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Resumen

Argentina se ubica entre los paises “top 10” del planeta en lo referido a industria vitivinicola,
siendo el 7° productor mundial de vino, el 8° exportador, y el 9° consumidor. Las regiones
vitivinicolas tradicionales han sido extensamente estudiadas mediante técnicas que dependen
del cultivo de microorganismos en el laboratorio, y en menor medida por técnicas
independientes del mismo. Sin embargo, regiones que han estado relegadas por razones
politicas, econdmicas y sociales, hoy son reconocidas como re-emergentes a nivel productivo,
pero se encuentran estudiadas muy pobremente o permanecen sin estudiar. La provincia de

Buenos Aires se ubica como una region re-emergente de interés socio-econdmico y cultural
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debido a su crecimiento en vitivinicultura durante los ultimos 20 afios. El objetivo del presente
trabajo consistio en estudiar por técnicas dependientes e independientes de cultivo, una muestra
de mosto de la vendimia 2018 de una bodega bonaerense, con especial énfasis en la
comparacion de las bacterias del acido lactico (BAL) detectadas mediante ambos tipos de
estudios. Se lograron obtener 6 cepas de BAL: 4 cepas de Lactiplantibacillus plantarum, 1 cepa
de Enterococcus mundtii y 1 cepa de Enterococcus durans. La caracterizacion inicial de las
cepas de Lpb. plantarum mediante el estudio de sus cinéticas de crecimiento y resistencia al
etanol, permitié sugerirlas como posibles candidatos para la futura formulaciéon de iniciadores
de fermentacion malolactica (FML). Por otra parte, mediante la secuenciacion masiva del gen
16S rRNA, se observé que los filos mas abundantes fueron Proteobacterias, Actinobacterias y
Firmicutes, sin embargo, no se lograron encontrar miembros del orden Lactobacillales, al que
pertenecen las BAL. Los resultados del presente trabajo refuerzan la necesidad de realizar
analisis integrales que permitan incrementar la sensibilidad de deteccién de BAL en muestras
de mosto y vino de estas regiones vitivinicolas re-emergentes. Estudios como el presente,
podrian resultar relevantes para nuestro pais, ya que pueden contribuir con los productores a
identificar y resolver inconvenientes, y aportar con sugerencias para mejorar el proceso

fermentativo a fin de obtener vinos de mayor calidad e incrementar su valor agregado.

Palabras clave: Bacterias del acido lactico, técnicas dependientes de cultivo, técnicas

independientes de cultivo, biodiversidad.

Abstract

Argentina ranks among the "top 10" countries globally in the wine industry, being the 7th largest
wine producer, the 8th exporter, and the 9th consumer. Traditional wine regions have been
extensively studied using culture-dependent techniques, and to a lesser extent, by culture-
independent techniques. However, regions that have been marginalized due to political,
economic, and social reasons are now recognized as re-emerging in terms of productivity but
remain poorly studied or unstudied. The province of Buenos Aires is identified as a re-emerging
region of socio-economic and cultural interest due to its growth in viticulture over the last 20
years. The objective of this study was to analyze, using both culture-dependent and culture-
independent techniques, a sample of 2018 vintage grape must from a winery in Buenos Aires,
with a particular focus on comparing lactic acid bacteria (LAB) detected through both methods.
Six LAB strains were isolated: 4 strains of Lactiplantibacillus plantarum, 1 strain of Enterococcus
mundtii, and 1 strain of Enterococcus durans. Initial characterization of Lpb. plantarum strains

through the study of their growth kinetics and ethanol resistance suggested them as potential
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candidates for future malolactic fermentation (MLF) starter formulations. Furthermore, amplicon
sequencing analysis using the 16S rRNA gene revealed Proteobacteria, Actinobacteria, and
Firmicutes as the most abundant phyla; however, members of the Lactobacillales order, to which
LAB belong, were not detected. The results of this study emphasize the need for comprehensive
analyses to enhance the detection sensitivity of LAB in grape must and wine samples from these
re-emerging wine regions. Studies like this one could be relevant for our country, as they can
assist producers in identifying and addressing issues and providing suggestions to improve the

fermentation process to achieve higher quality wines and increase their added value.

Keywords: Lactic acid bacteria, dependent culture techniques, independent culture techniques,

biodiversity.

1. Introduccion:

La Argentina se ha ubicado a la vanguardia de la industria vitivinicola gracias a sus solidas
bases en este sector, ubicandose entre los paises “top 10” del planeta, siendo el 7° productor
mundial de vino (ltalia, Francia, Espana, Estados Unidos, Australia y Chile son los seis
primeros), el 8° exportador y el 9° consumidor (OIV, 2021). La superficie de vifiedos argentinos
se extiende a lo largo de 3.800 km (22° a 45° de latitud sur), desde la Cordillera de los Andes
hasta la Pampa humeda (Chapadmalal, Buenos Aires), y desde la Quebrada de Humahuaca
(Jujuy), con vifiedos a mas de 3.300 metros sobre el nivel del mar, hasta Chubut (45° de latitud
sur).

En la provincia de Buenos Aires, la viticultura fue una agroindustria prospera hasta
mediados del siglo XX (Ospital, 2003), quedando luego relegada por razones econdémicas,
politicas y sociales. En 1934 se sanciono la ley 12.137, que prohibi6 toda comercializacion de
vino procedente de regiones no correspondientes a Cuyo y las provincias cordilleranas del norte.
El objetivo era potenciar la actividad vitivinicola de estas regiones, debido a los inconvenientes
para cultivar trigo o pasturas para el ganado. Asi, esta ley relegdé a las demas regiones que
estaban en pleno auge de su actividad vitivinicola, incluyendo la provincia de Buenos Aires.
Recién en 1997 se modifico esta ley, y sus medidas restrictivas se relajaron paulatinamente,
permitiendo la recuperacion de la vitivinicultura bonaerense a través de emprendimientos que
hoy muestran diferentes grados de desarrollo (Ospital, 2019).

