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Resumen

Se llevd a cabo un trabajo de investigacion con el objetivo de caracterizar especies de
levaduras de diferentes regiones de Baja California. Para ello, se aislaron levaduras de
un vifiedo de temporal de la variedad Mision ubicado en el municipio de Tecate y de un
viiedo de manejo ecoldgico y con actividad agronémica situado en el municipio de
Ensenada. Se realizaron toma de alicuotas de los mostos en diferentes dias y se
hicieron diluciones seriadas, seleccionando las colonias de aquellas que provenian de
diluciones 1:100. A través de la observacion se caracterizaron las colonias y sus formas
unicelulares, y haciendo uso de técnicas moleculares, se lograron identificar como
género y especie. Por medio de pruebas de tolerancia a diferentes compuestos (etanol,
osmotolerancia, cobre y oxidacién), asi como de la produccion y asimilacion de
compuestos (produccién de acidos, asimilacion de acido malico y lactico y produccion de
aminas bidgenas), se pudieron caracterizar desde el punto de vista enoldgico,
obteniendo resultados positivos para posteriores estudios de las diferentes cepas de

levaduras, destacando levaduras pertenecientes a géneros No-Saccharomyces.
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Introduccién

La fermentacion alcohdlica es un proceso mediado por levaduras que engloba
fendmenos bioquimicos vy fisioldgicos que suceden simultdneamente, permitiendo la
conversion de jugo de uva a vino (Zamora, 2009). Este proceso puede suceder de forma
controlada, con levaduras comerciales o domesticadas, o espontaneas. En este ultimo
caso, la fermentacion la llevan a cabo principalmente levaduras silvestres del jugo de uva

(Xu et al., 2019).

Las levaduras silvestres pueden dotar de gran calidad a los vinos con caracteristicas
propias de la region que proveen de un caracter diferenciador, con aromas y sabores
unicos (Fleet, 2008). Estas levaduras nativas constituyen, ademas, el llamado terrufio
microbiano de un vino, ya que sus poblaciones dependen de la variedad, el clima y las
condiciones edaficas (Agarbati et al., 2022) y aportan un valor agregado en un mercado
competitivo (Fazio et al., 2023). Sin embargo, estos tipos de procesos naturales pueden
ocasionar inicios tardios, fermentaciones lentas o estancadas e inconsistencias en la
calidad del vino, incluyendo la proliferacion de especies silvestres que contaminen o no

contribuyan a la calidad del vino (Fernandez y Rodriguez, 2010).

Por otro lado, en la mayoria de las zonas vitivinicolas se hace uso de adicién exégena
de levadura seca activa (LSA) de la especie S. cerevisiae (Santamaria et al., 2007). A
pesar de su utilidad, las LSA provienen de una zona diferente, por lo que pueden

contribuir a la pérdida en la tipicidad de los vinos (Fernandez y Rodriguez, 2010).

Aunado a lo anterior, en los ultimos afios se ha propuesto la utilizacion de levaduras

autéctonas seleccionadas (LAS) en una zona productora determinada, asi como la
9



evaluacion de cultivos iniciadores mixtos como alternativas al uso de cultivos puros de
levaduras (una sola especie) (Fernandez y Rodriguez, 2010). La elaboracion de vinos en
coinoculacion de Saccharomyces cerevisiae con otros géneros confieren una huella

volatil distintiva de una ubicacion geogréfica particular (Fazio et al., 2023).

1.1 Levaduras Saccharomyces y No-Saccharomyces silvestres

En ambientes antropicos se encuentran especies del género Saccharomyces como S.
cerevisiae, S. bayanus y S. pastorianus. Aun cuando S. cerevisiae es reconocida por su
uso en procesos fermentativos, también S. bayanus y S. pasterianus pueden cumplir esa
funcidn, sobre todo a temperaturas bajas o en produccion de sidra (Dequin y Casaregola,

2011).

La levadura S. cerevisiae es la principal especie usada en el proceso fermentativo y es
distintiva de las demas, ya que puede resistir altas concentraciones de etanol, fermentar
con presencia de oxigeno y tiene una alta resistencia al SO, (Mesas y Alegre, 1999;
Siesto et al., 2022). Esta levadura ha sido ampliamente estudiada y comercializada, sin
embargo, la expresion que pudieran presentar las levaduras de la region se puede ver
diferenciada a pequefia escala. En este sentido, Chen et al. (2022) en su estudio
demostraron que entre diferentes vifiedos esta especie presentd divergencia genética,
siendo esto un fuerte factor que influye en los parametros fisicoquimicos y los perfiles
volétiles del vino, por ello lo de la actual seleccidon de cepas autdctonas S. cerevisiae

para mejorar el perfil aroméatico y potenciar la tipicidad de los vinos (Fazio et al.,2023).

Por su parte, S. bayanus se caracteriza por tener un poder alcoholico mayor al de S.

cerevisiae y una resistencia hasta 250 mg/L de SO> (Mesas y Alegre, 1999). Asimismo,

10



S. pasterianus puede fermentar, sin embargo, su uso es mas relevante en la elaboracion

de bebidas alcohdlicas como la cerveza lagger o la sidra (Meier-Dérnberg et al., 2017).

Las levaduras pertenecientes a los géneros No-Saccharomyces (Ns) se caracterizan
por contribuir a la complejidad aromética y sensorial de los vinos, a través de
actividades enzimaticas mas complejas, pero con menor tolerancia y produccion de

etanol que S. cerevisiae (Aguilar et al., 2015).

