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#SISVITIMAD

2020
2021

Financiado por:

©

.objetivo Contribuir a la creacion .duracion
de un cluster vitivinicola

madrilefio para fortalecer
su sistema de |+D+i

25% por la Consejeria de Ciencia,

.presupuesto
314.801 €

Universidades e Innovacién de la

Comunidad de Madrid.

SISVITIMAD pretende
poner en valor las
caracteristicas diferenciales
de los vinos de Madrid

25% por la Unién Europea a través del

Fondo Europeo de Desarrollo Regional

financiacion
157400,50 €

(FEDER 2014-2020).
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#SISVITIMAD

.actividades

ESTINTEC. TRANSTEC.
Diagnostico tecnoloagico 1+D+i Identificacion y solicitud de
proyectos
FORINTEC. REDTEC.
Formacion y difusion de la Participacion en redes y PTS
innovacion
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1 DE DICIEMBRE DE
19 DE NOVIEMBRE DE 2020 | 10.00-11.30H. | WEBINAR GRATUITO

Tipologia,
comercia

PROGRAMAS EUROPEOS DE FINANCIACION DE
LA 1+D+1 PARA EL SECTOR VITIVINICOLA
<DONDE Y COMO PUEDE MI ENTIDAD
PARTICIPAR?

sl ) T2 |

2020 | 10.00 - 12.00 H. | SEMINARIO ONLINE

adaptacion y potencial
| de variedades de uva

de la Comunidad de Madrid

#SISVITIMAD

HSCALIDAD DE LA
INNOVACION EN EL
SECTOR VITIVINICOLA
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16 FEBRERO
16:30 - 18:00 Jrer

Bowidlspos de

Organiza:
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CLAVES PARA LA VENTA DE
VINO ONLINE

22 marzo 2021 11:30 - 13:30 Online
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#SISVITIMAD

CONTENIDOS
v" Comunidades de microorganismos que habitan el

suelo del vifiedo y que forman parte de los

procesos fermentativos en bodega.

MICROBIOTA
EN EL VINEDO
Y LA BODEGA

Entendiendo su complejidad

v' Repaso del conocimiento cientifico actual sobre la

dimension biogeogréafica de la microbiota en los

vinedos, el impacto esperado del cambio

para un manejo

climatico en ella, asi como las posibilidades de

sostenible

intervencion para el control de las comunidades
microbianas en los suelos de los vifiedos.

v' Impacto del manejo en el vifiedo sobre la
microbiota fermentativa del mosto de uva, y sobre
las distintas posibilidades de explotacion de las
levaduras autoctonas en su papel determinante

sobre las propiedades sensoriales de los vinos
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"MICROBIOTA
EN EL VINEDO
Y LA BODEGA

Entendiendo su complejidad
para un manejo
sostenible

Ignacio Belda
Dpto. Genetica, Fisiologia y Microbiologia
Universidad Complutense de Madrid

Contacto:
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Agenda

1. Ecologia microbianas en vifiedos
- Patrones globales en la estructura de la microbiota en suelos de vifiedos

2. Microbiota fermentativa
- Conexion con el vinedo, diversidad en levaduras y estrategias de fermentacion




Microbiologia del vino

Vifnedo

v |

Depdsitos y Botella

Sueloy

Hojas
Rizosfera barricas

La microbiota es el hilo conductor en el proceso de elaboracion de un vino

Es determinante en la salud del vifiedo y el desarrollo de la fermentacion... e incluso (la microbiota
humana) interviene en la percepcion sensorial del vino y su efecto en la salud de los consumidores



Diversidad microbiana en vitivinicultura

s
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Enfermedades \cl)igecaimientos e Noespecies  CTUPO zﬂgfggnales N Ne géneros Microorganismos en uvas ~ Biomasa / spp
Enfermedad de Pie Negro 13 Bacterias fijadoras de N 6 Levaduras 10°-10°/90 spp
Decaimiento por Botryosphaeria 18 gg('/ﬂ?zsa% 52?32%5 18 Bacterias V=0V ED s
Yesca / enfermedad de Petri 40 PGPBs 150