La elaboracién del vino es un proceso complejo que implica dos fermentaciones sucesivas:
la fermentacion alcohdlica (FA), llevada a cabo por levaduras, y la fermentacion malolactica

(FML), por bacterias acido-lacticas (BAL). La FML es un paso importante porque involucra la
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conversién del acido L-malico en &cido L-lactico, conducente a una deseable reduccion en la
acidez y astringencia. Las especies mas relevantes en enologia son Oenococcus oeni y
Lactiplantibacillus plantarum. Ambas demostraron en numerosos trabajos ser capaces de
resistir a las condiciones estresantes del vino (como la acidez, escasez de nutrientes, elevada
concentracion de etanol), presentar una gran eficiencia en el consumo del acido malico, y poseer
variadas actividades enzimaticas secundarias que les permiten sintetizar o modificar otros
compuestos que aportan al color, sabor, textura y aroma del vino (Bartowsky 2005; Betteridge,
Grbin, & Jiranek, 2015; Borneman, McCarthy, Chambers, & Bartowsky, 2012; Bravo-Ferrada et
al., 2013; du Toit, Engelbrecht, Lerm, & Krieger-Weber, 2011; Krieger-Weber, Heras, & Suarez,
2020; Swiegers & Pretorius, 2005; Virdis, Sumby, Bartowsky, & Jiranek, 2021).

Las técnicas dependientes de cultivo resultan indispensables para el aislamiento,
identificacion y caracterizacion de BAL. A su vez, esto es necesario con el objeto de seleccionar
aquellas que tengan las mejores propiedades tecnoldgicas y enoldgicas a fin de ser utilizadas
en la formulacion de cultivos iniciadores de fermentacion malolactica. La transferencia
tecnoldgica al sector productivo permitiria la utilizacién de estos iniciadores a nivel regional o en
regiones vitivinicolas con caracteristicas similares. Sin embargo, las técnicas dependientes de
cultivo no resultan suficiente o adecuadas para caracterizar la compleja biodiversidad presente
en el vino, principalmente debido a las limitaciones actuales para el crecimiento de todos los
microorganismos presentes en una muestra (Montgomery, 2020; Stewart, 2012). Por lo que,
técnicas independientes de cultivo, y en especial, las técnicas de secuenciacion de proxima
generacion (NGS), se utilizan a menudo para caracterizar mejor la diversidad microbiana de
ecosistemas complejos; que desempenan un papel clave en el cultivo de uvas para vinificacion
(Vitis vinifera), la produccion y la calidad del vino (D. Liu, Zhang, Chen, & Howell, 2019). También
posibilitan la deteccién de microorganismos que pudieran estar en un estado de viables no-
cultivables (VNC), en el cual muchas BAL pueden encontrarse cuando las condiciones del
entorno resultan estresantes (como la elevada concentracién de etanol, presencia de sulfito,
etc.), y por lo cual, se puede dificultar en gran medida su deteccion por técnicas dependientes
de cultivo (Capozzi et al., 2016; Kioroglou, 2020; Millet & Lonvaud-Funel, 2000).

Recientemente, otros autores comenzaron a evaluar la diversidad de comunidades
microbianas asociadas a vifiedos argentinos aplicando NGS (Oyuela Aguilar et al., 2020;
Paolinelli et al., 2023; Vega-Avila et al., 2015), sin embargo, dichos estudios se centraron en las
regiones vitivinicolas mas tradicionales del pais. Regiones re-emergentes, como la bonaerense,
permanecen sin estudiar o cuentan con escasos trabajos que aborden el estudio de sus
estructuras microbianas y del proceso de fermentacion de sus vinos. En el caso de la Provincia

de Buenos Aires, el sector vitivinicola se esta desarrollando de una manera acelerada y, aunque
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contribuye minoritariamente a la produccion del pais, cobra cada vez mas relevancia, mejorando
la calidad de sus vinos con un ferroir unico, ampliando variedades y exportando sus productos
(INV, 2021), razon por la cual en los ultimos afios nos hemos enfocado en estudiar dicha region.

En estudios previos hemos comparado la diversidad fungica y bacteriana del suelo y
rizosfera, para la vendimia 2017, entre dos bodegas bonaerenses, bodegas Al-Este y
Saldungaray. En dicho trabajo se observé que las estructuras microbianas resultaron ser muy
similares, encontrando uUnicamente diferencias significativas al analizar grupos de
microrganismos en niveles taxondémicos especificos (Rivas, Semorile, & Delfederico, 2022).
También hemos estudiado por NGS, la influencia del clima a lo largo de 3 vendimias
consecutivas (2017-2019) en la biodiversidad del suelo y vino para la bodega Saldungaray,
advirtiendo la escasez o ausencia de BAL en muestras de mosto y vino, ademas, observando
que el suelo no estaria actuando de reservorio biolégico de este grupo microbiano relevante en
enologia. Adicionalmente, la escasez o ausencia de BAL encontrada podria estar relacionada
con la ralentizacion en la FML reportada previamente por el endlogo de la bodega, la cual en
caso de que ocurra, es llevada a cabo de forma espontanea ya que la bodega no utiliza
iniciadores de FML comerciales (Rivas, Guillade, Semorile, & Delfederico, 2021). Sin embargo,
hasta el momento no se han realizado estudios de regiones re-emergentes argentinas que
comparen analisis de biodiversidad mediante técnicas dependientes e independientes de
cultivo. Por lo que, el objetivo del presente trabajo consistié en estudiar una muestra de mosto
de la vendimia 2018 de la bodega Saldungaray (SO de la Provincia de Buenos Aires), mediante
técnicas dependientes e independientes de cultivo, con especial énfasis en la comparacion de

las BAL detectadas por dichos abordajes.
2. Materiales y Métodos:

