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Hongos aislados asociados a las enfermedades de la madera con los que trabaja el ICVV. Rafael Lafuente

Laimportancia
de lo que no se ve

ELICVV retine en un banco tnico las colecciones fragmentadas
de microorganismos y mesofauna imprescindibles para preservar
la biodiversidad e identidad del Rioja

Agrupa mas de 200 géneros bioldgicos diferentes de levaduras,
bacterias, hongos y nematodos
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Los microorganismos -como bacterias,
levaduras y hongos-y la mesofauna del
suelo -incluidos nematodos y microar-
tropodos- desempefan funciones cla-
ve en la agricultura y la alimentacion, ya
que ayudan a que las plantas absorban
mejor los nutrientes, las protegen frente
a enfermedades y favorecen la calidad y
sostenibilidad de los suelos.

En el mundo del vino, su papel resulta
aun mas especial: son indispensables en
la transformacion del mosto de uva en vi-
no, influyendo directamente en el sabor,
el aroma, el caractery, en definitiva, en la
calidad del producto final. Por ello, en el
sector vitivinicola, conservar colecciones
de microorganismos y mesoorganismaos
locales constituye una estrategia de gran
valor. Estas colecciones permiten preser-
var la biodiversidad propia de cada re-
gion, un recurso fundamental para afron-
tar desafios como el cambio climatico, la
transicion hacia una viticultura mas sos-
tenible o la creciente demanda de vinos
con menor graduacion alcoholica y mayor
diferenciacion del terroir.

El acceso a estos organismos abre la
puerta a nuevas formas de produccion,
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mas respetuosas con el entorno y mejor
adaptadas a las preferencias de los con-
sumidores. Su obtencion se realiza prin-
cipalmente de vinedos, bodegas y suelos,
mediante técnicas de aislamiento y culti-
VO in vivo que permiten disponer de cepas
0 poblaciones puras para su conservacion
y aprovechamiento. Una vez identifica-
dos, se conservan en condiciones contro-
ladas —como congelacion o liofilizacion-
para garantizar su viabilidad a largo plazo.

Coleccion centralizada
Varios de los grupos de investigacion que
integran el Instituto de Ciencias de la Vid
y del Vino (ICVV) han generado, a lo largo
de los anos -en muchos casos incluso an-
tes de la creacion del Instituto-, coleccio-
nes de organismos de distinta naturaleza
(bacterias, hongos, levaduras y nemato-
dos), todos ellos de gran interés para sus
lineas de investigacion.

Este esfuerzo ha dado lugar a una co-
leccion muy interesante, pero hasta aho-
ra fragmentada. Gracias a los fondos del
programa Agroalnext (European Union
NextGenerationEU, PRTR-C17.11), ha sido
posible consolidar estas colecciones en

una coleccion centralizada del ICVV, que
integra diferentes tipos de organismos.

La puesta en marcha de esta coleccion
responde a varios objetivos. El mas inme-
diato es facilitar el acceso a la informacion y
al material bioldgico para todos los grupos
del Instituto, tanto aquellos que trabajan
habitualmente con estos organismos como
los que se dedican a otras especialidades y
puedan aprovechar estos recursos de ma-
nera complementaria. Otro objetivo fun-
damental es garantizar su conservacion a
largo plazo. La estructura de los grupos de
investigacion es dinamica y, en ocasiones,
esta circunstancia puede suponer un riesgo
para la continuidad en el mantenimiento de
determinadas colecciones.

La unificacion de esta coleccion,
que ademas contara con varias copias
de respaldo, contribuira a resolver los
problemas asociados con la fragmen-
tacion y la falta de continuidad en su
mantenimiento. Por otro lado, muchos
de los estudios que actualmente se lle-
van a cabo en el ICVV se centran en las
interacciones entre especies de distinta
naturaleza: planta-nematodo, nemato-
do-bacteria, nematodo-bacteria-insec-
to, bacteria-insecto, levadura-insecto,
levadura-bacteria, levadura-hongo fila-
mentoso, levadura-levadura, planta-le-
vadura, entre otras. Para abordar este
tipo de investigaciones resulta esencial
contar con una coleccién amplia 'y diver-
sa de organismos, que permita disponer
de los modelos biologicos adecuados en
su caso. Ademas, esta diversidad abre la
puerta a la construccion de comunidades
“quiméricas” en el laboratorio; es decir,
construcciones de comunidades que in-
tegren multiples cepas y especies para
fines concretos de investigacion. Estas
comunidades son herramientas muy va-
liosas para obtener resultados mas rea-
listas, pero en condiciones controladas
y reproducibles, lo que favorece tanto la
investigacion basica como el desarrollo
de aplicaciones practicas.