Enfermedad de Pierce (Xylella) 1 Hongos micorricicos 10

Eutipiosis 11

Podredumbre por Armillaria

Mildiu y Oidio 2

Podredumbres de la uva
(Aspergillus, Botrytis)

Torulaspora Saccharomyces spp.
Saccharomyces spp. S. cerevisiae

Agentes de Biocontrol;
Bacterias-Levaduras

Podredumbres de la uva;
Enfermedades de la madera

Determinantes de la calidad del vino

PGPBs; BFN; MMP; HM

Podredumbres de las raices;
Enfermedades de la madera




Hay, aprox. 108 células microbianas por gramo de sueloy

En vifiedo:
i) Mas de 100 especies potencialmente patégenas

(biodiversidad funcional)

RGO LR ERINEN I EW eI aNnicrobiologica en vitivinicultura

Microbioma Objetivos
(comunidades complejas e interconectadas)
Entender la dimension biogeogréafica de la microbiota en los

Practicas de manejo ViﬁedOS

Composicion de la uva

Entender el impacto de las practicas de manejo en la
estructura y funcionamiento de la microbiota del suelo

Ferm. espontaneas
vs. inoculadas

Entender el papel de las préacticas vitivinicolas en la
microbiota fermentativa de la uva

Clima

Condiciones
fermentativas

Entender el potencial y las limitaciones de la seleccion de
cepas no-convencionales de levadura en vinificacion

Suelo

Scanning Electron Microscopy — hollejo uva

mL de vino en fermentacion

de 150 géneros facilitando servicios ecosistémicos

Analisis microbiologicos por

secuenciacion masiva de ADN



Estrategias de estudio de comunidades microbianas

Meétodos dependientes de cultivo Meétodos independientes de

cultivo

Cultivo en placa

DGGE

RFLP

Secuenciacién masiva de ADN
- metagendmica
- meta-taxonémica

FIARFAAEREP

Bl i

v Aislamiento, mantenimiento y

caracterizacion de cepas L .
v Observacion “completa” de la

v’ Pérdida de informacion biodiversidad

(microorganismos no cultivables) e .,
v" Dificil interpretacion

v"Imposibilidad de estudios adicionales
sobre las especies detectadas



Tecnologia de secuenciacion de ADN para estudios microbiologicos

Extraccion
de ADN

Perfil taxondmico
(metataxonomia)

Patrones de diversidad
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PC2 - 11.2% of Variation
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Gran poder comparativo
Limitado poder descriptivo

Perfil funcional
(metagenomica)



Distribucion de la microbiota en el vinedo

Partes
aéreas

50%

25%

Soil Root Zone Root [Flowers Grapes Leaves
L ] L ]

Below Ground

Above Ground

Other
M Nitrospirae
Firmicutes
1 Chloroflexi
W Gemmatimonadetes
W Actinobacteria
W Planctomycetes
W Verrucomicrobia
W Bacteroidetes
® Acidobacteria
W Proteobacteria

Bajo
tierra

0.2

suelo e eﬁ&@n\d

Grapes

Flowers

565

15759

Bulk Soil

]e la microbiot

Leaves

Root Zone  —

Importancia de parametros edaficos en la composicién de

la microbiota de los suelos

Mantel test or P
pH 0611 0.001
CN 0.442 0.001
Carbon 0.158 0.001
Soil Temp 0.155 0.001
Moisture 0.125 0.005
Nitrogen 0.104 0.031

Zarraonaindia et al., 2016 (mBio)



Mapa microbiolégico global de los viiiedos

Muestreo

250 muestras suelo
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Patrones geograficos en la microbiota de los suelos

Perfil taxondmico

Bacterias

Australia

Gobbi et al., (under review)

United States of America
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Patrones geograficos en la microbiota de los suelos
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Patrones geograficos en la microbiota de los suelos