2.1 Region de estudio y muestreo:

La bodega Saldungaray se ubica en un sitio estratégico, correspondiente a la zona de
transicion entre las regiones fitogeograficas Pampeana y Espinal (Cabrera, 1976). Se encuentra
en produccion desde 2003, y posee 20 ha cultivadas con varietales Chardonnay Sauvignon
Blanc, Malbec, Merlot, Cabernet Sauvignon, Pinot Noir y Cabernet Franc. La cuadricula de
plantacion corresponde a hileras separadas 2 m y vides separadas 1 m, conducidas en un brote
en posicion vertical. El sistema de poda es cordon de Royat bilateral, con el suelo entre hileras
cubierto de hierba autdctona. El agua superficial se distribuye por un sistema de riego por goteo
basado en agua subterranea de un acuifero. Dicho sistema y un ventilador anti-escarcha

colocado en una esquina de la parcela, protegen al vifiedo del dafio por heladas. El manejo de
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plagas y enfermedades involucra uso de herbicidas (glifosato Round-up®) y fungicidas
(Captan®, Folpet®, Mancozeb®, Ziram® y Zineb®).

La bodega produce principalmente vinos jovenes (sin afejamiento). El proceso de
vinificacion comienza con la seleccion de la uva de forma manual, y se coloca en depdsitos de
fermentacién de acero u hormigén. El proceso inicia con una pre-fermentacién en frio durante
48-72 h. La FA involucra el uso de la levadura comercial Uvaferm BC® (Lallemand Inc.,
Montréal, QC, Canada) como iniciador, y se completa en unos 10 dias. Luego de un prensado,
se deja que ocurra una FML espontanea durante 25 a 40 dias. Cabe destacar que en esta
bodega nunca se emplearon iniciadores malolacticos y que los endlogos de la misma reportaron
una desaceleracion de la FML a lo largo de los afios.

La bodega Saldungaray se ubica en la denominada “diagonal arida argentina”, una franja
de tierra escasamente pluviométrica que se extiende desde el norte del Peru hasta el litoral
atlantico patagoénico. El clima es templado semiarido, con marcada estacionalidad en las
precipitaciones, que ocurren en primavera y otofio (A. Campo, Ramos, & Zapperi, 2009) y con
vientos moderados a fuertes todo el afio, principalmente del oeste, y particularmente intensos
desde finales de primavera hasta mediados de verano. Otra particularidad de la zona son los
eventos meteoroldgicos extremos, como granizo, heladas, sequias e inundaciones, que ocurren
en patrones ciclicos (A. M. Campo, Gil, Gentili, Volonté, & Duval, 2011). El resultado de las
caracteristicas climaticas descriptas es una limitada disponibilidad de agua subterranea para los
sistemas de riego.

Por otro lado, en 2018, la bodega reportd una gran disminucion en la produccion de uva
debido a heladas fuera de estacion (primavera), resultando un rendimiento insuficiente para la
produccién de vinos de cada varietal. En consecuencia, se obtuvo una muestra de mosto de
uva, mezcla de varietales Malbec, Pinot Noir, Chardonnay y Cabernet Sauvignon que fue el
objeto de estudio del presente trabajo. Este mosto se utilizé como base para la elaboracion del

vino espumoso de ese ano, que la bodega produce habitualmente a partir de Pinot Noir.

2.2 Anadlisis de BAL por técnicas dependientes de cultivo:

2.2.1 Aislamientos:

El mosto se filtr6 mediante filtros de 0.45 ym a fin de eliminar o reducir el nimero de
levaduras. Posteriormente, se realizaron varios ciclos de enriquecimiento en caldos MRS (Mann
Rogosa y Sharpe; Britania, CABA, Argentina) y MLO, suplementados con nistatina (20 mg/L) y
cicloheximida (20 mg/L), agregadas para inhibir el crecimiento de levaduras. En cada ciclo se
incubdé 1 mL de mosto, o del enriquecimiento anterior, en 9 mL de medio, durante 7 dias a 28

°C, en condiciones de microaerofilia. Posteriormente, utilizando espatula de Drigalsky, se
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hicieron siembras en agar MRS y MLO, en idénticas condiciones. Se obtuvieron cultivos
axénicos mediante sucesivas estrias por agotamiento. Los cultivos puros se sometieron a
pruebas de catalasa y a observacion microscépica con tincion de Gram. Como posibles BAL,

se seleccionaron los aislamientos Gram positivos, no esporulantes, catalasa negativos.

2.2.2 Extraccion de ADN:

Los aislamientos se crecieron durante 72 h (28 °C, microaerofilia) en el medio
correspondiente (MRS o MLO, segun procedencia de cada aislamiento), para extraer ADN
genomico segun Bravo-Ferrada et al. (2013). La integridad y calidad del ADN obtenido se evalué
mediante electroforesis en gel de agarosa 1%, tefiido con GelRed (Sigma-Aldrich) y por
medicion de las absorbancias a 260, 280 y 230 nm nanodrop (NanoDrop® ND-1000 Thermo
Scientific).

