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Introduccion

La fermentaciéon del vino tradicionalmente viene realizada de una manera espontanea por las
levaduras indigenas presentes en las uvas en el momento de la vendimia o introducidas a
través de las maquinarias y de la bodega durante el proceso de vinificacion.

Todos los trabajos de investigacion mas recientes concuerdan en que las especies
predominantes en las uvas sanas son levaduras apiculadas como Hanseniaspora uvarum (y su
forma imperfecta Kloeckera apiculata)y especies oxidativas tales como Candida,
Pichia, Kluyveromyces y Rhodotorula [1]. Por el contrario, especies fermentativas del género
Saccharomyces, predominantemente Saccharomyces cerevisiae, se encuentran presentes en
las bayas sanas e intactas o en la tierra en concentraciones extremadamente bajas [2—4],
mientra que se considera que las uvas dafadas son una fuente importante de S. cerevisiae [5].
El predominio de cepas pertenecientes a estas especies en la flora presente en las bodegas
esta bien documentado [6-10].

La flora de levaduras presente en las uvas depende de una gran variedad de factores tales
como las condiciones climaticas, temperatura y precipitaciones incluidas, la localizacién
geografica del vifiedo [4,9], los tratamientos con fungicidas [11], la variedad de uva y la edad del
vifiedo [12—14], asi como el tipo de suelo [15]. Varios estudios ecoldgicos, utilizando métodos
de identificacion moleculares, han obtenido una gran diversidad de patrones genéticos entre la
flora de las fermentaciones vinicas. En una region viticola dada las cepas S. cerevisiae parece
ser que estan muy distribuidas [16—19], se pueden encontrar en afos consecutivos [20,21] y
existen también cepas predominantes en la flora fermentativa [2,22], lo que respalda la teoria de
que cepas nativas especificas pueden ser asociadas a un terroir.

Los starters de levaduras seleccionadas son muy utilizados hoy en dia ya que poseen
caracteristicas fermentativas y enoldgicas muy buenas, contribuyendo a la estandarizacion del
proceso fermentativo y de la calidad del vino. En los afios que siguieron la publicacion de la
secuencia del genoma de S. cerevisiae [23], se demostro la existencia de diferencias genéticas
sustanciales entre las cepas de levaduras del vino. [24-26]. Por lo tanto, explorar la
biodiversidad de cepas fermentativas indigenas puede representar una contribucién importante
para la comprension y seleccién de cepas con fenotipos especificos.

La diversidad genética de las cepas de S. cerevisiae ha sido analizada con varios métodos tales
como el analisis cariotipico por electroforesis en gel de campo pulsante [27], el analisis de
restriccion del DNA mitocondrial (RFLP de mtDNA ) [28-31], la huella genética basada en el
analisis de secuencias repetitivas delta [32,33] y la genotipificacion microsatelite [34—36].
Schuller et al. [37] demostraron recientemente que la genotipificacion microsatelite, usando 6
loci diferentes [36], el analisis optimizado de la secuencia delta [33] y el RFLP de DNA
mitocondrial generado por la enzima Hinfl tienen la misma capacidad discriminatoria. En este
trabajo se aplico el analisis RFLP de mtDNA utilizando la enzima Hinfl como marcador genético
para distinguir las cepas de S. cerevisiae . El objetivo del presente trabajo era determinar la
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biodiversidad de la flora fermentativa que se encuentra en vifiedos localizados en la Regién
“Vinho Verde” para definir las estrategias de los futuros programas de seleccion de cepas
vinicas. Otra meta era definir una coleccion de cepas para contribuir a la conservacion de los
recursos genéticos de S. Cerevisiae.

2, Materiales y métodos
21. Muestreo

El esquema de muestreo incluyo un total de 18 emplazamientos en tres viiedos que rodean una
bodega situada en el noroeste de Portugal (“Regiad Demarcada dos Vinhos Verdes”). En cada
vinedo se definieron seis puntos de muestreo de acuerdo con la geografia del vifiedo, y la
distancia entre la bodega y los puntos de muestreo vario entre 20 y 400 m, como muestra la Fig.
1.

Se realizaron dos campafas de muestreo antes (primera etapa) y después (Ultima etapa) de la
vendimia, con un intervalo de tiempo de cerca 2 semanas, para determinar la diversidad entre
las poblaciones de levaduras fermentativas de la ultima etapa de maduracién de las uvas y de
la vendimia. Esta experimentacion se repitié durante tres anos consecutivos (2001-2003). Las
muestras no fueron recogidas siempre de la misma planta, sino del mismo area (x1-2 m). Las
variedades de vid muestreadas fueron Loureiro (vifiedo A), Alvarinho (vifiedo P) y Avesso
(vinedo C), son todas uvas blancas utilizadas en la Regién de Vinhos Verdes.