El género Kluyveromyces ha despertado el interés al producir grandes cantidades de
acido lactico, generando de 1.5 a 1.8 g/L comparado con Saccharomyces (0.2 g/L)
(Hidalgo, 2003). La especie Torulaspora rosei es resistente de 8 a 14° de alcohol y se
caracteriza por fermentar lentamente los azucares, disminuyendo los niveles de acidez
volatil (Mesas y Alegre, 1999). Las especies de Schizosaccharomyces spp. tienen la
capacidad de degradar el acido malico hasta 95-99% con altas concentraciones de
levaduras (Jolly et al., 2006). La especie Schizosaccharomyces balilii presenta una alta
tolerancia al alcohol (Siesto et al., 2022). Pichia anomala se presenta como una especie
no deseada, sin embargo, en un estudio realizado por Lanieva y Podgorsky (2020), se
demostré que esta especie presenta caracteristicas de importancia enologica, como alta
tolerancia a diferentes ambientes de estrés, factor killer y una amplia actividad hidrolitica.
Por lo anterior, las diferentes especies proporcionan caracteristicas que S. cerevisiae no

puede producir, por lo que es de interés su estudio.

1.2 Levaduras No-Saccharomyces comerciales.
Actualmente existen cepas de levaduras Ns que han sido aisladas en diferentes partes

del mundo y que son distribuidas por diferentes empresas para su uso comercial en la
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produccién de diferentes tipos de vino. Segun lo recabado por Vejarano y Gil-Calderén
(2021), existen 42 levaduras industriales, representadas en un 52% por cepas de las
especies Torulaspora delbrueckii, Lachancea thermotolerans y Metschnikowia
pulcherrima. De este total, el 79% se comercializa como cultivo puro y lo demés esta
compuesto por multicultivos, incluso una mezcla de 3 cepas distintas. Ademas, los
productos se encuentran presentes en diferentes presentaciones, mismas que son
aceptadas y descritas por la Organizacién Internacional de la vifia y el vino (OIV) en su
resolucion OIV-OENO 576A-2017 para el género Saccharomyces (mezcla de cepas o
cultivo puro) o mezcla de Saccharomyces con Ns. Estas levaduras se clasifican como:
levadura Seca Activa, levadura Activa Congelada, levadura Comprimida, levadura en
crema, levaduras encapsuladas (perlas) o inmovilizadas y “levadura de tiraje” para vinos
€Spumosos.

En la actualidad, existen levaduras Ns en el mercado que cumplen diferentes propdsitos
a nivel enologico. Entre ellas, la cepa T. delbrueckii “Viniflora®” (CHR Hansen, Denmark)
puede funcionar como inéculo apto a 22°C (Van Vedra et al., 2013), siendo capaz de
suplir a S. cerevisiae al alcanzar 13% (v/v) de etanol. Cultivos Mixtos de M. pulcherrima
con S. cerevisiae sirven para disminuir el contenido alcohdlico al 1% v/v (Vejarano y Gil-
Calderon, 2021), siendo esto de importancia en la enologia debido a la demanda de los
consumidores de vinos menos alcohdlicos.

Por otro lado, con la levadura L. thermotolerans se demostré en un estudio hecho por
Hranilovic et al. (2021) que, en coinoculacion con S. cerevisiae, se producen vinos mas

“frescos”, menos alcohdlicos y mas balanceados.

12



2. Objetivo

2.1 Objetivo general

Evaluar las caracteristicas enoldgicas de levaduras silvestres de Baja California, México.

2.2 Objetivos particulares

e Aislar e identificar morfolégica y molecularmente levaduras silvestres de Baja

California, México.

e FEvaluar la resistencia de las levaduras frente a diversas condiciones de estrés,

tales como Osomotolerancia, etanol, cobre y oxidacion.
e Comparar el potencial enolégico entre especies de levaduras, a través de pruebas
de produccion de acidos, aminas bidogenas y asimilacion de acido acético y acido

malico.

3. Hipotesis

Las especies de levaduras silvestres Saccharomyces spp. y No-Saccharomyces spp. de

Baja California presentan caracteristicas favorables para su uso en la produccién de vino.

4. Materiales y metodologias
4.1 Material y sitio de aislamiento

Se utilizaron racimos de Vitis vinifera del cultivar Mision de dos zonas productoras de vid
del Estado de Baja California. La primera zona fue el vifiedo ecoldgico Vifias del Tigre,

situado en el municipio de Ensenada. El segundo punto muestreado fue un vifiedo de
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temporal situado en el municipio de Tecate que presenta un manejo agrondémico
sustentable.

4.2 Aislamiento y seleccion de levaduras

Tras la recoleccion de los frutos, las uvas se separaron manualmente y se maceraron en
frascos de vidrio estériles, fermentando por 10 dias. Sin embargo, en este estudio solo
se obtuvieron alicuotas de 1 ml los dias 0, 2 y 4 en fermentacién, ya que fueron los que
presentaron mayor diversidad de colonias. A continuacion, se realizaron tres diluciones
seriadas (1:10, 1:100 y 1:1000) y se cultivaron 100 yuL de cada muestra en cajas Petri
con medio WL nutritivo (CRITERION™  Estados Unidos) mediante la técnica de
extension en placa con asa de vidrio. Finalmente, se seleccion¢ la dilucion 1:1000 para
el aislamiento de colonias hasta la obtencidon de cultivos puros. Una vez obtenidos los
cultivos puros, se seleccionaron colonias que mostraron diferencias morfologicas entre
Si.

4.3 Caracteristicas morfoldgicas e identificacion molecular

Las muestras obtenidas se cultivaron en medio YPD liquido durante 24 horas en la
incubadora orbital a 180 revoluciones por minuto (RPM), se tomaron 20 pyL y se
sembraron en medio WL nutritivo para visualizar el aspecto, color y textura de las
colonias mediante microscopio 6ptico DM750 (Leica, Estados Unidos) con el objetivo
40X.

Para realizar el analisis molecular de las cepas descritas microscopicamente, se tomd
muestra con un asa bacteriolégica a partir de una colonia de levaduras y se incub6 en
medio YPD liquido por 24 horas. El DNA total de las cepas se purifico haciendo uso del

kit Wizard® Genomic DNA Purification kit (PROMEGA, Estados Unidos).
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Para la identificacion genética, se utilizé la secuencia ITS mediante la aplicacion con los
oligonucleétidos ITS1 (5- TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3) e ITS2 (5"-TCC TCC
GCT TAT TGA TAT GC-3"). La secuenciacién de los fragmentos amplificados la llevo a
cabo la Unidad de Sintesis y Secuenciacion del Instituto de Biotecnologia de la
Universidad Nacional Autbnoma de México (UNAM), campus Morelos. Por ultimo, los
resultados obtenidos se contrastaron con bases de datos internacionales haciendo uso
del programa Geneious prime (National Center of Biotechnology Information, Estados
Unidos), basado en el sistema BLAST para comparar las secuencias obtenidas y obtener

la especie correspondiente.