10 Celsius

20 Celsius gz s
1
\Y 4
Nae?
43

20 Celsius

10 Celsius

Gobbi et al., (under review)

Bacterias

Australia

North America

Es posible predecir el origen de una muestra de suelo
atendiendo a su composicién microbiana
(efecto: biogeografia>clima)

Australia

. South America

North America
Europe



Can2 (21.1%)

Efecto de las practicas de manejo en la microbiota del vifiedo

Cobertura herbacea Frecuencia de arado Sistema de manejo
(a) T - - ) - (C) biodynamic )
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legumes PR - UiRecs & -
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Can1 (43.9%) Can1(68.8%) Can1 (56.6%)
Burns et al., 2016

El tipo de manejo y enmiendas aplicadas en el vifiedo modifican la microbiota de los suelos




Impacto de las practicas viticolas en
la microbiota del suelo

nMDS2

Shannon index (H’)

0.21

0.0 1

o))

N

e
Spain  USA

o
[+

Betadispersion
o
(s3]

0.4

.
Spain USA

____________________________________________________

Las comunidades fungicas de
suelos presentan niveles de diversidad
comparables entre paises; a pesar de
los distintos patrones composicionales
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Ortiz-Alvarez et al., 2021 (mSystems)



Relacion teorica entre biodiversidad y sostenibilidad

Una mayor biodiversidad tiende a promover una mejor sostenibilidad del ecosistema, a
través de una mayor resistencia y resiliencia de las comunidades. Cleland et al., 2011.

Nature
Debate “diversidad-estabilidad” de los ecosistemas
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redundancy no relationship

Plant Performance
Plant Performance

Microbiome Diversity Microbiome Diversity

—_—
0
~—
—
Q.
—

alternative stable states keystone species

Y

Plant Performance
Plant Performance

Microbiome Diversity Microbiome Diversity

van der Heijden et al., 2016 (Plos Biology)



Relacion teorica entre biodiversidad y sostenibilidad

Cleland et al., 2011.
Nature
Debate “diversidad-estabilidad” de los ecosistemas

= Una mayor diversidad favorece el
establecimiento de interacciones @cs  Ecosistema modelo
interespecificas, e incrementa la
estabilidad de las comunidades. — Jk:

= Una mayor diversidad de especies

en el ecosisttma mejora su -
productividad y el desarrollo de los -e
procesos bioldgicos. <
= Con varias especies ocupando el .
Patdgeno

mismo nicho ecoldgico, la respuesta
a factores de estrés externo, es mas
estable.



Entendiendo la estructura de comunidades microbianas

Descripcion basica de la comunidad
(diversidad y abundancia de especies)

Muestra 1

Muestra 2

Metacomunidad

Probabilidad de co-
ocurrencia

(Veech, 2013)

Muestra 3

Muestra 4

Muestra n

v

Riqueza de especies
Abundancia de especies
indices de diversidad

Patrones biogeograficos
Afinidad ambiental
Especies clave

(red de co-ocurrencias / co-exclusiones)

Descripcion de la estructura de la comunidad
(funcionamiento del ecosistema)

____________________________________

Propiedades de la red

Filtro de los patrones
globales por composicién
local

Coeficiente de agrupamiento
Modularidad

Proporcién de co-exclusiones

ey

Estrategias ecoldgicas
Estabilidad de la comunidad
Definicion de nichos ecoldgicos

Ortiz-Alvarez et al., 2021 (mSystems)



Ecologia de comunidades y teoria de redes para la comprension del microbioma

Modularidad

0.6 0.7
Coef. agrupamiento

M

NS

0.9

enor impacto de

perturbaciones
externas

El tipo de manejo es el principal elemento que determina la
estructura de las comunidades microbianas en el suelo |