2.2. Fermentacién y aislamiento de las cepas

Se recogieron en modo aséptico aproximadamente 2 kg de uva en cada punto de muestreo, y
el mosto de uva extraido fermenté a 20 °C en pequefos volumenes (500 ml), con agitacién
mecanica (20 rpm). Se realizé un seguimiento de la fermentacién mediante determinaciones
diarias de la pérdida de peso del mosto. Cuando se observdé una reduccién de 70 g/l,
correspondiente a un consumo de cerca 2/3 del contenido de azlcar, se dispersaron muestras
diluidas (10* and 10°) sobre placas YPD (extracto de levadura, 1% p/v, peptone, 1% p/v,
glucosa 2% plv, agar 2%, p/v), y después de la incubacion ( 2 dias, 28°C) se tomaron 30
colonias elegidas aleatoriamente. Las colonias aisladas obtenidas de cada una de las
fermentaciones se almacenaron en glicerol (30%, v/v) a -80 °C.

2.3. Aislamiento de DNA

Las células de levadura fueron cultivadas en 1 ml de medio nutritivoYPD (36 h, 28 °C, 160 rpm)
y el aislamiento de DNA fue realizado como descrito en [28] con un procedimiento modificado
de lisis celular, usando 25 U de Zimolasa (SIGMA). La lisis celular dependié de la cepa y durd
entre 20 miny 1 h (37 °C). EI DNA fue utilizado en el andlisis RPFL mitocondrial.

2.4. RFLP de DNA mitocondrial

Las reacciones de restriccion fueron llevadas a cabo como descrito en [37]. Las designaciones
atribuidas a los diferentes patrones observados fueron A1-A93, C1-C62 y P1-P135, que
corresponden a las colonias aisladas de los vifiedos A,C y P, respectivamente. La designacion
de los patrones ACP10 se refiere a una cepa comun a todos los vifiedos y C69P77 y C42P80
fueron asignadas a cepas comunes a los vifiedos C y P. Los perfiles de los patrones que eran
idénticos a los de los starters de levaduras comerciales usados en las bodegas se designaron
como S1-S6. Una cepa representativa de cada uno de los 297 patrones fue usada para realizar
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una prueba de crecimiento en un medio que contenia lisina como Unica fuente de nitrégeno
[38].

2.5. Métodos analiticos

La concentracion de azucar fue determinada con el método dinitrosalicilico ya descrito en
bibliografia [39].
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Fig. 1. Localizacion geografica de los tres vifiedos A, C y P en la Regién Vinicola de Vinho
Verde con la indicacion de las bodegas y de los puntos de muestreo correspondientes PI-PVI,
Al-AVIy CI-CVI.

3. Resultados

En este trabajo se muestrearon tres vifiedos situados en la Regién Vinho Verde, en el noroeste
de Portugal, durante las temporadas de vendimia 2001-2003 (Fig. 1). Para obtener un cuadro
mas detallado de la distribucion temporal de las levaduras fermentativas, se realizaron dos
recogidas de muestras, una antes y otra después de la vendimia, en un intervalo de tiempo de
dos semanas. Fueron programadas un total de 108 muestras de uva (seis puntos de muestreo -
dos recogidas de muestras - tres vifiedos, tres anos), de las cuales 54 comenzaron la
fermentacién de forma espontanea, 36 no fueron capaces de iniciar la fermentacion después de
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30 dias de incubacién, mientras 18 muestras no fueron recogidas a causa de unas condiciones
atmosféricas desfavorables y de un mal estado sanitario de las uvas durante el 2002. De las 54
fermentaciones se aislaron 620 levaduras. A todos los microorganismos aislados se les analizo
su mtDNA por RFLP (Hinfl) y se atribuyd un perfil de patron a cada levadura aislada, resultando
un total de 297 perfiles diferentes.