Colecciones del ICVV

La coleccidn de organismos del ICVV se
nutre de las colecciones desarrolladas a
lo largo de los anos por varios grupos de
investigacion. La mayor parte de los or-
ganismos que Se conservan son microor-
ganismos -bacterias, hongos y levadu-
ras- aislados dentro de los proyectos de
investigacion de estos grupos del Instituto.
Sin embargo, también se mantienen orga-
nismos cedidos por otras instituciones para
fines de investigacion, cuyo uso esta res-
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Figura 1. Géneros representados en la coleccion del ICVV por al menos 100 cepas
diferentes. Para los dos mas abundantes se indica el niimero concreto de cepas. El
codigo de color indica si son levaduras o bacterias (ninguno de los géneros de ne-

matodos u hongos filamentosos esta representado por mas de 100 cepas). En el caso
de Lactobacillus se ha conservado la nomenclatura original del aislamiento, aunque
actualmente muchas de esas cepas pertenecen al género Lactiplantibacillus.
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Figura 2. Vista en detalle de colonias de levaduras Metschnikowia pulcherrima
(puntos rojos) y Saccharomyces cerevisiae (punto negro) cultivadas en una placa de
medio YPD. Se pueden apreciar las diferencias de tamaiio, relieve, colory contorno
de a colonia entre las dos especies.
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tringido por los acuerdos de cesion corres-
pondientes. Ademas, la coleccion cuenta
con numerosas cepas que son fruto de la
modificacion y mejora en el laboratorio,
tanto por técnicas de ingenieria genética
(que se usan en condiciones confinadas,
de acuerdo con la legislacion, y para expe-
rimentos muy concretos), como por otras
técnicas como la evolucion experimental
o la mutagénesis al azar. Para el desarro-
llo de técnicas de ingenieria genética se
cuenta con vectores recombinantes pro-
pagados en cepas bacterianas. En con-
junto, la coleccion alberga mas de 11.000
cepas, que representan cerca de 200 geé-
neros bioldgicos diferentes. Los géneros
con mayor representacion en la coleccion
se muestranen lafigura 1.

Cinco grupos del ICVV han contribuido
al establecimiento de la coleccion y parti-
ciparan en su crecimiento, mantenimiento
y explotacion: MicroWine, Gesvin, Biovitis,
IN-vid, y UR-Biotec. A continuacion, se
describe la naturaleza de la coleccion que
aporta cada grupo, los proyectos de inves-
tigacion en los que se usan dichos recursos
bioldgicos, qué repercusion han tenido o
pueden tener en el sector vitivinicola y con
que horizonte futuro se esta trabajando.

Grupo MicroWine
El grupo de investigacion MicroWine tra-
baja con levaduras de interés enoldgi-
co y hadesarrollado a lo largo de los anos
una coleccion diversa de cepas que inclu-
ye tanto aislados propios como cepas ce-
didas por otros grupos, entre ellas algu-
nas desde los anos 50 provenientes del
Instituto de Fermentaciones Industriales
(IFI-CSIC). Esta coleccion se ha enrigue-
cido mediante aislamientos realizados en
uvas, mostos y fermentaciones tempra-
nas, principalmente en vinedos y bode-
gas de La Rioja. La estrategia del grupo se
centra en explorar la biodiversidad micro-
biana en contextos enoldgicos, con espe-
cial interés en fermentaciones mixtas que
involucren multiples especies de levadu-
ra. Cada vendimia representa una oportu-
nidad para incorporar nuevos aislados, ya
sea como parte de proyectos colaborati-
VOS CON empresas 0 como iniciativa propia
para cubrir vacios taxonomicos en la co-
leccion. Ademas, se generan nuevas ce-
pas mediante técnicas de mejora genéti-
ca, como mutageénesis, evolucion dirigida,
hibridacion e ingenieria genética, adapta-
das a los objetivos de cada proyecto.
Actualmente, mas de 300 aislados
han sido identificados molecularmente a
nivel de especie mediante secuenciacion



Figura 3. Bacterias y levaduras aisladas por el grupo Gesvin. A. Cultivo de diferentes especies de levadura aisladas en los trabajos
del grupo Gesvin. B. Formato comercial de la bacteria lactica de la especie Oenococcus oeni comercializada por la empresa
Lallemand como Lalvin SILKA. C. Formato comercial de la levadura de la especie Saccharomyces cerevisiae comercializada por la

empresa Lallemand como Uvaferm VRB.

parcial del rDNA 26S. Para diferenciar
cepas de Saccharomyces cerevisiae, se
emplean técnicas como PCR de elemen-
tos inter-delta y analisis de restriccion de
ADN mitocondrial. Aungue existen multi-
ples cepas de una misma especie, se pro-
cura evitar redundancias, seleccionando
cepas unicas por origen y caracteristicas.