4.4 Tolerancia a factores de estrés

4.4.1 Osmotolerancia

Se prepar6 el medio como Kurtzman et al. (2011) establecen, con un medio control de
YPD al 6% y un medio saturado YPD con 50% glucosa (Dextrosa Anhidra) (Jalmek
cientifica, México). Las muestras de levaduras se inocularon en caja petri mediante la

técnica de estriado en placa y se incubaron durante 7 dias a 29°C.

4.4.2 Etanol

Se efectud el procedimiento descrito por Barbosa et al. (2018) con las modificaciones de
Lanieva y Podgorsky (2020) en medio YPD y ajustando los medios a pH 6 y 3.5. Los
medios estériles se dejaron enfriar a 40°C y se prepararon concentraciones del medio
con etanol (Alcoholes de Zapopan, México) a 6%, 9%, 12% y 16% en tubos de 30 mL.

Se cultivaron por estriado y se incubaron por una semana a 26°C.
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4.4.3 Cobre

Este ensayo se realiz6 siguiendo lo establecido por Capece et al. (2018). Para ello se
prepararon medios YPD con pH 6 y 3.5, agregando a cada medio 200 uM y 400 uM de
sulfato clprico pentahidratado (Materiales y abastos especializados, México). Las

muestras se cultivaron por estriado y se incubaron por una semana a 26°C.

4.4.4 Oxidacion

Para la evaluacion de la capacidad oxidativa, se emple6 la metodologia propuesta por
Mestre et al. (2017) con algunas modificaciones. Se uso papel filtro de 99 mm de
diametro (Whatman® filter paper grade 2, Sigma Aldrich, Estados Unidos), y se hizo uso
de peroxido de hidrégeno (Agua oxigenada al 3% Laboratorios Jaloma, México), en
concentraciones de 250 mM, 500 mMy 1 M. Se sembraron por extension, colocando 100
ML de cultivo en medio YPD sdélido, seguido de la colocacion de los papeles filtros en tres
sitios diferentes, y se agrego 50 pL de las concentraciones de peroxido de hidrégeno en
cada uno de sus respectivos sitios. Las placas resultantes se incubaron a 26°C por 48

horas.

4.5 Caracterizacion enoldgica de levaduras

Para la identificacion de crecimiento por parte de las levaduras en las pruebas de
asimilacion se determinara como “6ptimo” crecimiento, aquella colonia que haya crecido
en su totalidad con el estriado hecho, como “baja”, colonia que haya crecido parcialmente

y “nulo” la colonia que no haya presentado crecimiento.
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4.5.1 Produccion de acidos a partir de glucosa

Como indica Kurtzman et al. (2011), se prepar6 medio Causter's chalk agar (Causters
1940; Van der Walt, 1970) compuesto de 5% glucosa, 0.5% extracto de levadura, 0.5%
carbonato de calcio y 2% agar. En este medio se sembraron 10 yL de muestra, que se
tomaron previamente de un cultivo de YPD liquido, y se incubaron por una semana a

26°C.
4.5.2 Asimilacion de acido malico y acético

El ensayo de asimilacion de acido malico y acético se baso en la utilizacion de medio
Yeast nitrogen base (YNB) (Sigma Aldrich products, Estados Unidos), tal y como detalla
Suranska et al. (2016). A este medio se le adiciona, por una parte, agar al 0.65% y

dextrosa al 5% (glucosa).

Por otra parte, se prepararon dos medios de cultivo YNB al 6.7% y suplementados con
acido malico (Sigma Aldrich, Estados Unidos) al 0.5% y acido acético (Jalmek, México)
al 0.25%, respectivamente. Para la adicion de estos acidos, se emplearon filtros de 99
mm de diametro (Whatman® filter paper grade 2, Sigma Aldrich, Estados Unidos) bajo
condiciones de esterilidad en campana de flujo laminar. Finalmente, las muestras de
levaduras se sembraron por estriado y se colocaron en la incubadora por tres semanas

a 26°C.

4.5.3 Produccion de aminas bidogenas

La evaluacion de la produccidén de aminas biogénicas se realiz6 en base ala metodologia
de Aslankoohi et al. (2016), modificando el pH del medio a 5.2 y ensayando medios de
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cultivos suplementados con agar al 2% (Sigma Aldrich, Estados Unidos) y 0.0015%, 1%
y 2% de purpura de bromocresol (Jalmek cientifica, México), y 1% de un concentrado de
amino@cidos (tirosina, histidina, fenilalanina, leucina, triptéfano, arginina y lisina (Sigma
Aldrich, Estados Unidos). Por ultimo, las muestras se sembraron por estriado en los

medios de cultivo y se incubaron por una semana a 26°C.

5. Resultados

5.1 Caracteristicas morfologicas e identificacion molecular

Se observaron diferencias morfologicas celulares y de las colonias de levaduras aisladas
de los mostos (Tabla I). Las especies Cp-T1, Cp-T6 presentaron similitudes al presentar
la misma coloracion macroscopica y la misma forma unicelular elongada; la cepa Sc-E4
presento un morfotipo similar al anterior, pero mostrando forma unicelular diferente al
presentar células con forma esférica y una apariencia macroscopica mas rugosa. Aun
cuando Cp-T2 y Mp-E2 pertenecen a dos géneros distintos, presentaron el mismo
morfotipo macro y microscopico, con una coloracion verde mas oscura y la presencia de
dos formas distintas, apiculadas y ovaladas. Mp-T1 presenta una coloracion mas rosa
pero que a diferencia de la apariencia macroscopica de Cp-T4, Cp-T5, Mp-T3, Mp-T2 y
Mp-T4, esta presenta un borde en la periferia muy claro y definido, sin embargo, ambos
morfotipos presentan formas unicelulares esféricas, a excepcion de Mp-T2. La cepa Cp-
T3 es la Unica en presentar un morfotipo de coloracién verde en dos tonos, oscuro al