La cuenta total de levaduras (ufc en medio nutritivo YPD) oscilé entre 1.0 x 10° y 8.0 x 10’
ufc/ml de mosto, que corresponden a los valores descritos generalmente para las
fermentaciones del mosto. Todos los microorganismos aislados pertenecian a las especies S.
cerevisiae debido a la incapacidad de crecer en un medio que contenia lisina como unica fuente
nitrogenada y a la capacidad de S. cerevisiae de amplificar seis loci microsatelites especificos.
Ninguno o solo 1 de los loci fue amplificado en otra especie de Saccharomyces presente en el
vino tales como S. paradoxus y S. Bayanus, respectivamente. No se observd amplificacion en
especies que generalmente se encuentran presentes durante las primeras etapas de la
fermentacion, tales como Candida stellata, Pichia membranifaciens y Kloeckera apiculata .

Los resultados del RFLP de mtDNA de las 1620 cepas aisladas estan resumidos en la Tabla 1.
De las 450 células aisladas en el vifiedo A, 93 corresponden a patrones uUnicos mientras en C y
P fueron aisladas un total de 450 y 690 cepas, correspondiéndoles 62 y 135 cepas con patrones
unicos, respectivamente.

Para 11 patrones comunes, encontrados en mas de una fermentacion (Tabla 1 y Fig. 2), y
también para seis starters comerciales de cepas de levaduras (S1-S6), se confirmd una
distribucién geografica y temporal mas amplia.
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Fig. 2. Ejemplos de patrones comunes de RFLP de DNA mitocondrial (Hinfl), como catalogados
en la Tabla 1, encontrados en cepas de levaduras aisladas de fermentaciones espontaneas de
mostos y recogidas como descrito en la Seccién 2.

Los patrones S1-S6 corresponden a starters comerciales de levaduras que habian sido usadas
en las bodegas durante los ultimos afios. Cepas perennes fueron asociadas a mas de un punto
dentro de un mismo vifiedo (patrones A06 y S6, P136, P50), pero mostraron también una
distribucion mas amplia al encontrarse en multiples puntos de muestreo en dos o tres vifiedos
(patrones S3, S4, y ACP10). Los patrones S1, S2, C63, A11, A13, P03 y P24 fueron
encontrados solo un afio pero en varios puntos de muestreo dentro del mismo vifiedo, mientras
la cepa S5 tuvo una distribucion mas amplia en varios puntos de muestreo de los vifiedos C y P.
Los patrones C42P80 y C69P77 aparecieron solo en un unico punto de muestreo de los vifiedos
C y P en 2003. El patron ACP10 corresponde a la Unica cepa “regional”’ aislada con una
distribucion geografica mas amplia mientras A06, A11, A13, C63, P03, P27, P50 y P136 se
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pueden considerar “cepas del viiedo” debido a su presencia en multiples puntos de muestreo
y/o afios.

El clima humedo del verano 2002 dio lugar a fuertes infestaciones de hongos y a aplicaciones
importantes de aerosoles quimicos. Esta fue posiblemente la razén por la que simplemente
fueron identificados 12 patrones unicos entre las 150 cepas recogidas en la ultima etapa del
muestreo en 2002 en el vifiedo P. En 2003 esta relacion fue otra vez mas parecida a la
encontrada en 2001 (47 y 62 patrones uUnicos de cada 180 cepas aisladas en la ultima etapa de
muestreo del vifiedo P).

Como muestra la Fig. 3, tuvo lugar un inicio de fermentacion espontanea en casi todas las
muestras de uva recogidas en la ultima campafa de muestreo.

Esto ocurrid raramente en la mayoria de las muestras recogidas algunos dias antes de la
vendimia. Los mostos preparados con uvas recogidas en la primera etapa de muestreo en el
vifiedo A, no comenzaron nunca la fermentacion espontdanea. En 2001 tuvo lugar una
sobredosificacion agroquimica accidental que produjo un retraso del inicio de la fermentacién
espontanea en tres de las cuatro muestras postvendimia (ll, lll y VI). En los dos afios siguientes,
los perfiles de fermentacion fueron similares en las muestras de C y P, lo que sugiere la
recuperacion de la flora.

La fermentacién comenz6 después de seis-doce dias llevada a cabo por una-veinte cepas.
Aparentemente no se encontré ninguna correlacion entre el numero de cepas implicadas en la
fermentacion y el punto de muestreo, afio o vifiedo. La cepa con una distribucion mas amplia
(ACP10) fue dominante en seis fermentaciones (All-2002, Al-2003, All-2003, CIl1-2003, PIlI-
2002, PVI1-2002) contribuyendo con el 77-100% (23-30 cepas) al total de la flora de levaduras,
pero tuvo menos importancia en cinco fermentaciones (Al-2002, PII-2001, PII-2002, P1-2003,
PVI-2003), contabilizando sélo el 3—-10% (de una a tres cepas), y estando acompafnada por
una-seis cepas diferentes. La distribucion de las cepas no esta asociada a la capacidad para
ejercer la dominancia de la fermentacion, en cambio la competiciéon con las cepas que le
acompafan parece ser el factor determinante.

