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El grupo MicroWine comenzé hace mas de 5 afios con el estudio de las interacciones entre
levaduras durante la fermentacion vinica. La principal hipdtesis de la propuesta actual es que
las vesiculas extracelulares (VEs) juegan un papel en la comunicacion entre las diferentes
especies microbianas.

Los objetivos particulares de la propuesta son: ampliar nuestro conocimiento sobre las
interacciones mediadas por VEs entre especies de interés enoldgico; estudiar la implicacion de
VEs en las comunicaciones bacteria-levadura; estudiar el impacto de las VEs en la interaccidn
entre B. bruxellensis y levaduras de biocontrol; analizar la evolucién temporal de la respuesta
transcriptomica a VEs; evaluar el impacto de las VEs en una interaccidén continuada entre
cultivos iniciadores; y estudiar el impacto de interacciones a largo plazo sobre la respuesta a
VEs.

La participacidn en este proyecto requerira del uso de técnicas de microbiologia clasica,
utilizacion de biorreactores, fraccionamiento de muestras bioldgicas (ultracentrifugacion,

ultrafiltracién, cromatografia), técnicas analiticas instrumentales (HPLC y GCMS), extraccién de

RNA, y analisis transcriptomico.

El grupo ofrece un entorno formativo completo, con la participacién en reuniones cientificas a
todos los niveles (grupo, centro, congresos nacionales e internacionales). La participacién en
diversas redes internacionales proporciona oportunidades adicionales para el aprendizaje a
través del intercambio de personal investigador.
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Linea de trabajo en la que se centra la propuesta.

Estudio de las interacciones entre microorganismos durante la fermentacién alcohdlica

El trabajo realizado en la linea de reduccién de grado alcohdlico con levaduras no-
Saccharomyces nos condujo a interesarnos por las interacciones que tienen lugar entre
distintas especies de levadura durante la fermentacion alcohélica. Y nos centramos en las
respuestas a la deteccidon de competidores. Para ello, comenzamos estudiando la respuesta
transcriptdomica de una especie de levadura a la presencia de otra u otras especies tras un
tiempo corto de contacto, para evitar que la respuesta fuese debida a la deplecién de
nutrientes o a la produccién de metabolitos tdxicos. Hemos sido pioneros en este tipo de
estudio, y el nUmero de citas de la primera publicacién avala el interés y la novedad del
estudio. Mostramos que S. cerevisiae responde a la presencia de otras levaduras activando la



captacién de azucares, la glucolisis, y la fermentaciéon de manera general a todas las especies
ensayadas, mientras que también mostraba respuestas que eran especificas para cada una de
las otras especies. También mostramos que los cambios transcripcionales de T. delbrueckii en
respuesta a la presencia de S. cerevisiae consisten en un incremento del catabolismo del
carbono, pero que no se activa tan tempranamente como en S. cerevisiae, lo que justificaria
que sea esta Ultima la que se impone en dicho cultivo.

En el siguiente proyecto de esta linea de trabajo nos hemos interesado en el papel de las
vesiculas extracelulares como vehiculos de comunicacidn celular durante la fermentacion
alcohdlica. Hemos demostrado la produccion de vesiculas extracelulares en un mosto sintético
por parte de las levaduras, y hemos realizado un analisis de su composicidn proteica.
Basandonos en los resultados de los estudios de interacciones, seleccionamos la especie M.
pulcherrima, para estudiar el efecto de las vesiculas extracelulares de esta especie sobre S.
cerevisiae. Muy recientemente hemos mostrado que la respuesta de S. cerevisiae a una
fraccion enriquecida en vesiculas extracelulares de M. pulcherrima es extraordinariamente
parecida a la respuesta a la presencia de células de esta misma especie. Este resultado apoya
la hipdtesis de que las vesiculas extracelulares sirven de vehiculo de comunicacién, y abre un
abanico de posibilidades para continuar profundizando en este tema. En el proyecto que
respalda este contrato de formacidn trataremos de profundizar en el conocimiento de las
interacciones entre levaduras, y en el papel de las vesiculas extracelulares en dichas
interacciones (ver la descripciéon de la propuesta).
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Resumen del proyecto financiado:
Mecanismos de comunicacidn entre cultivos iniciadores de fermentacién (FERMENTALK)

Los alimentos fermentados son parte fundamental de la dieta humana en todas las culturas, y
su popularidad estd creciendo a medida que se conocen nuevos datos sobre su impacto
positivo en nuestra salud. Incluso cuando se usan cultivos iniciadores, muchos de estos
alimentos no son producidos por la accién de un Unico microorganismo, sino por la accién de
consorcios microbianos. El vino es un buen ejemplo ya que se puede producir mediante
fermentacién espontdnea, el uso de un Unico cultivo iniciador (que actia en combinacidn con
la microbiota naturalmente presente en el mosto), o incluso mediante el uso de multiples
cultivos iniciadores. Para los objetivos del proyecto, ademas de servir como modelo, el vino
presenta el interés de su gran impacto econémico para Europa y especialmente positivo para
nuestro pais (donde el sector es responsable de mas de 400000 equivalentes a empleo a
tiempo completo).

Con el fin de contribuir a mejorar el control de los procesos fermentativos multiespecificos, en
este proyecto pretendemos profundizar en nuestro conocimiento sobre los mecanismos de
comunicacion entre los microorganismos durante la produccion de alimentos fermentados.
Desde el punto de vista préctico, y concretamente para el sector enolégico, identificamos al
menos cuatro situaciones en las que este conocimiento podria ser de interés, el uso de
levaduras no-Saccharomyces para diversificar sensorialmente los vinos, las estrategias de
reduccion del grado alcohdlico basadas en levaduras alternativas a Saccharomyces cerevisiae,
el uso de levaduras como agentes de biocontrol frente a microorganismos alterantes, y la co-
inoculacién de bacterias y levaduras para el desarrollo simultdneo de la fermentacién
alcohdlica y la malolactica.

La principal hipdtesis cientifica de la propuesta es que las vesiculas extracelulares (VEs) juegan
un papel en la comunicacién entre las diferentes especies microbianas, durante la
fermentacién de alimentos en general y en cada uno de estos contextos en particular. De



acuerdo con esto, los objetivos particulares de la propuesta estan encaminados a: ampliar
nuestro conocimiento sobre las interacciones mediadas por VEs entre diferentes especies de
interés enolégico; estudiar la implicacién de VEs en las comunicaciones bacteria-levadura;
estudiar el impacto de las VEs en la interaccion entre Brettanomyces bruxellensis y levaduras
de biocontrol; analizar la evolucion temporal de la respuesta transcriptémica de S. cerevisiae
tras una exposicién puntual a VEs; evaluar el impacto de las VEs en una interaccién continuada
entre cultivos iniciadores; y estudiar el impacto de interacciones a largo plazo sobre la
respuesta a VEs.

Respecto a la generacion de conocimiento y su impacto cientifico, el grupo que presenta esta
propuesta esta siendo pionero en la demostracion de los efectos de las VEs en un contexto
biotecnoldgico y esperamos seguir ampliando la repercusién de nuestros resultados a través
de este segundo proyecto en esta linea. Desde el punto de vista practico, esperamos que la
mejora del conocimiento de las interacciones entre microorganismos durante la fermentacién
enoldgica (o de otros alimentos) sirva, a medio o largo plazo, para disefar nuevos cultivos
iniciadores mixtos, y constituya un conocimiento de base para el manejo de estos procesos,
tanto a escala artesanal como industrial.