2.2.3 Identificacion:

Los aislamientos fueron identificados a nivel de especie mediante secuenciacién de un

fragmento del gen de 16S rRNA, con los primers pA16SF y pH16SR (Rodas, Ferrer, & Pardo,

2003) y comparacion de las secuencias con base de datos (GenBank del NCBI).
2.2.4 Tipificacion:
Cada aislamiento se tipific6 molecularmente a nivel de cepa, mediante Random Amplified

Polymorphic-DNA (RAPD-PCR) (Williams, Kubelik, Livak, Rafalski, & Tingey, 1990), con el
primer M13 (Stenlid, Karlsson, & Hogberg, 1994), segun Delfederico et al. (2006).

2.2.5 Cinéticas de crecimiento y resistencia al etanol

A fin de evaluar el comportamiento de las cepas salvajes en presencia de diferentes
concentraciones de etanol, se compararon las cinéticas de crecimientos en medio de cultivo
respecto del crecimiento en medio de cultivo suplementado con etanol. Las cepas se cultivaron
en los medios MLO o MRS segun correspondiera, se estandarizaron los inéculos a una DO de
0.5, y se inocularon al 10%, por triplicado, en placas de 96 wells, ensayando las condiciones: I-
Medio sin suplementar, lI- Medio + 6% etanol, Ill- Medio + etanol 12%. La placa de 96 wells fue
incubada a 28°C y se realizaron mediciones (DOsoo) con un lector de placas (BioTek Synergy

HTX) a lo largo del tiempo. Los gréaficos se realizaron utilizando Graphpad 6.0.

2.3 Analisis de biodiversidad por técnicas independientes de cultivo:

2.3.1 Estandarizacion de protocolo de extraccion de ADN gendémico total:

Se centrifugaron alicuotas de 35 mL de muestra de mosto durante 15 min a 8.000 rpm, los

pellets se lavaron dos veces con buffer Tris-EDTA (TE) (20:2 mM) y luego se resuspendieron en
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1 mL de PBS cada una. La extraccion de ADN se realizd con el FastDNA Spin Kit for Soil (MP
Biomedicals). Las condiciones de la extraccion de ADN requirieron modificaciones del protocolo
sugerido por el fabricante, que consistieron en modificar las condiciones de la digestion
mecanica mediante la agitacion de beads (perlas) con un bead-beater y/o agregar accion
enzimatica con lisozima. Los pellets fueron resuspendidos en buffer de lisis MT (provisto por el
kit) y las condiciones de extraccién de ADN ensayadas fueron: A. Tratamiento con lisozima 15'
a 37°C y ciclo de 5' de agitacion; B. Tratamiento con lisozima 30' a 37 °C, y ciclo de 5' de
agitacion; C. Un ciclo de 5' de agitacion, e incubacion con lisozima 30'; D. Un ciclo de 5’ de
agitacion; E. Dos ciclos de 1' 30" de agitacion, con recuperacion de sobrenadante entre ciclo; F.
Dos ciclos de 1' 10" 30" de agitacién, con incubacién de 2' de hielo entre cada ciclo.
Adicionalmente, se agregd un paso de clarificacién luego de la precipitacion de proteinas y otros
detritus, agregando polivinilpolipirrolidona (PVPP) 10% p/v, mezclando con vortex, y

posteriormente centrifugando durante 10 min a 14000 g.

2.3.2 Analisis de calidad del material genético:

A fin de revelar cual de los protocolos realizados resulté el mas adecuado, la calidad e
integridad del DNA obtenido se visualizé en un gel de agarosa 1%, tefiido con bromuro de etidio
(0,5 mg/mL), en presencia de un /adder de 1 Kpb (PB-L Productos Bio-Légicos). Mediante un
equipo Nanodrop se evalud la concentracién y la pureza del ADN obtenido, midiendo la
absorbancia a 230, 260 y 280, utilizando como criterios minimos: una concentracién de 20 ng/mL

o superior, una relacion 260/280 entre 1,7-2,1, y una relacion 260/230 entre 1,5-2,1.

2.3.3 Estudio de diversidad por secuenciacion masiva:

Las muestras de ADN gendmico se enviaron a Macrogen Korea (Seul, Republica de
Corea), donde se realizé la amplificacion masiva del gen 16S rRNA. Para ello se prepararon las
bibliotecas de amplicones (Herculase |l Fusion DNA Polymerase Nextera XT Index Kit V2). La
region hipervariable V3-V4 del gen 16S rRNA, obtenida utilizando los primers Bakt_341F: 5'-
CCTACGGGNGGCWGCAG-30 y Bakt 805R: 5-GACTACHVGGGTATCTAATCC-30, fue
secuenciada por lllumina (MiSeq). Se obtuvieron secuencias apareadas de 301 pb de longitud.
Los datos de la secuencia se depositaron en NCBI (bioproyecto PRINA742427) (Rivas et al.,
2021).