En cuanto a la transferencia al sector
productivo, el grupo ha logrado comer-
cializar cepas obtenidas por mutagéne-
sis en colaboracion con una empresa del
sector. Estas cepas se utilizan para enri-
quecer el contenido en manoproteinas de
los vinos. También se ha mejorado para
otra empresa la resistencia al etanol de
cepas que mostraban caracteristicas in-
teresantes, pero tenian problemas en al-
gunos finales de fermentacion. Asimismo,
se han desarrollado y protegido por pa-
tentes sistemas de fermentacion con me-
nor rendimiento alcoholico y cepas de las
levaduras S. cerevisiae y Metschnikowia
pulcherrima adecuadas para ese propo-
sito (figura 2). Por ultimo, a pesar del auge
de las técnicas gendmicas como la me-
tagendmica o la metatranscriptomica, el
grupo defiende la vigencia y relevancia
de las colecciones vivas de microorga-
nismos. Estas colecciones son esencia-
les para estudiar la fisiologia microbiana,
validar resultados -omicos y desarrollar
aplicaciones biotecnologicas, ya que per-
miten cultivar y experimentar directa-
mente con los microorganismos.

Grupo Gesvin
Desde hace mas de tres décadas, el grupo
Gesvin ha reunido una valiosa coleccion de
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microorganismos -levaduras y bacte-
rias- procedentes de la Denominacion de
Origen Calificada Rioja, asociados a todos
los procesos implicados en la elaboracion
del vino. Esta coleccion comenzo con el
aislamiento de levaduras autoctonas pa-
ra mejorar la fermentacion de los vinos
blancos, y con el tiempo se ha ampliado
a tintos, levaduras no convencionales y
bacterias lacticas responsables de la fer-
mentacion malolactica (figura 3A). Asi, el
banco del grupo consta de 1.143 bacterias
y 2.846 levaduras, identificadas mas del
90% por una o varias técnicas molecu-
lares. La coleccion continlia aumentando
cada ano gracias a los trabajos que se de-
sarrollan mediante proyectos de inves-
tigacion y también en colaboracion con
bodegas. Estas cepas se obtienen direc-
tamente de uvas, fermentaciones y vinos,
y se conservan mediante técnicas especi-
ficas que permiten mantener su viabilidad
a largo plazo. Cada ano, solo especies o
cepas concretas pasan a incrementar la
coleccidn, ya que en los trabajos que se
llevan a cabo se evalian mas de 1.000 co-
lonias por campana.

El grupo ha transferido tres cepas a la
industria: dos levaduras de la especie S.
cerevisiae y una bacteria de la especie O.
oeni (figura 3By 3C). Una de las levaduras
(Uvaferm VRB) lleva en explotacion desde
1997 y ha generado importantes ingre-
sos en forma de royalties a la Comunidad
Autonoma de La Rioja y al grupo de inves-
tigacion. La bacteria (Lalvin SILKA) lleva
siendo explotada industrialmente desde
2018 y sus ventas a nivel internacional se
incrementan cada afio. Ademas, hemos

seleccionado unindculo mixto de levadu-
ras no-Saccharomyces, que esta en dis-
posicion para ser transferido y comercia-
lizado. Todas ellas han sido aisladas de la
naturaleza y se han diferenciado genética-
mente de aislados comerciales.

Ademas, se trabaja en nuevos proyec-
tos con empresas interesadas en seleccio-
nar cepas propias que les ayuden a adap-
tarse a los efectos del cambio climaticoy a
las nuevas demandas del mercado, como
vinos con menor graduacion alcoholica.

Mantener esta coleccion no solo per-
mite conservar la biodiversidad microbia-
na de la region, sino que también abre la
puerta a futuras aplicaciones, incluso con
tecnologias que auin estan por desarrollar-
se. En un contexto de transformacion del
sector, estas cepas representan una he-
rramienta estratégica para avanzar hacia
una viticultura mas sostenible, innovadora
y conectada con el territorio.