centro y mas claro en la periferia y las levaduras presentan formas ovaladas.
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Las siguientes cepas presentan similitudes en su color y forma unicelular, pero con
diferencias particulares. Las cepas Cp-E1, Mp-E1, Sc-E1, Sc-E2, Sc-E3, Cp-E3 y Cp-E4
tienen forma esférica, mientras que Cp-E2 tiene forma elongada; Cp-E1 presenta una
coloracion rosa palido que se extiende en todo su perimetro; Mp-E1 presenta la
coloracion rosa pélido pero solo en sus bordes con una franja bien definida que divide al
color verde azulado que tiene y que se presenta mas en el centro de la colonia; Cp-E2
presenta el morfotipo similar al anterior, pero este no se encuentra tan bien definido su
diferencia de coloracion, en esta levadura se presenta mas difuminado. Las cepas Sc-
El, Sc-E2, Sc-E3y Cp-E4 presentan el morfotipo similar a Cp-E2 pero con una elevacion,
presentando mayor volumen a diferencia de las cepas anteriores. La cepa Cp-E3 se

encuentra cubierta casi en su totalidad por una coloracién azul verdoso.

Tabla I. Descripcion morfoldgica micro y macroscépica de las cepas de levaduras aisladas.

Caracteristicas - : Cadigo de Caracteristica
- Descripcion de las colonias . .
morfologicas especie unicelular
P . La colonia exhibe una forma Cp-T1 b CE) ool
N\ ) L
N irregular, sus bordes se tornan h¥o oo 5
\ . . Qe -
\ | irregulares a medida que Cp-T6 R - e
! . . (% &)
/| avanzaa la periferia. Presenta O A
. . ©
4 una consistencia cremosa, . °
o

6. @
una superficie lisa y brillante o¥e

con elevacion unbonada, y de Las levaduras tienen
coloracion verde palido. una forma elongada.
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La colonia exhibe una forma
irregular, sus bordes se tornan
irregulares a medida que
avanza a la periferia. Presenta
una consistencia cremosa, una
superficie rugosa y brillante
con elevacion unbonada, y de
coloracion verde-blanquecino.

Sc-E4

o) ©
Las levaduras tienen
una forma esférica.

La colonia exhibe una forma
irregular, sus bordes se tornan
irregulares a medida que
avanza a la periferia. Presenta
una consistencia cremosa,
una superficie lisa y brillante
con elevacién convexa, y de
coloracion verde que es mas
oscuro al centro y mas claro
en la periferia.

Cp-T2

Mp-E2

"\

Se observan dos
formas diferentes
de las levaduras,
apiculada (arriba) y
ovalada (abajo).

La colonia exhibe una forma
elongada, con bordes
uniformes. Presenta una
consistencia cremosa, una
superficie rugosa y brillante
con elevacion convexa, y de
coloracién rosa que, en su
periferia, presenta  una
coloracion crema.

Mp-T1

Las levaduras
presentan una
forma esférica.
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La colonia exhibe una forma Cp-T4
elongada, con bordes Cp-T5
uniformes.  Presenta  una Mp-T3
consistencia cremosa, una Mp-T4
superficie rugosa y brillante
con elevacion convexa, y de
coloracion rosa en toda su Las levaduras
. presentan una forma
superficie. L.
esférica.
Mp-T2
Las levaduras
presentan una
forma ovalada.
La colonia exhibe una forma Cp-T3 @VC— 4 ﬁgc
irregular y borde irregular. g, “%5-7’, a‘@:a ‘c.j
Posee una superficie rugosa , oj” %’ fa: Sey o Sl
con lineas que se extienden RS <ot R
del centro a la periferia, con PR i % ?; ’»_1
una elevacion plana, y de La morfologfa de las
coloracion verde oscuro en el levaduras es de
centro y con un borde mas forma ovalada.
claro de gran extension.
La colonia exhibe una forma Cp-E1

enolgada, con borde
uniforme en toda su periferia.
Presenta una una superficie
lisa con elevacion plana, y de
coloracién rosado palido que
se extiende hasta la periferia

Las levaduras
presentan una forma
esférica.
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La colonia exhibe una forma
circular, con borde uniforme
en toda su periferia. Presenta
una una superficie lisa con
elevacion plana, y de un tono
que va del azul y se ve
separada por bordes
uniformes de un tono mas
rosado

Mp-E1

Las levaduras
presentan una forma
esférica.

La colonia exhibe una forma
circular, con borde uniforme
en toda su periferia. Presenta
una una superficie lisa con
elevacion plana y muestra un
tono que va del azul al rosado
que se va difuminando
mientras mas cerca esta de la
periferia

Cp-E2

Las levaduras
presentan una forma
elongada.

La colonia exhibe una forma
circular, con borde uniforme
en toda su periferia. Presenta
una una superficie lisa con
elevacion convexa y muestra
un tono que va del azul al
rosado gue se va difuminando
mientras mas cerca esta de la
periferia

Sc-E1
Sc-E2
Sc-E3

Cp-E4

Las levaduras
presentan una forma
esférica.

La colonia exhibe una forma
circular, con borde uniforme
en toda su periferia. Presenta
una superficie lisa con
elevacion plana, y de
coloracion azul verdoso en el
centro y que se extiende de
manera desigual en toda la
superficie, tornando mas de

Cp-E3

Las levaduras
presentan una forma
esférica.
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una coloracion rosa en ciertas
Zonas.

5.2 Tolerancia a diferentes factores de estrés

5.2.1 Osmotolerancia
Todas las cepas de levaduras presentaron 6ptimo crecimiento en medio con 50% de

glucosa en medio sélido con siete dias de crecimiento, una semana menos a lo

establecido en el protocolo (Figura 1).