2.3.4 Analisis de las secuencias

Brevemente, el andlisis se realiz6 utilizando QIIME2 (Callahan et al., 2016) tal y como se
describié en Rivas et al. (2021). Las secuencias fueron depuradas de secuencias quiméricas,
de baja calidad. También las regiones de baja calidad de los extremos fueron recortadas y las

secuencias correspondientes a cloroplastos eliminadas (McDonald, Clemente, et al., 2012;
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McDonald, Price, et al., 2012). Se realiz6 el analisis taxonémico utilizando la base de datos de
Greengenes (v13) (DeSantis et al., 2006). Para el presente trabajo, los resultados se utilizaron
para comparar la diversidad microbiana obtenida mediante técnicas dependientes e

independientes de cultivo (Figura 1).
3. Resultados:

3.1 Analisis de BAL por técnicas dependientes de cultivo:

A partir de sucesivos ciclos de enriquecimientos y siembra en los medios MRS y MLO, se
lograron obtener 18 aislamientos de bacterias Gram positivas, catalasa negativas,
presuntivamente identificadas como BAL. Se realiz6 un screening de los aislamientos mediante
tipificacion por RAPD-PCR, hallando un total de 6 cepas con perfiles electroforéticos unicos.
Dichas cepas se identificaron a nivel de especie por amplificacion y secuenciacion del gen de
16S rRNA. Luego, las mismas se compararon con la base de datos de Genbank (NCBI, NIH),
identificandose 4 cepas de Lactiplantibacillus plantarum, 1 de Enterococcus mundtii y 1 de
Enterococcus durans (Figura 2).

A fin de realizar una primera caracterizacién y evaluar si resultasen buenas candidatas
para la posible formulacion de un iniciador de fermentacion malolactica autoctono, se estudiaron
sus cinéticas de crecimiento y resistencia al etanol (6 y 12%) (Figura 3, A-D). Todas las cepas
de Lpb. plantarum mostraron una buena resistencia de crecimiento a las concentraciones de
etanol ensayadas, creciendo rapidamente en las primeras 24 h y luego manteniendo la biomasa.
La cepa C8 alcanzé una biomasa final de alrededor de 7x108 UFC/mL y parece haber sido la
Unica que creci6 igual independientemente de las condiciones (sin etanol, etanol al 6 o 12%),
mientras que, las demas habrian tenido una leve ralentizaciéon de crecimiento durante la fase
exponencial en la condicién con etanol 12%. Adicionalmente, la cepa C10 fue la que alcanzé
una biomasa mayor, de alrededor de 7,6 x108 UFC/mL.

Por otra parte, las cepas de E. mundtii C12 y E. durans C14 mostraron un comportamiento
variable en sus cinéticas de crecimiento (Figura 3, E-F), alcanzando una biomasa final cercana
a 1.4x10% UFC/mL. Dicha biomasa fue alcanzada entorno a las 24 h de crecimiento para las
condiciones sin etanol y etanol al 6%. Mientras que la condicién de 12% etanol parece haber
producido una ralentizacién en su crecimiento. Sin embargo, ambas especies lograron alcanzar

una biomasa similar al cabo de las 72 h.

3.2 Analisis de biodiversidad por técnicas independientes de cultivo:

A fin de realizar el analisis de biodiversidad por secuenciacion masiva del gen 16S rRNA

(Mlumina, MiSeq), la muestra de mosto fue previamente procesada y se procedido a la
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optimizacion del protocolo de extraccion de ADN gendmico total utilizando distintas estrategias.
Las mismas consistieron en variar los tiempos de exposicién de dos posibles tipos de extraccion
de ADN: una extraccion mecanica, mediante la agitacion de pequenas esferas (beads) con un
bead-beater, y/o una extraccion enzimatica con lisozima (Materiales y Métodos 2.3.1).

En la Figura 4 se muestra la calidad de ADN obtenido mediante cada estrategia empleada,
pudiéndose observar que la estrategia F, que involucroé dos ciclos de lisis mecanica de 1' 107, y
con incubacion de 2’ de hielo entre cada ciclo, fue la que permitié obtener un ADN con la mayor
intensidad de banda y el menor nivel de degradacién. Asimismo, las otras dos estrategias que
involucraron digestion mecanica mostraron mayor nivel de degradacién y una disminucién en la
intensidad (estrategia E), o intensidad similar de banda, pero mayor nivel de degradacion
(estrategia D). Por otra parte, la estrategia A que involucrd 15’ de incubacion con lisozima y 5°
de digestién mecanica, mostrd resultados de degradacion e intensidad de banda similares a la
estrategia D. Mientras que las estrategias B y C, que involucraron mayor tiempo de exposicidon
con la lisozima, dio como resultado un ADN degradado casi por completo.

La muestra de ADN obtenida mediante la estrategia F fue enviada a Macrogen (Korea),
donde se realizo la biblioteca y la secuenciacion masiva de la region V3-V4 del gen de 16S
rRNA mediante lllumina (MiSeq), obteniéndose un total de 180310 lecturas. Luego del proceso
de la eliminacion de secuencias y regiones de baja calidad, asi como de aquellas que se
correspondieron con secuencias quimeéricas, cloroplastos y mitocondrias, se obtuvieron un total
de 3531 unidades taxondmicas operativas (UTOs).

Mediante un analisis taxondémico, se observé que, a nivel de filo, las Proteobacterias con
un 56,40% fueron el grupo con mayor abundancia relativa, seguida de las Actinobacterias con
un 20,30% y por los Firmicutes con un 19,58%. El porcentaje restante estuvo constituido por
grupos como Chloroflexe, Planctomycetes y otras secuencias minoritarias y sin identificar
(Figura 5-A).