Los patrones vifiedo-especificos de las muestras recogidas en la primera etapa, al cabo de dos
semanas no aparecieron en el mismo punto (P, 2001 y 2003, C, 2001) con la excepcion de los
patrones mas generalizados S1, S2, S3, S4, S5, ACP10 y P136, lo que pone de manifiesto la
existencia de una flora muy diversificada.

4. Discusion

Los panoramas biogeograficos a gran escala y los estudios sobre diversidad genética de cepas
de S. cerevisiae aisladas a partir de fermentaciones espontaneas han permitido documentar la
naturaleza dinamica de estas poblaciones. En este estudio se encontraron 297 patrones
genéticos diferentes entre los 1620 aislados obtenidos a partir de 54 fermentaciones a pequefa
escala realizadas con uvas de tres vifiedos localizados en la Region Vinho Verde, durante un
periodo de tres afios. La gran mayoria de los patrones fueron unicos, demostrando la existencia
de una enorma biodiversidad de cepas de S. cerevisiae en la Region Vinho Verde.

Considerando el cociente entre el nimero de cepas aisladas y el numero de patrones como una
estimacion aproximativa de la biodiversidad, nuestros resultados muestran valores parecidos a
los panoramas, publicados con anterioridad, de diversidad genética de cepas autéctonas
vinicas de S. cerevisiae en otras regiones con tradicion viticola tales como Burdeos [2],
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Charentes [17,45], Campagne y Valle del Loire [21], en Francia; El Penedés[46], Tarragona [7],
Priorato [20,22] y La Rioja [47] en Espana; Alemania y Suiza [41]; Toscana, Sicilia [48] y Collio
[49] en ltalia; Amyndeon y Santorini [42] en Grecia; Western Cape [16,18,43] en Sudafrica; y
Patagonia [19] en Argentina.

El actual estudio fue llevado a cabo en una regidn viticola que nunca habia sido caracterizada
antes e incluye aspectos que no habian sido considerados en trabajos anteriores, tales como la
apariciéon de varias cepas de levaduras comerciales, y la comparacién entre las poblaciones de
levadura que se encuentran en las uvas antes y después de la vendimia.

La mayor parte de las cepas no manifesté un comportamiento perenne, estando caracterizada
la flora de cada afio por la aparicion de numerosos nuevos patrones. Esto se puede atribuir al
muestreo de soélo 12 - 2 kg de uvas por vifiedo y afio, no suficiente para abarcar toda la enorme
biodiversidad de un area determinada. Otra de las razones de la aparicién de nuevos patrones
podria ser atribuida a la recombinacién y a las fuerzas evolutivas, pero parece inverosimil que
tales cambios ocurran de un afo para otro y justifiquen la presencia de muchos patrones
distintos en afos consecutivos. Los patrones del RFLP del ADN mitocondrial son estables
cuando las células de S. cerevisiae experimentan cerca de cinco a siete divisiones durante la
fermentacién alcohdlica (datos nuestros no publicados).

Entre todos lo patrones solamente ACP10 mostré una amplia distribucién regional con un
comportamiento perenne que proporcionaba pruebas preliminares de la existencia de un cepo
que representa un “terroir’” como descrito en [17,21]. Sin embargo, la amplia distribucion de una
cepa no esta necesariamente relacionada con una mejor aptitud enolégica. Esto tiene sentido
desde un punto de vista enolégico, puesto que las fuerzas selectivas que actuan en un vifiedo
son totalmente diferentes de las que la levadura puede encontrar en un mosto de uva durante la
fermentaciéon. Para evaluar las potencialidades de estas cepas es necesario realizar una
caracterizacion fisiologica adicional en las condiciones de vinificacién. La aparicion de estas
cepas no obedecidé a una pautas generalizadas, sino mas bien a una presencia, ausencia y
reaparicion esporadicas, debidas a fluctuaciones naturales de las poblaciones. La aparicion
perenne del patron ACP10 es una consecuencia de su predominio en la microflora local. En
diversas fermentaciones, ACP10 fue dominante o no, demostrando que el resultado final de la
fermentaciéon dependia de la composicion especifica de la comunidad de levaduras en el mosto,
que a su vez esta influida por diferentes factores tales como el comportamiento killer el cual
depende fuertemente del cociente, al inicio de la fermentacion, entre levaduras killer y células
sensibles [50].