Coef. agrupamiento Bajo

Alto

Variable Modularidad Co. agrupamiento  Prop. coexdusiones
Mangoconvencional ~ -1.650+0.114***  -0.737 +0.072*** -5.110 + 0.128***
Manejo ecolégico -1.691+£0.113***  -0.738 + 0.072*** -5.173 £ 0.130***
Manejo biodinamico -2.410 £ 0.149***  -0.514 + 0.074*** -6.073 £ 0.258***
Humedad -0.126 £0.028***  0.048 + 0.014*** -0.182 + 0.055***
Temperatura -0.086 + 0.032** 0.082 + 0.014*** -0.105 + 0.056-

Baja

Modularidad

Nivel de interaccién entre nichos o especies

Ortiz-Alvarez et al., 2021 (mSystems)

Nivel de organizacién (interacciones no aleatorias)



Las practicas de manejo determinan la estructura de comunidades microbianas del suelo

* * n.s
nsnsx ns % %k nsnss% ns ok %k 004 15nsk  ns % %
044 . 094 " 4 Lg ' . :
5 c | o Tipo de manejo
_g 2L 0.84 © 0.03 del vifed
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S < >
48] ‘ o 0.7+ S . | .
S . 1 S ‘ i £ 0024 -, —— Convencional
S 0.24 ‘ . £ 064 . v H i
s ‘ "N = — = 3 | . ~ Ecolégico
0.14 | R :wqo—,'05- | L| C5_0.01-L | .
— . — l - - 7 -
O 0.4+ | | o | T T = Biodinamico
0.0+ - : P 0 0.00 !
Spain  USA Spain  USA Spain Usa
CONVENTIONAL ORGANIC BIODYNAMIC

El grado de intensificacion en el
manejo determina la estructura y
funcionamiento de las comunidades
microbianas  (fangicas);  desde
comunidades con un alto grado de
especializacion de nicho vy
competicion, hasta comunidades
que favorecen un alto grado
Interaccion entre sus miembros

Sample Us60

_____________________________________________________________________________________________

NICHE SPECIALIZATION (Modularity)

SMALL-WORLD PROPERTIES (Clustering coefficient]

COMPETITION (Co-ex. proportion) Ortiz-Alvarez et al., 2021 (mSystems)




Microbiota fermentativa en el vinedo

Vineyard

Winery )

m Y
" Scerevisiae v \O.oeni YA

Phyllosphere

Epiphyteg

Endophytes

Aboveground
Belowground

Fertilisers /

Bacteria

Nutrients

Liu et al., 2019 (Front. Microbiology)

Distribucion de hongos y levaduras por habitats en el vifiedo

0,5%

Ecosistemas
circundantes

s i)

Vifiedos

Morrison-Whittle et al., 2018
(Environmental Microbiology)

‘v v

Pleosporales Q Torulaspora F.requency In,
vineyard habitats:
E Basidiomycota Q
Columnosphaeria Q Saccharomyces Q Bark
‘ Cladosporium ~ . Fruit
Trichocomaceae ‘ Hanseniaspora Soil
. Q Davidiella ‘ . Not found

Botryotinia Wickerhamomyces

2,1%
S. cerevisiae en el vifiedo

B 1.5
£ 40
g
[
k=]
c
2
[}
2
) '
| .

00| omskmm -

Soil Root Sap Grape Must

Liu et al., 2020 (mSphere)



% Macroclimate
Sloar radiation

Temperature
Precipitation

Altitude

Mesoclimate
Vintage

Aspect

Diurnal Change

Slope

' uv

+ Solar

' Humidity

' Temperature

Canopy
management

Liuetal., 2019
(Front. Microbiology)
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Impacto de la microbiota del viiiedo en el vino
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¢ Existe correlacion entre la microbiota de la uva y el perfil volatil de los vinos?