Debido a que las BAL, el grupo de bacterias mas relevantes en enologia, pertenecen al
filo Firmicutes, se realizé un analisis del mismo con mayor profundidad. En la Figura 5-B, se
muestra el nivel taxonémico de Orden al que se llegd por esta técnica independiente de cultivo
para dicho filo, y se observdé que uUnicamente se encontraron los o6rdenes Bacillales y

Clostridiales, no habiéndose detectado el orden Lactobacillales al cual pertenecen las BAL.
Discusion:

En el presente trabajo, se abordd un andlisis de biodiversidad de una muestra de mosto
de la vendimia 2018 de la Bodega Saldungaray (Buenos Aires), seleccionada debido a que se

encuentra ubicada en una de las regiones vitivinicolas re-emergentes, escasamente estudiada

de nuestro pais. El analisis consisti6 en comparar los resultados obtenidos por técnicas
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dependientes e independientes de cultivo, con especial énfasis en las BAL, grupo microbiano
de gran relevancia enoldgica debido a que son las encargadas de realizar la conversion del
acido L-malico en acido L-lactico (FML), conducente a una deseable reduccién en la acidez y
astringencia del vino (Krieger-Weber et al., 2020).

Mediante las técnicas dependientes de cultivo se lograron aislar, identificar (por
secuenciacion del gen de 16S rRNA) y tipificar (por RAPD-PCR), 6 cepas diferentes: 4 de Lpb.
plantarum, 1 de E. mundtii y 1 de E. durans. Si bien las especies de Enterococcus fueron
también caracterizadas, el rol de este género en las matrices alimentarias, incluidas el vino,
suele ser controversial y no se suelen asociar con microorganismos de relevancia enolégica.
Ademas, cabe mencionar que las especies encontradas en este trabajo no son las usualmente
detectadas en vino, ya que en general la especie que se suele aislar es E. faecium (Capozzi et
al., 2011; Pérez-Martin, Sesena, Izquierdo, & Palop, 2014). Por el contrario, Lpb. plantarum es
una de las BAL frecuentemente aisladas y reconocida a nivel mundial por llevar a cabo FML
exitosas debido a su capacidad de dominar el proceso fermentativo, conduciendo a un elevado
y rapido consumo de acido L-malico (Bravo-Ferrada et al., 2013; du Toit et al., 2011; Krieger-
Weber et al., 2020). Esto es posible gracias a la capacidad de las BAL de tolerar las condiciones
del vino como, la presencia de SO, y la produccion y liberacion de acidos grasos, péptidos,
polisacaridos y otras moléculas por parte de las levaduras, que pueden alterar el crecimiento
bacteriano y el normal desarrollo de la FML (Jin, Jiranek, Hayes, & Grbin, 2022; Ngwenya,
Nkambule, & Kidane, 2023; Tedesco et al., 2022; Xu et al., 2021). El aislamiento de las BAL
obtenidas por técnicas dependientes de cultivo resulta insuficiente para caracterizar la compleja
biodiversidad presente en el vino, principalmente debido a la actual imposibilidad de aislar todos
los microrganismos presentes (Montgomery, 2020; Stewart, 2012). Sin embargo, resultan
indispensables para el aislamiento, identificacion y caracterizacion de este grupo microbiano de
relevancia enoldgica. Lo cual, a su vez, es necesario a fin de seleccionar aquellas que tengan
las mejores propiedades tecnolégicas y enolégicas a fin de poder ser utilizadas en la formulacion
de cultivos iniciadores de fermentacién malolactica.

La caracterizacion inicial de las cepas de Lpb. plantarum obtenidas mediante sus cinéticas
de crecimiento en presencia de diferentes concentraciones de etanol (6 y 12%), sugirié una
elevada resistencia al etanol en las condiciones ensayadas, lo que nos permite pensar en dichas
cepas como promisorias para la formulacion de iniciadores malolacticos, aunque se requiere
una caracterizacion tecnologica mas profunda de las mismas. Otros autores han realizado
distintas investigaciones que se enfocaron en el uso de Lpb. plantarum para conducir la FML,
obteniendo muy buenos resultados (Berbegal et al., 2016; Bravo-Ferrada et al., 2013; Bravo-

Ferrada, Tymczyszyn, Gomez-Zavaglia, & Semorile, 2014; du Toit et al., 2011; lorizzo et al.,
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2016; Lerm, Engelbrecht, & Du Toit, 2011; Lucio, Pardo, Krieger-Weber, Heras, & Ferrer, 2016).
Se ha demostrado que cepas de esta especie, ademas de la enzima malolactica, poseen
variadas actividades enzimaticas secundarias que les permiten sintetizar o modificar otros
compuestos, que aportan al color, sabor, textura y aroma, mejorando las caracteristicas
organolépticas de los vinos (Brizuela et al., 2021; Cao et al., 2022; Krieger-Weber et al., 2020;
Liu, 2002; Virdis et al., 2021).

Los cultivos iniciadores o starters constituyen una innovacion fundamental para el sector
vitivinicola. Si bien resulta posible controlar el inicio y progresion de la FML por inoculacion de
cepas seleccionadas de BAL, esta fermentacion puede ocurrir de manera espontanea si las
condiciones son favorables. Sin embargo, la FML espontanea implica riesgos, como un
considerable incremento en la acidez volatil, el consumo de azucares residuales y la formacion
de metabolitos indeseables como aminas biogénicas (AB) y etilcarbamato (EC), que afectan la
salud humana y conducen a vinos de baja calidad (Spano et al.,, 2010). Ademas de Lpb.
plantarum, otra especie de gran relevancia enolégica es Oenococcus oeni, reconocida por su
gran resistencia al etanol y una actividad metabdlica capaz de modificar las propiedades
organolépticas del vino (Bartowsky 2005; Bartowsky & Borneman, 2011; Lorentzen & Lucas,
2019). A pesar de haber intentado buscarla, en el presente trabajo no hemos logrado aislar
ninguna cepa de dicha especie. Adicionalmente, cabe mencionar que el uso de iniciadores de
fermentacion malolactica constituidos por cepas autdctonas contribuyen a la conservacion del
terroir caracteristico del vino de origen. Por lo tanto, destacamos la relevancia de trabajos como
el presente, que permiten el incremento de cepas autéctonas disponibles de gran importancia
para la vitivinicultura regional, con la potencialidad de lograr adaptarse y comercializarse a
regiones vitivinicolas con caracteristicas similares.