Figura 1. Osmotolerancia. MpALl, cepa M. pulcherrima en medio YPD sélido; MpA2, cepa M.
pulcherrima en medio YPD+50% glucosa; CpAl, cepa Candida sp. en medio YPD solido; CpA2,
cepa Candida sp. en medio YPD solido+50% glucosa; ScAl, cepa S. cerevisiae en medio YPD
solido; ScA2, cepa S. cerevisiae en medio YPD solido+50% glucosa; ScB1, cepa S. cerevisiae en
medio YPD solido; ScB2, cepa S. cerevisiae en medio YPD so6lido+50% glucosa.

5.2.2 Tolerancia al etanol
Las muestras Cp-T1, Cp-T2, Cp-T3, Sc-E4 y Cp-E4 presentaron un crecimiento optimo

en ambos pH en todas sus concentraciones de etanol, seguido de Mp-T1, Cp-T4, Mp-
T2, Cp-T5, Cp-E2 y Mp-E1 presentaron buen crecimiento en ambos pH. Sin embargo, el

crecimiento en los medios con pH 6 o pH 3.5y 16% de etanol, se vio inhibido Cp-T2 y
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Mp-T3 mostraron un mejor crecimiento en los medios con pH 3.5, siendo sélo Cp-T2 la
cepa sin desarroll6 en presencia de etanol al 16%.

Por su parte, la cepa Mp-T4 no crece bien en ninguna concentracion a pH 3.5, aunque
proliferan de forma normal en condiciones de pH 6. Mp-E2 presenté un crecimiento
adecuado en los medios suplementados con 6% y 9% de etanol y con pH 6, pero la
disminucion del pH a valores de 3.5 provocd un escaso desarrollo de la cepa. Sc-E2
presentd buen crecimiento a pH 6, siendo este menor con medios de pH 3.5 hasta
concentraciones de 12% de etanol. Sc-E3 mantuvo un buen crecimiento hasta
concentracion de 12% de etanol a pH 6, observandose una inhibicion de este cuando se
cultivo la cepa en concentraciones por encima del 9% de etanol y a pH 3.5. Cp-E3 no
present6 crecimiento en el medio con pH 3.5, por otro lado, Sc-E1 tuvo un crecimiento
idéneo hasta 9% de etanol, y Sc-E1 tuvo un crecimiento hasta 9% de etanol en pH 3.5y

6 (Tabla II).

Tabla ll. Tolerancia de levaduras a diferentes concentraciones de etanol con pH distintos.
Marcado por colores, en negro, “Optimo crecimiento”; en gris “Bajo crecimiento”; en

blanco “Nulo crecimiento”.

Levadura Prueba de etanol
pH 3.5 pH 6

Muestra
Cp-T1
Cp-T2
Mp-T1
Cp-T3
Cp-T4
Mp-T2
Cp-T5
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Mp-T3
Mp-T4
Cp-T6
Cp-E1
Mp-E1
Cp-E2
Sc-El
Mp-E2
Sc-E2
Sc-E3
Sc-E4
Cp-E3
Cp-E4

5.2.3 Tolerancia al cobre

Todas las cepas de levaduras presentaron 6ptimo crecimiento en concentraciones de
200 uM y 400 uM de sulfato de cobre en el tiempo establecido, por otro lado, a simple
vista se pudo observar la coloracion que presentaron algunas levaduras al estar en
contacto con las concentraciones de sulfato de cobre, tornandose de un color marrén

rojizo o simplemente manteniéndose en un tono blanquecino (Figura 2 y Figura 3).

Figura 2. Tolerancia al cobre a pH 3.5. CpAl, cepa de Candida sp. con adicion de 200 uM de
sulfato de cobre; CpA2, cepa de Candida sp. con adicion de 400 uM de sulfato de cobre. MpAl,
cepa de M. pulcherrima con adicion de 200 uM de sulfato de cobre; MpA2, cepa de M.
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pulcherrima con adicion de 400 uM de sulfato de cobre. SCA1, cepa de S. cerevisiae con adicion
de 200 uM de sulfato de cobre; SCA2, cepa de S. cerevisiae con adicion de 400 uM de sulfato de
cobre.

Figura 3. Tolerancia al cobre a pH 6. CpA1l, cepa de Candida sp. con adicidn de 200 uM de sulfato
de cobre; CpA2, cepa de Candida sp. con adicion de 400 uM de sulfato de cobre. MpA1, cepa de
M. pulcherrima con adicién de 200 uM de sulfato de cobre; MpA2, cepa de M. pulcherrima con
adicion de 400 uM de sulfato de cobre. ScAl, cepa de S. cerevisiae con adicion de 200 uM de
sulfato de cobre; ScA2, cepa de S. cerevisiae con adicion de 400 uM de sulfato de cobre.

5.2.4 Tolerancia a la oxidacién

Ninguna de las cepas de levaduras presenté inhibicién en su crecimiento, ni por debajo
de los filtros, ni alrededor de ellos, demostrando su resistencia a cantidades minimas
como 250 UM e incluso resistiendo a 1 M. Si hubiera aparecido una intolerancia, se

hubiera podido visualizar que alrededor de los filtros no habria crecimiento. Tampoco se
visualizé cambios de coloracién en los medios o en las levaduras, todas se mantuvieron

en un tono blanquecino (Figura 4).
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ScA3

Figura 4. Tolerancia a la oxidacion. ScAl, cepa de S. cerevisiae con adicion de 250 mM de
per6xido de hidrégeno; ScA2, cepa de S. cerevisiae con adicién de 500 mM de perdxido
de hidrdgeno; ScA3, cepa de S. cerevisiae con adicion de 1 M de per6xido de hidrégeno.
CpAL, cepa de Candida sp. con adicion de 250 mM de perédxido de hidrogeno; CpA2, cepa
de Candida sp. con adicion de 500 mM de peréxido de hidrégeno; CpA3, cepa de
Candida sp. con adicién de 1 M de peroxido de hidrégeno. MpAl, cepa de M.
pulcherrima con adicién de 250 mM de perdxido de hidrogeno; MpA2, cepa de M.
pulcherrima con adicién de 500 mM de peréxido de hidrégeno; MpA3, cepa de M.
pulcherrima con adicion de 1 M de perdxido de hidrégeno.