PC2 (18.2%)
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Metabolites
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Observed Abundance

Cladosporium —
Bacillaceae

Saccharomyces cerevisiae I

Comamonas
Novosphingobium I
Hymenobacter Il
Bacillus
Xanthomonadaceae Il
Exiguobacterium 1l
Aureobasidium pullulans 1R
Wick. anomalus 1l
Legionellales 1M
Rhodotorula nothofagi Il
Bacillaceae;Other Il
Curtobacterium Il
Pseudomonas W
0 20 40

MDA

Dentro de los limites varietales, es posible predecir la
abundancia de ciertos compuestos aromaticos a partir de la

microbiota del mosto

|

Pseudo R2=0.80 o
MW = 114.0702
CgH 100, acid, o
ester, or lactone

Predicted Abundance

@

Observed Abundance

Hanseniaspora uvarum

Pichia guilliermondii —
Methiylobacterium EE—
Bifidobacterium

Acremonium I
Penicillium NG
Comamonadaceae IR
Leuconostoc .
Lactobacillus N
Luteibacter NN
Gluconobacter I
Enterococcus NN

Aureobasidium pullulans

Stenotrophomonas IR
Leuconostocaceae IR
Lactococcus NN

0 10 20 3C
MDA

Bokulich et al., 2016 (mBio)




Papel de las levaduras en las propiedades sensoriales de los vinos

>

Produccidon de etanol y otros
compuestos (aromaticos)
fermentativos

Liberacién de precursores
aromaticos y de color
(enzimas hidroliticas)

Mejora de la intensidad
sensorial

Potencial uso de levauras
no-Saccharomyces

3-mercaptohexanol-L-cisteina 3-mercaptohexanol  Acido pinivico Amonio
(Cys-3MH) (3MH) o

- No-Saccharomyces
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Potencial enzimatico de levaduras no-Saccharomyces

Especies no-Saccharomyces de
relevancia
Torulaspora delbrueckii
Lachancea thermotolerans
Metschnikowia pulcherrima
Pichia kluyveri

Propiedades sensoriales Propiedades tecnologicas




Selecciodn levaduras de interés enologico
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Diversidad taxonomica y funcional en la coleccion de levaduras

Belda et al., 2016 (Front. Microbiol)
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Diversidad taxonomica y funcional en la coleccion de levaduras
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Seleccion dirigida de levaduras

Saccharomyces cerevisiae (n=11)
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Seleccion dirigida de levaduras
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Seleccion dirigida de levaduras

100

—
——

80

60

40

Relative B-lyase activity (%)

Ensayos en de fermentacion (Secuencial y

2= | . .. ..
. 5 Y 5 5 i mixta) con T. delbrueckii+S. cerevisiae
LR o S S S g U
CEFEFLLE TP FE
¢ ot W N =, R Q & s SRR
i{\b & \\\}\ & & & & o9 év \\‘\‘\ \°\\\ \-\& "i‘\
P P R P g g
&~ A WO AW ¢ & o S
.\\0 e N ?\. (\\‘o\ \\\"\ \\"\\M \\c\\i \\\\\ & $ & $\"\\ \g‘{\
XY AR . '8
N
3SH W 3SHA  4MSP
280 1000 c 100
d bc c
240 900 be c l LN
c 800 c 80
ac
~ 200 700 be l w02
< = c (7]
g < 600 ac 60 O
= 160 2 >
S g s0 @
g 2 >
T 120 400 0 5
3 @
© 300 320 2
3 b
& I ab 200 20
ab
a :[ 100 10
40 I 1 =
b b ab 0 nd ! 0
a C al
Sc Sc Sc Sc
. -
scD ScR TD...ScD TD...ScR D R D R

=3 Alcoholes superiores =Y Esteres ® Y Acidos grasos

Belda et al., 2017 (1JFM)

+ T. delbrueckii



Analisis sensorial

Fermentaciones con Sc Diana
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Estrategias para el manejo de la microbiota en fermentacion

Riesgo de desviacion

Complejidad sensorial

Retos asociados al cambio climatico y las nuevas tendencias en elaboracion
- emergencia de nuevos alterantes de la uva asociados al cambio climatico
- manejo de la acidez de los vinos (impacto sensorial, pero también microbiologico)
- estabilidad microbioldgica en vinos desalcoholizados
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