Por otra parte, las técnicas de secuenciacion masiva, independientes de cultivo, son
también de gran relevancia. Estas permiten estudiar las comunidades microbianas con un
elevado nivel de profundidad, con posibilidad de detectar otros grupos microbianos que pudieran
ser relevantes para el proceso fermentativo y la calidad del vino. También posibilitan la deteccién
de microorganismos que pudieran estar en un estado de viables no-cultivables (VNC), en el cual
muchas BAL pueden encontrarse cuando las condiciones del entorno resultan estresantes
(elevada concentracion de etanol, presencia de sulfito, etc.), y por lo cual, se puede dificultar en
gran medida su deteccion por técnicas dependientes de cultivo (Capozzi et al., 2016; Kioroglou,
2020; Millet & Lonvaud-Funel, 2000). Esto ultimo, podria ser una explicacién posible por la cual,
a pesar de los sucesivos ciclos de enriquecimientos y aislamientos en dos medios de cultivos

diferentes (MRS y MLO), no hemos sido capaces de aislar cepas de O. oeni.
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El proceso extracciéon de ADN gendmico total resulta un paso critico para los analisis de
biodiversidad por técnicas independientes de cultivo, ya que los resultados posteriores
dependeran del éxito de esto, pudiendo alterar la abundancia relativa de los microorganismos
detectados. Las muestras de mosto tienen aparejados a su vez dos dificultades: por un lado, la
necesidad de concentrar la muestra para incrementar la sensibilidad en la deteccion de los
microorganismos. Por otro lado, es de gran importancia evitar contaminaciones con ciertos
compuestos, como los polifenoles, muy abundantes en estos tipos de muestras, ya que los
mismos pueden actuar como inhibidores en las reacciones de PCR posteriores que son
necesarias tanto para el armado de las bibliotecas como para el proceso de secuenciacién por
sintesis, como es el caso de lllumina (Gobert, Evers, Morge, Sparrow, & Delafont, 2022; Isc¢i,
Kalkan Yildirim, & Altindisli, 2014). Por esta razon, resulté de gran importancia la optimizacion
del protocolo provisto por el fabricante del kit FastDNA Spin Kit for Soil (MP Biomedicals), siendo
que el proceso debe ser lo suficientemente potente como para lograr la ruptura de diferentes
tipos de pared celular bacterianas, pero no demasiado potente, como para causar una excesiva
degradaciéon del ADN gendmico total. Dicho equilibrio pareciera haber sido el caso con la
estrategia F en el presente trabajo, que involucrd unicamente dos ciclos de digestion mecanica,
sin actividad enzimatica; seguida de la estrategia E, y luego la estrategia D. De acuerdo con los
resultados obtenidos, el agregado de un paso de lisis enzimatica resulté ser excesiva,
provocando la lisis completa del material genético, como se observo con las estrategias B y C.
La estrategia A, seria una excepcion, en donde se observé un resultado similar a la estrategia
D que involucraba unicamente digestion mecanica. Probablemente debido a que la estrategia A
involucraba la mitad de tiempo de exposicion con la enzima respecto de las estrategias B y C.

Hay pocos trabajos que analicen la efectividad y el impacto de distintos tipos de extraccion
de ADN, realizando los analisis de biodiversidad por técnicas de secuenciacién masiva a partir
del ADN gendmico obtenido con cada uno de ellos (Gobert et al., 2022; Hall, Cadle-Davidson,
Fang, & Wilcox, 2019; Jara, Mateo, Guillamén, Torija, & Mas, 2008). Sin embargo, de acuerdo
con nuestro conocimiento, en ninguno de éstos se utilizo el kit utilizado en el presente trabajo o
plantean modificaciones ad hoc a partir de los protocolos provistos por los fabricantes, por lo
que los resultados aqui presentados podrian contribuir a la literatura actual. Siendo relevante
realizar a futuro un analisis comparativo de biodiversidad a partir de diferentes modificaciones
del protocolo, para evaluar su impacto en los resultados al final de la secuenciacion masiva de
amplicones, como la sensibilidad de deteccidn en grupos taxondmicos especificos.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo mediante la secuenciacion masiva de la
region V3-V4 del gen 16S rRNA con lllumina (MiSeq), coinciden con los encontrados por otros