5.3 Potencial Enoldgico

5.3.1 Produccion de acidos

Con relacion a la produccion de acidos, los resultados obtenidos fueron variables,
especialmente en las cepas pertenecientes al género Candida. Las cepas Cp-T1, Cp-
T2 y Cp-T3 mostraron halo de inhibicion con el medio transparente alrededor de la
colonia, mientras que las cepas Cp-T4, Cp-T5, Cp-E1, Cp-E2, Cp-E3, Cp-E4 y Cp-E5
no lo presentaron.

Por su parte, las cepas Mp-T1, Mp-T2, Mp-T3, Mp-T4 y Mp-E1 de M. pulcherrima no
presentaron solubilizacion del medio, siendo la cepa Mp-E2 la Unica que manifesto este

fendmeno y, por tanto, producciéon de acidos.
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Finalmente, las cepas de la especie S. cerevisiae también presentaron gran diversidad
en este ensayo, con Sc-E1, Sc-E2 y Sc-E3 como cepas sin capacidad y Sc-E4 con

capacidad para producir &cidos (Figura 5).

Figura 5. Produccidn de acidos. Mp, ejemplo de cepa de M. pulcherrima productor de acidos; Cp,
cepa de Candida sp. no productor de &cidos; Sc, ejemplo de cepa S. cerevisiae productor de acidos.

5.3.2 Asimilacién de acido acético

Al igual que en la produccion de acido, los resultados en cuanto a la asimilacién de estos
compuestos también fueron diversos. Las cepas de C. sp. presentaron variabilidad en su
crecimiento, mostrando Cp-T1, Cp-T3 y Cp-T6 6ptima asimilacion con un crecimiento
total del estriado y facil de visualizar, mientras que las cepas Cp-E1 y abc Cp-E3 bajo
crecimiento y las cepas abc Cp-T2, Cp-T4, Cp-T5, abc Cp-E2 y Cp-E4 nula asimilacion.
En la especie M. pulcherrima, se observé poca asimilaciéon en Mp-T1, Mp-T2, Mp-E1 y
Mp-E2, y las cepas Mp-T3 y Mp-T4 no presentaron asimilacion del acido acético.

Las cepas de S. cerevisiae que presentd buena asimilacion fue la abc Sc-E4. Por ultimo,

las cepas Sc-E1 y Sc-E2 mostraron poca asimilacion y la cepa abc Sc-E3 se caracterizo
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por no asimilar estos compuestos (Figura 6).

Figura 6. Asimilacién de acido acético. Cp, nula asimilacion por parte de cepa de Candida sp.;
Mp, poca asimilacién por parte de cepa M. pulcherrima; Sc, 6ptima asimilacion por parte de cepa
S. cerevisiae.

5.3.3 Asimilacién de acido malico

Todas las levaduras presentaron un crecimiento débil teniendo el acido malico como
fuente de energia, el crecimiento en el estriado apenas es notable y no en todos se ve

la coloracion blanquecina de la cepa (Figura 7).

Figura 7. Poca asimilacion de &cido malico. Cp, cepa de Candida sp.; Sc, cepa S. cerevisiae; Mp,
cepa M. pulcherrima.
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5.3.4 Produccién de aminas bidgenas

Ninguna levadura produjo aminas bidgenas, ya que no hubo presencia de un halo
rodeando a las levaduras. El purpura de bromocresol que funcioné como indicador ante
la produccion de aminas bidgenas (con pH basico) y que modifica el pH alrededor de la

colonia pintandolo de un color morado, no estuvo presente ni en 2% de indicador (Figura

8).

Figura 8. Produccion de aminas biégenas, CpAl, cepa Candida sp. con adicion de purpura de
bromocresol al 0.0015%; CpA2, cepa Candida sp. con adicién de purpura de bromocresol al 1%;
CpA3, cepa Candida sp. con adicién de purpura de bromocresol al 2%. MpAl, cepa M.
pulcherrima con adicion de purpura de bromocresol al 0.0015%; MpAZ2, cepa M. pulcherrima con
adicién de purpura de bromocresol al 1%; MpA3, cepa M. pulcherrima con adicion de parpura de
bromocresol al 2%. ScAl, cepa de S. cerevisiae con adicién de purpura de bromocresol al
0.0015%; ScA2, cepa de S. cerevisiae con adicion de purpura de bromocresol al 1%; ScA3, cepa
de S. cerevisiae con adicion de purpura de bromocresol al 2%.

6. Discusion
6.1 Identificacion morfolégicay molecular

En el presente estudio se identificaron cepas de levaduras pertenecientes al género
Candida sp. y Metschnikowia sp. en ambos puntos de muestreo, demostrando asi la
presencia de otras especies Ns en los vifiedos de la region. Asimismo, el aislamiento e
identificacion de Saccharomices sp. en el vifiedo de Vifias del Tigre sugiere la posible
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presencia de levaduras de este género adaptadas a esta zona vitivinicola. Estos
resultados concuerdan con un estudio hecho por Sanchez (2008), en el que se aislaron
levaduras de fermentaciones espontaneas de uva Carignan procedente del valle de
Guadalupe, logrando identificar molecularmente a dos cepas de Saccharomices sp. y la
presencia del género Metschnikowia.

