, la mayor parte de nuestros estu-
dios se han enfocado sobre S. cerevisiae; sin
embargo, la adaptacién a la competicion en
mosto de uva de otras especies de levadu-
ras, sobre todo las mas abundantes o las
que se utilizan como cultivos iniciadores
complementarios, puede ser igualmen-
te relevante y su estudio forma parte de
nuestros objetivos a medio plazo. También
pretendemos avanzar en la identificacion
de los componentes de las VEs y de otras
moléculas que son responsables de las res-
puestas observadas hasta ahora.
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