La variedad de uva de la vifia A era Loureiro, mientras que las variedades de los vifiedos Py C
eran Alvariio y Avesso, respectivamente, lo que indica que la variedad de uva podria contribuir
a encontrar tantos patrones distintivos. Las practicas de vinificacion tradicionales son muy
parecidas en A, C y P, la influencia de las diferencias climaticas parece ser insignificante puesto
que los tres vifiedos estan geograficamente cercanos. Sin embargo no se pueden excluir
influencias microclimaticas, no registradas en el presente estudio.

Una primera campana de muestreo se realizo algunos dias antes de la vendimia; la segunda se
efectud algunos dias después del final de la vendimia. Esto se llevd a cabo en un intervalo de
tiempo de cerca dos semanas, para obtener un cuadro mas detallado de la distribucién temporal
de las poblaciones de levaduras fermentativas durante la vendimia. Cuando las uvas alcanzaron
la madurez completa, las levaduras fueron mas abundantes. La ultima etapa de la maduracién
de las uvas puede favorecer la proliferacion de levaduras fermentativas sobre la superficie de
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las bayas, debido a una disminucién de la integridad de los hollejos y a la salida de mosto de las
bayas. Los insectos son la probable fuente de levaduras en las uvas dafiadas.

La colonizacion de las uvas por parte de las levaduras puede alcanzar valores de cerca 10°~10°
ufc/baya [51]. Antes de la cosecha, s6lo el 5% de las uvas son sede de levaduras, mientras que
este niumero es mucho mayor (60%) durante la cosecha [52]. Segun lo esperado, sélo 11 de 42
muestras pre-vendimia (26%) fueron capaces de fermentar de forma espontanea en contraste
con las 43 de 48 muestras postvendimia (90%). Las cepas asociadas fueron también mucho
mas diversificadas en la ultima campafia de muestreo (267 patrones de las 1260 cepas
aisladas) comparadas con la primera etapa (30 patrones de las 360 cepas aisladas). Con una
Unica excepcion (patrén P136), los patrones de cepas autéctonas de la primera etapa de
muestreo no aparecieron en la ultima etapa de muestreo, lo que confirma la existencia de una
sucesion de cepas S. cerevisiae. Alternativamente, las diferencias pueden ser atribuidas al
hecho de que fueron cosechados diversos racimos de uva, que pueden tener una flora distinta,
incluso estando cercanos uno del otro. Parece inverosimil que el aumento enorme de la
variabilidad de las cepas en el momento de la vendimia sea debido a una propagacion de la
flora presente en la bodega, a través de la maquinaria de la vendimia.

Las fermentaciones espontaneas fueron realizadas por una o mas cepas predominantes
acompafadas por ninguna, pocas o0 muchas cepas “secundarias”, o por una comunidad muy
heterogénea de levaduras sin una cepa(s) predominante. Esto concuerda con otros estudios
que observaron la presencia de una o dos cepas predominantes que constituian mas del 50%
de la biomasa total , y un numero variable de cepas secundarias [7,17,19,29,40,41], o la
presencia de muchas cepas diferentes sin ser predominantes [22,42]. También ha sido
observada la existencia de las dos situaciones en otros trabajos [16,18,43].

Considerando que el origen de las levaduras del vino sigue siendo controvertido [3,5,8,44],
nuestros resultados indican claramente que el numero de células de S. cerevisiae presentes en
los ecosistemas del vinedo de la Region Vinho Verde es suficientemente alto como para
conducir una fermentacion espontanea en un mosto obtenido con aproximadamente dos kg de
uva.

Sin embargo, es necesario realizar algunas consideraciones referentes a nuestro enfoque
experimental. El mosto crea unas condiciones selectivas y muy estresantes para las levaduras,
totalmente distintas de las influencias medioambientales. Esta claro por lo tanto que nuestros
datos se refieren sélo a cepas de S. cerevisiae capaces de sobrevivir en las condiciones
impuestas por una fermentacion realizada segun nuestras condiciones experimentales, dando
por lo tanto un cuadro no exacto (subestimado) del tipo de cepas que realmente se encuentran
en el vino. Al ser el limite de deteccion de nuestro enfoque experimental 3,3% (una cepa de 30
aisladas), podrian haber sido detectadas cepas raras aunque capaces de sobrevivir durante la
fermentacién. La busqueda de S. cerevisiae en 18 puntos, en dos campafias y durante tres
afos usando técnicas directas de cultivo para cada baya individualmente, como descrito en [3]
necesitaria mucha mano de obra. Por lo tanto consideramos nuestro enfoque como un
compromiso aceptable, permitiendo una buena estimacion de la composicién de la poblacion,
pero evitando una descripcion precisa en términos de abundancia relativa de cepas en la
naturaleza