Grupo Biovitis

Desde 2016, el grupo Biovitis ha creado
una coleccion de hongos asociados a
las enfermedades de la madera de la
vid, uno de los problemas mas comple-
josy persistentes enviticultura. Esta co-
leccion, que ya cuenta con unos 2.700
aislados identificados molecularmente,
se ha convertido en una herramien-
ta clave para estudiar la diversidad de
especies fungicas presentes en vinedos
afectados, principalmente en La Rioja y
otras zonas vitivinicolas de Espana. Los
hongos se aislan en medios de cultivo
a partir de plantas con sintomas, y se
incorporan regularmente a la coleccion
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-entre 10 y 20 nuevos aislados al mes-
segun la época del afio y los proyectos
en curso.

Aunque muchas especies se repi-
ten, disponer de una coleccion ampliay
bien caracterizada permite, por un lado,
realizar estudios de patogenicidad, ne-
cesarios para determinar el grado de vi-
rulencia de cada hongo y suimpacto en
la vid; por otro, llevar a cabo analisis de
genética de poblaciones, que ayudan a
entender como se dispersan y evolucio-
nan estos patdogenos en diferentes vi-
fiedosy regiones; y, ademas, avanzar en
la clasificacion taxonomica, lo que faci-
lita la identificacion precisa de especies
emergentes 0 poco conocidas. Todo
ello es fundamental para comprender
mejor la epidemiologia de las enferme-
dades de la madera y sentar las bases
para su manejo.

Aungue aun no se ha transferido
ningun aislado a la industria, esta co-
leccion representa un paso importante

hacia posibles soluciones practicas, ya
que proporciona el material bioldgico
necesario para evaluar estrategias de
control bioldgico, ensayar productos
fitosanitarios, seleccionar cepas con
potencial de uso en biotecnologia o de-
sarrollar métodos de diagndstico mas
precisos. De este modo, la coleccion
constituye una base soélida para gene-
rar aplicaciones transferibles al sector
vitivinicola en el futuro. Conocer mejor
los hongos implicados es esencial para
desarrollar estrategias de manejo mas
eficacesy sostenibles.

Ademas, mantener microorganis-
mos Vivos sigue siendo imprescindible,
incluso en tiempos de técnicas genomi-
cas avanzadas. Solo con cepas vivas se
pueden hacer ensayos funcionales y es-
tudios morfoldgicos que complementan
la informacion genética. En el futuro, el
grupo Biovitis espera enriquecer la co-
leccion con especies poco estudiadas
como Cytospora, y seguir aportando co-

nocimiento que acerque al sector vitivi-
nicola a una gestion mas precisa y eficaz
de las enfermedades de la madera.

Grupo IN-vid

El grupo IN-vid cuenta con una coleccion
de nematodos entomopatdgenos que
se inicio en 2009, a partir de estudios
de campo realizados durante estancias
internacionales. Estos nematodos son
organismos microscopicos que viven en
el suelo y parasitan insectos, provocan-
do sumuerte mediante la liberacion de
bacterias simbioticas. Su importancia en
la agricultura radica en que actian como
agentes de control bioldgico, reducien-
do poblaciones de plagas de manera
natural y sostenible, lo que disminuye
la dependencia de pesticidas quimicos
y contribuye a la salud del ecosistemay
la productividad agricola. Actualmente,
incluye unas 30 poblaciones identifica-
das molecularmente a nivel de especie
mediante la secuenciacion de la region
ITS y con secuencias depositadas en
GenBank. Ademas, se han caracterizado
las bacterias simbiontes de unas 10 po-
blaciones mediante la region 16S rDNA.
La coleccion se enriguece con nuevos
aislados, especialmente cuando hay pro-
yectos activos que implican trabajo de
campo. La estrategia de exploracion se
basa en preguntas ecoldgicas especificas
gue permiten aislar poblaciones nativas
con caracteristicas propias derivadas del
ambiente. Esto incluye tanto el nemato-
do como su bacteria simbionte (figura 5),
cuya actividad puede variar segun el en-
torno, el hospedador y las condiciones de
reproduccion. Aunque existen multiples
aislados de especies como Steinernema
feltiae y Heterorhabditis bacteriophora,
no se considera redundancia, sino una
valiosa diversidad intraespecifica. Entre
las especies mas dificiles de conservar a
largo plazo se encuentran Steinernema
affine y los heterorhabditidos distintos de
la especie H. bacteriophora.