autores que identifican, en muestras de mosto y vino, a nivel de filo, al grupo Proteobacterias
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como las mas abundantes, seguidas de Actinobacterias y Firmicutes (Bokulich, Thorngate,
Richardson, & Mills, 2014; del Carmen Portillo & Mas, 2016; Morgan, Du Toit, & Setati, 2017;
Pinto et al.,, 2015; Pinto et al., 2014). También resultan consistentes con los obtenidos
previamente para la bodega Saldungaray en las vendimias 2017 y 2019 (Rivas et al., 2021;
Rivas et al., 2022). Como se mencioné anteriormente, alin con un analisis taxondmico mas
profundo de los resultados obtenidos por NGS del filo Firmicutes, no se logro la deteccion del
orden Lactobacilalles, al que pertenecen las BAL. No obstante, con estrategias de
enriquecimiento y varias rondas de aislamientos se obtuvieron diferentes cepas de BAL, lo cual
nos conduce a suponer que las BAL se encontraban en concentraciones tan bajas que
dificultaron su deteccion por la técnica independiente de cultivo empleada. El hecho de que
<0,1% del genoma total son genes ribosdmicos, dificulta la amplificacion de este marcador a
partir de genomas muy poco abundantes en una muestra (Escobar-Zepeda, Vera-Ponce de
Ledn, & Sanchez-Flores, 2015). Esto a su vez, resulta parcialmente consistente con resultados
para otras vendimias en la bodega Saldungaray, siendo que para la vendimia 2019, tampoco se
logré encontrar ningun miembro del orden Lactobacillales; mientras que para la vendimia 2017
se lograron encontrar, pero con abundancias relativas inferiores al 1% (Rivas et al., 2021; Rivas
et al., 2022), aunque en ninguno de estos trabajos se abordaron estrategias dependientes de
cultivo. Asimismo, ademas de la posible escasez de BAL en la muestra de mosto 2018, la
dificultad de deteccion de las mismas también podria explicarse por la presencia de regiones
de alta/baja calidad en las secuencias, que afectarian la efectividad de discriminacion durante
la clasificacion taxondmica. Estas regiones de mayor o menor calidad podrian deberse a la
eficiencia de la reaccion de PCR y del proceso de amplificacion, debido a disparidades en
secuencia y longitud del farget, contenido de GC, y mismatch con los primers (Takahashi, Kita,
Mizuno, & Goto-Yamamoto, 2017), introduciendo un sesgo de identificacion taxondmica. Para
corroborarlo, algunas estrategias posibles podrian ser: I. Utilizar primers dirigidos a otra regién
hipervariable del gen de 16S rRNA (V1-V9); Il. Utilizar primers dirigidos a otro gen
housekeeping; lll. Cambiar de tecnologia de secuenciacion a una de tercera generacién como
PACBIO que, a pesar de ser mucho mas costosa econdmicamente, admite la secuenciacion de
amplicones mas grandes, pudiendo secuenciar el gen de 16S rRNA completo, lo cual podria
favorecer la deteccion de genomas con escazas abundancias relativas (Escobar-Zepeda et al.,
2015; Fichot & Norman, 2013).

4. Conclusion:

En el presente trabajo se logro aislar, identificar y tipificar 6 cepas diferentes de BAL, entre
las que se encontraron 4 cepas de relevancia enologica (Lpb. plantarum). Sus cinéticas de

crecimiento y resistencia a la presencia de diferentes concentraciones de etanol permitieron
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sugerir su posible resistencia al entorno vino y el proceso fermentativo, siendo candidatos
promisorios a fin de formular iniciadores malolacticos autéctonos que pudieran ser
comercializados a la misma region y, posiblemente, a regiones de caracteristicas similares. Por
otra parte, fue posible realizar la optimizacion del proceso de extraccion de ADN gendmico total
con caracteristicas adecuadas para el estudio por técnicas independientes de cultivo como la
secuenciacion masiva (NGS) por lllumina. Estos analisis permitieron caracterizar la estructura
microbiana de muestras cuya composicion resulta un desafio.

Los resultados obtenidos demuestran la necesidad de abordar el estudio de poblaciones
microbianas con intereses biotecnolégicos de una forma integral, mediante técnicas
dependientes e independientes de cultivo, entendiendo cuales son las virtudes y desventajas
de cada estrategia empleada. El presente trabajo posee un elevado interés regional, y refuerza
la necesidad de continuar estudiando vifiedos y bodegas ubicadas en regiones re-emergentes
de la Argentina, que debido a su historia aportan de manera minoritaria a la produccion de vino
del pais, pero que se encuentran en crecimiento y revisten de gran interés socioeconémico y
cultural. Asimismo, y a pesar del marcado interés regional, no se descarta que dichos resultados

pudieran ser extrapolados a regiones con caracteristicas similares.
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Figura 1: Representacion esquematica de las metodologias dependiente e independiente de
cultivo empleadas a partir de la muestra de mosto 2018 (Bodega Saldungaray). 1. Muestra de
mosto mezcla de los varietales: Malbec, Pinot Noir, Chardonnay y Sauvignon. 2. BAL: Bacterias
del acido lactico.
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Figura 3: Cinéticas de crecimiento y resistencia al etanol (6 y 10%). A. Lpb. Plantarum C8; B.
Lpb. Plantarum C10; C. Lpb. Plantarum C17; D. Lpb. Plantarum C19; E. E. mundtii C12; F. E.
durans C14.
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Figura 4: Puesta a punto de la metodologia para la extraccién de ADN gendmico total a partir
de una muestra de mosto, utilizando el kit FastDNA Spin Kit for Soil (MP Biomedicals).
Electroforesis en gel de agarosa 1%, tefiidos con bromuro de etidio (0,5 mg/mL). A. Lisozima
15'a 37°C, y ciclo de 5' de digestion mecanica; B. Lisozima 30'a 37 °C, y ciclo de 5' de digestién
mecanica; C. 5' de digestion mecanica, e incubacién con lisozima 30'; D. 5' de digestion
mecanica; E. Dos ciclos de 1' 30" de digestion mecanica, con recuperacion de sobrenadante
entre ciclo; F. Dos ciclos de 1' 10" de digestién mecanica, con incubacién de 2' de hielo entre
cada ciclo.
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Figura 5: Analisis de taxonomia a partir de muestra mosto 2018 (bodega Saldungaray). Se
muestra la biodiversidad de la muestra a nivel de filo (A). Se desglosa el filo Firmicutes a nivel
de orden (B).