El presente trabajo es el primer enfoque a gran escala sobre cepas vifiedo-asociadas de la
Region de Vinho Verde en Portugal, siendo un enfoque util para obtener una percepcion mas
exhaustiva de la ecologia y biogeografia de las cepas S. cerevisiae, uniformes entre regiones
geograficamente cercanas. Consideramos estos estudios indispensables para el desarrollo de
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estrategias cuyo objetivo es la preservacion de la biodiversidad y de los recursos genéticos
como base para un mayor desarrollo de las cepas.
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Site Number of molates Number of distinct patterns Number of unigque patterns Common patterns
Vire yard A
20N E Al AT AIII MF - - -
ATV AY AV
L Al ATV AVI NF - - -
All Qi 2 10 Alé
Alll 3
AV 1
Iz E Al All Alll Wi - - -
ALV AY AV
L Al 180 16 34 ACPLD ADG ALl
All 2 ACPLD
Alll 9 All Al13
ALY L] AD6 ALZ
AV 9 All
AV1 1 -
LIk E Al AIT AT NF - - -
ATV AY AYI
L Al 180 3 41 ACPLD 53
All 1 ACPLD 53
Alll 9 A6
ALV 12 -
AY 1% -
AVI 2 -
Vimepard C
L E CI1CIH I NF - - -
CIv Qi 5 2 51 8253 54 K5
Y 4 55
CVl 1 51
L L | NF - - -
ClI 150 20 4 55
CIln 4 51 54 855
CIV 2 51 85
Y 4 51 53154 55
C¥I i 51 5154 55
pra |04 E CI1CIH I M - - -
CIv 11} 1 1 -
CYCVI NF - - -
L CI1CIH I Wi - - -
CIV OV VI
3 E CICHI VY NF - - -
CVCVI
Ld 1| E11] 3 3 -
L Cl 150 i 12 53 54 CeOPTT Ch3
ClI 3 Ukl
CIn 1 ACPLD
IV 18 51, CAZPREO
c¥ 9 -
CVl 2 L2
Vine pard P
L E Pl il 2 2 P13
Pl 2 P136
LI PIV PV PVI NF - - -
L Pl 18D il 62 51 55 56 P136
Pl 17 53 56 ACPLO PO3 P136
PIII i -
PIV 21 P2 P24 P50 P136
Py 15 51 P4
PVI 13 51 56 P136
pra |04 E PI P11 FPII NF - - -
PIV PV PVI Wi - - -
L PIV NF - - -
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Site Number of isolates Number of distinct patterns MNumber of unique patterns Common patterns
Pl 150 5 12
Pll 4 ACPLS6 P136
PIl 1 ACPLD
PY 14 5356 PS0 P16
PVl 1 ACP1D
203 E PIV PV ME - -
Pl 120 10 12 -
Pll 1 -
PIIl 1 P136
PVl 2 ACP1D
L Pl 18D 15 47 ACPLD, 53 Ce2P7T7T
Pll 1 -
PIIl 9 P136
PIV 1E 53
PY 5 C42PED
PVl 5 -

E — primera etapa de muestreo; L — Ultima etapa de muestreo; NF —fermentacién no espontanea; NC — no recogida.

Tabla 1 Analisis RFLP de MtDNA de

1620 levaduras aisladas de mostos fermentados

preparados con uvas recogidas en los vifiedos A, C y P de la Regién Vinho Verde, sefialadas en
la Fig. 1, durante las vendimias 2001, 2002 y 2003
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Winery A
Site 2001 2002 2003
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Fig. 3. Perfil de la fermentacion (lineas) y contenido de azucar (barras) de muestras de mostos
tomadas en la primera (circulos abiertos y barras) y ultima (circulos cerrados y barras) campafa
de muestreo de las que fueron aisladas las cepas analizadas en este trabajo. En cada diagrama
estan incluidas las designaciones de los patrones obtenidos con RFLP mtDNA de las levaduras
aisladas. Las cepas predominantes estan subrayadas con una linea doble (P50%) o simple (20—
50%). Las designaciones de los patrones post-vendimia estan en negrita. Los patrones

Dy

comunes estan desatacados en cuadros grises.
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Fig.3 (continua)
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