La coleccion ha servido como base
para proyectos de investigacion aplica-
da, incluyendo estudios de interacciones
multitroficas y desarrollo de agentes de
biocontrol. Se ha registrado una paten-
te con la bacteria simbionte asociada al
nematodo H. bacteriophora 102, aislado
en unvinedo de La Rioja. Esta patente ex-
plora el uso de los derivados volatiles de
su bacteria simbionte, Photorhabdus lau-
mondii subsp. laumondii, para el manejo
de plagas y enfermedades de la vid, tales
como Lobesia botranay Botrytis cinerea.



Aungue auin no se ha transferido al sector
productivo, representa un avance signi-
ficativo en la valorizacion de los recursos
microbianos locales. Actualmente no hay
proyectos activos de transferencia inme-
diata, pero se estan evaluando posibles
aplicaciones de estos volatiles con accion
repelente e inhibitoria del crecimiento,
en sistemas abiertos, lo que podria abrir
nuevas oportunidades de colaboracion
con el sector en el futuro cercano.

El grupo aspira a enriquecer la colec-
cion con especies de otras localizaciones,
especialmente del grupo “bicornotum”
y del grupo “africano”, para aumentar la
diversidad genética y funcional. Ademas,
se destaca la importancia de mantener
colecciones vivas en la era de las técni-
cas genomicas. La conservacion de or-
ganismos vivos permite estudiar su com-
portamiento frente a retos ambientales
0 bidticos, reproducir estudios previos y
explorar nuevas preguntas cientificas que
aun no se han formulado.

Grupo UR-Biotec

Desde los anos noventa, el grupo UR-
Biotec ha desarrollado una extensa colec-
cion de cepas microbianas procedentes
del ecosistema enoldgico de la DOC Rioja.
Esta coleccion, iniciada con bacterias lac-
ticas aisladas de mostos y vinos, ha creci-
do hasta incluir bacterias acéticas y leva-
duras alterantes como Brettanomyces/
Dekkera, asi como otras especies menos
conocidas de géneros como Oenococcus,
Pichia, Trigonopsis o Arthroascus (figura
6). El aislado mas antiguo data de 1994,
y desde entonces se ha mantenido una
estrategia de aislamiento cultivo-depen-
diente que permite conservar células vi-
vas para su caracterizacion funcional.

La mayoria de las cepas provienen de
uvas, mostos, vinos y vinagres obtenidas
gracias a la colaboracion con viticultores,
bodegas y empresas del sector, asi como
a través de proyectos de |+D+i financia-
dos en convocatorias publicas. Aunque
el ritmo de incorporacion de nuevos ais-
lados varia seguin los proyectos, se esti-
ma que solo una pequefa fraccion de las
colonias estudiadas se incorpora final-
mente a la coleccion permanente, tras
una rigurosa seleccion. Actualmente, el
grupo trabaja en la diversificacion del
origen de los aislados, incluyendo es-
tudios sobre microbiota intestinal tras
la ingesta de extractos polifendlicos de
uva tinta. A nivel técnico, se han iden-
tificado centenares de cepas mediante
técnicas moleculares como PCR espe-

cifica, secuenciacion de genes riboso-
males, RAPD, PFGE, RT-PCR, analisis de
regiones ITS y espectrometria de masas
MALDI-TOF.

Aungue no se han transferido cepas
directamente al sector productivo, mu-
chas de las levaduras alterantes conser-
vadas han sido cedidas como patrones
de identificacion a laboratorios enologi-
cos, contribuyendo asi al control de cali-
dad microbiologico en bodegas.

De cara al futuro, el grupo defiende
firmemente la importancia de mantener
colecciones vivas de microorganismos
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fermentativos, incluso en la era de las
tecnologias -0micas. Estas colecciones
no solo preservan la biodiversidad mi-
crobiana, sino que también ofrecen he-
rramientas valiosas para afrontar nuevos
retos en la produccion de alimentos y
bebidas fermentadas. Las técnicas ge-
ndmicas como la metagenomica, me-
tataxonomica, metatranscriptomicay
metaboldmica permiten estudiar proce-
sos bioldgicos complejos, pero solo las
colecciones vivas garantizan la posibili-
dad de reactivacion, cultivo y aplicacion
biotecnoldgica de los microorganismos.
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