En un estudio realizado por Rangel y Suarez (2022) se observé la existencia de cepas
del género Candida que presentaban diferentes formas unicelulares, esféricas, ovoides,
elipsoidales e incluso alargadas, sin embargo, todas presentaban una coloracion blanca.
En el caso del presente estudio se encontraron cepas que presentaban formas
elongadas, ovaladas, apiculadas y esféricas, por lo que si existe variedad morfoldgica a
nivel unicelular; no obstante, las levaduras no presentaron coloracion blanca, pero si de
tonos variados como las cepas Cp-T4, Cp-T5, Cp-El, Cp-E2, Cp-E3 y Cp-E4 que
presentaban tonos combinados de azul y rosa palido y otras tornaron color crema-
verdoso como Cp-T1 y Cp-T6; Cp-T3, que presentd un centro mas oscuro con bordes
claros de tonos verdes y Cp-T2 con una coloracién completa de un tono verde oscuro.
Las cepas de M. pulcherrima de Tecate presentaron la misma coloracion, de color
rosado, con la diferencia de parte de la cepa Mp-T1 al presentar un borde mas claro y
visible que las demas, y aunque la mayoria mostro una forma unicelular esférica, la Mp-
T2 fue la excepcidn con una forma ovalada. En Ensenada se encontré una cepa con el
mismo morfotipo que en Tecate y otra diferente que presentaba una coloracién verde y
con células en forma ovalada y apiculada (Mp-E2); sin embargo, en el estudio de Testa
et al. (2024), se aislaron en medio WL obteniendo colonias de un tono azul cielo,

caracteristica muy diferente a lo encontrado. Mientras que Vicente et al. (2020) menciona
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gue estas levaduras tienen forma ovoidal y presentan pseudohifa en condiciones
anaerdbicas, de igual manera, en el estudio hecho por Sidari et al. (2021) se obtuvieron
resultados similares con células elongadas y agrupadas.

Las cepas de S. cerevisiae también presentaron diferente morfotipo, pudiendo observar
qgue solo tres de las cuatro cepas mostraron la caracteristica de ser color azul-rosado,
pero con forma esférica Sc-E1, Sc-E2, y con forma elongada y esférica Sc-E3, la cepa
Sc-E4 tenia una coloracion verde-blanquecino con levaduras en forma esférica; sin
embargo, como menciona Ochoa et al. (2019) el color y forma de S. cerevisiae cambia
dependiendo del medio. Bajo un crecimiento en medio WL generalmente esta especie
presenta una coloracién blanca, lisa y cremosa, mientras que su forma se presenta de
forma elipsoidal o alargadas. Contrario a esto, en un estudio realizado por Sun et al.
(2024) se aislaron levaduras de esta especie en medio WL y se observo que las colonias
presentaban color azul-verdoso con superficie lisa y bordes suaves y forma unicelular
esféricas u ovaladas, presentando semejanzas a nivel unicelular con las cepas de este

estudio, y con los descriptores de la morfologia de las colonias, exceptuando su color.

6.2 Tolerancia a diferentes factores de estrés

Todas las cepas de los tres géneros de levaduras aislados presentaron osmotolerancia
hasta 50% de glucosa, equivalente a 50 °Brix, o que permite que las levaduras puedan
seguir sobreviviendo a medios altos en azucares. En un estudio hecho por Tofalo et al.
(2009) se demostré que especies del género Candida, tales como Candida apicola y
Candida zemplinina son altamente osmotolerantes, presentando crecimiento de algunas
de sus cepas hasta en 60% glucosa. Ademas, Lanieva y Podgorsky (2020) estudiaron

una cepa de Metschnikowia pulcherrima, observando su crecimiento en medio con
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concentraciones de hasta 50% de glucosa. Estos resultados apuntan a que las cepas Ns
presentan mayor disponibilidad a crecer en medios con alto contenido de soélidos
solubles.

En el caso de las cepas estudiadas de S. cerevisiae, se demostro su alta tolerancia en
el estudio de Zhang et al. (2024) al sobrevivir en medios fermentativos en
concentraciones de 370 mg/L y 450 mg/L. En el caso de 500 y 550 g/L, las
fermentaciones fueron mas lentas, pero de igual manera sobrevivieron, existiendo
correlacion con lo obtenido en el estudio, ya que todas las cepas de S. cerevisiae
sobrevivieron en 50% glucosa.

La tolerancia que presentan las levaduras del género Candida al etanol en general es
alta, en valores del 16%, aunque se observo una gran diversidad entre cepas del mismo
género, en funcion del pH del medio. Se ha demostrado la tolerancia de especies como
Candida ethanolica y Candida intermedia hasta en 12% de etanol, seguido de Candida
glabrata con 11% (Mukherjee et al., 2017). En concordancia, las especies del género
Candida identificadas en la regién presentan de mediana a una alta tolerancia al etanol,
asemejandose a las condiciones de etanol del producto final de los vinos.

La especie M. pulcherrima es conocida por su baja tolerancia al etanol, soportando 4%
a 4.8% de etanol durante una fermentacion a pH de 3.35% (Testa et al., 2024). Este
comportamiento se observé también en el presente trabajo, con dos cepas de M.
pulcherrima tolerantes a 6% de etanol con pH 3.5. En contraste, tres de las cepas de
esta misma especie tuvieron un crecimiento a 12% de etanol, lo que concuerda con lo
obtenido por Barbosa et al. (2018), en el que se obtuvo una levadura M. pulcherrima

capaz de sobrevivir hasta 12% de etanol, que hasta ese momento era la Unica de esta
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especie en sobrevivir tal concentracion de etanol. Aunado a lo anterior, en este estudio
se encontrd una cepa mas tolerante a 16% de etanol a pH 3.5, lo que demuestra que,
dentro de la misma especie, existen diferentes niveles de tolerancia en medios muy
similares a los de una fermentacion.

Aunque S. cerevisiae puede tolerar hasta 15% de etanol (Abdulla et al., 2022) en este
estudio se obtuvieron resultados contrastantes. Por un lado, una cepa tolero 16% de
etanol con un buen crecimiento; y, por otro lado, tres cepas crecieron idbneamente, pero
hasta 9% de etanol. Estos resultados indican que existen cepas que pueden tolerar altas
concentraciones de etanol, pero también existen cepas de S. cerevisiae que no son
altamente tolerantes.

Con relacion a la tolerancia al cobre, Grazia et al. (2019) demostré que cepas de M.
pulcherrima crecian hasta en 400 mM de CuSQg, tanto a pH 6 como pH 3.5. En esta
misma investigacion se evaluo la tolerancia a la oxidacion, identificando cepas con
tolerancia de hasta 250 mM de H2O.. Por su parte, Lanieva y Podgorsky (2020)
determinaron que la cepa de M. pulcherrima fue la nica en presentar un alto crecimiento
bajo estas condiciones, mostrando inhibicion hasta 1 M de H20..

En cuanto a la tolerancia al cobre de las cepas S. cerevisiae, se demostré que las
levaduras de esta especie en el presente estudio son mas resistentes, ya que el total de
las levaduras sobrevivieron hasta en 400 uM de CuSO4; mientras que las del estudio de
Capece et al. (2018) s6lo unas pocas cepas sobrevivieron en estas concentraciones.
Ademas, en un estudio realizado a cepas de S. cerevisiae se demostré que el cambio de
coloracion de los cultivos es debido a la oxidacién de los azUcares reductores,

funcionando como indicador ante la presencia de grandes depdsitos de cobre en la pared
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celular de las levaduras (Ruta y Farcasanu, 2021), aspecto de importancia para el
conocimiento de la resistencia de las levaduras a las diferentes concentraciones de cobre
recibidas durante el crecimiento vegetativo de la uva.

Las cepas de S. cerevisiae, al igual que las otras levaduras, presentaron alta tolerancia
a la oxidacion, incluso a 1 M. Este mecanismo de resistencia frente a las especies
reactivas del oxigeno se ha relacionado con otras caracteristicas celulares, como la
permeabilidad de membrana, y con la produccién de etanol (Landolfo et al.,2008).

Las levaduras del género Candida lograron presentar el mismo grado de tolerancia al
cobre en ambos pH, tal y como describieron Lanieva y Podgorsky (2020). Sin embargo,
en este mismo estudio se obtuvieron datos opuestos en la tolerancia a la oxidacion,

presentando una gran tolerancia las levaduras estudiadas de la region.

6.3 Potencial en la produccion y asimilacion de compuestos.

De todas las cepas estudiadas, solo cinco presentaron produccion de acidos. En este
sentido, hay una correlacion con las observaciones de Lanieva y Podgorsky (2020), ya
gue, aunque ellos solo estudiaron una cepa de M. pulcherrima, esta presenté asimilacion
de &cido malico, no produjo acidos a partir de glucosa y tampoco asimilé acido acético,
teniendo similitud al estudio con lo obtenido en cuanto a la asimilacion de acido malico.
Sin embargo, si hubo asimilacion del &cido acético y produccién solo por una cepa. Se
ha comprobado que la asimilacion de acidos como el malico y acético por parte de la
especie puede influir en la produccion de la acidez volatil en fermentaciones secuenciales

(Vicente et al., 2020).
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Las cepas de Candida spp. de este estudio mostraron diferentes grados de asimilacion
del acido mélico, acido acético y de su produccién de acidos, lo que se correlaciona con
lo obtenido por Lanieva y Podgorsky (2020), donde cepas de la misma especie
presentaban variabilidad. Esto demuestra que la capacidad de metabolizar los
compuestos anteriormente mencionados esta directamente relacionada a la cepay no a
la especie.

Por otro lado, ninguna de las cepas present6 produccion de aminas biégenas. No hubo
produccién de aminas bidgenas por parte de las cepas de M. pulcherrima, lo que se
correlaciona con lo obtenido por Lanieva y Podgorsky (2020). Aun cuando se tiene
registrado produccién de aminas biégenas por parte de la especie S. cerevisiae de hasta
12.14 mg L (Guo et al., 2015), en el presente estudio no hubo produccion de aminas
bidgenas.

En cuanto a la asimilacion y produccion de acidos, las levaduras Saccharomyces
pueden producir y metabolizar el acido acético durante la fermentacion alcoholica
(Vasserot, 2010); sin embargo, solo una de las cuatro cepas produjo acidos. Por otro
lado, tres de las cuatro cepas asimilaron el acido acético, demostrando que hay
variabilidad de metabolizacion entre cepas. De igual manera, el acido malico puede ser
producido y asimilado por S. cerevisiae durante la fermentacién alcohdlica, y depende
de las condiciones del medio para que estos procesos sucedan (Pinu, 2014); no

obstante, la asimilacién del acido malico por parte de las cepas fue débil.
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Conclusion

El objetivo de este trabajo fue evaluar las caracteristicas enolégicas de las levaduras
silvestre de diferentes regiones de Baja California, obteniendo resultados favorables y de
interés para la produccion de vinos y el desarrollo de la fermentacién alcohdlica. Con
este estudio se logré descubrir que las levaduras son capaces de sobrevivir a
condiciones desfavorables, y aunque solo siete cepas lograron sobrevivir a 16% de
etanol a 3.5 de pH, todas lograron hacer frente a la osmotolerancia con cantidades
iguales a 50 °brix e incluso a condiciones adversas de concentraciones de oxidacion y
sulfato de cobre. En cuanto a la produccion y asimilacion de compuestos, fue favorable
obtener respuesta negativa a la produccion de aminas bidogenas por parte del total de
levaduras. Ademas, todas las cepas pudieron asimilar, aunque sea minimamente el
acido malico, y por otro lado, fueron pocas las levaduras que presentaron produccion
de acidos, el cual se relaciona mas con la produccion de acido acético, y también,
fueron pocas las que lograron asimilar el acido acético.

Asi mismo, el objetivo de este trabajo fue evaluar comparando entre especies obtenidas,
mostrando asi que, en namero de cepas por especie, predomind el género Candida spp.,
siendo la mitad de cepas de este género, las capaces de sobrevivir hasta 16% de etanol,
y también la mitad de este género presentd mayor capacidad de asimilar optima o
medianamente el acido acético, por otro lado, se ha de destacar la capacidad de una
cepa M. pulcherrima por sobrevivir hasta 16% de etanol, y por presentar solo en una
cepa la capacidad de producir acidos, por otro lado, contrario a lo esperado, sélo una
cepa de S. cerevisiae fue capaz de sobrevivir a 16% de etanol. El estudio de estas

levaduras se puede ampliar para posteriores estudios que ayuden a caracterizar mejor
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las levaduras y su capacidad para llevar a cabo fermentaciones de diferentes estilos de

vino y poder fungir como indculo sustituyente de LSA.
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