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1. Las levaduras alterantes de alimentos.

Las levaduras se definen como microorganismos eucariotas del reino Fungi, cuyo
crecimiento vegetativo se produce en su mayoria a partir de la gemacion o fision binaria,
y cuyas esporas sexuales no se forman en el interior de cuerpos fructiferos (Kurtzman y
Fell, 1998). La mayor parte de las levaduras se consideran unicelulares, con un solo
nucleo y una estructura de pared celular variable, lo que ha permitido su clasificacion en
Ascomycetos y Basidiomycetos. Algunas especies se caracterizan por formar
pseudohifas o incluso hifas verdaderas. Las células vegetativas pueden presentar
morfologias muy variadas, determinandose en algunas especies la formacién de esporas
asexuales. Muchas levaduras presentan reproduccion sexual, formando ascas o basidios,
estructuras donde tiene lugar la meiosis y que definen el estado perfecto (teleomérfico)
de la levadura. Pueden tener ciclos de vida muy complejos, ademas de ser muy variables
en cuanto a sus capacidades fisiologicas.

Las levaduras estdn consideradas como el grupo mas importante de
microorganismos, y han sido utilizadas durante siglos por el hombre por su interés
comercial, en la produccién de pan, vino, cerveza, sidra y otras bebidas alcohdlicas. Este
beneficio se obtiene gracias al crecimiento de las levaduras, que mediante la produccion
de alcoholes, acidos, ésteres, aldehidos y gases, dan lugar al desarrollo de sabores y
aromas caracteristicos (Dedk y Beuchat, 1996). Ademas, estas propiedades son a
menudo especificas de la cepa, por lo que su uso en procesos de produccion de
alimentos fermentados es esencial para mantener la calidad y consistencia del producto
(Deak, 1995; Tornay-Lehoczki y Dlauchy, 2000). Recientemente se ha incrementado su
uso en la produccion de otros alimentos fermentados, como carnes y quesos, y en la
produccion de diferentes productos metabdlicos, incluyendo enzimas, lipidos y vitaminas
(Deak, 1991).

A pesar del enorme beneficio econdmico que se puede derivar del uso de las
levaduras para la produccion de alimentos y otros metabolitos, existe también un aspecto
negativo debido a su potencial como alterantes de alimentos. Este aspecto negativo no
ha sido tan considerado como el beneficio que reportan en la industria alimentaria. Sin
embargo, en la actualidad se ha incrementado el interés por la alteracién de alimentos y
bebidas por levaduras (Thomas, 1993). El uso de tecnologias modernas en el procesado
de alimentos, la gran variedad de nuevas formulaciones de alimentos y bebidas, la
tendencia a reducir el uso de conservantes (especialmente aquellos que son efectivos

frente a levaduras, como el diéxido de sulfuro y el acido benzoico), y la aplicacién de
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procesados menos severos, han provocado un aumento en la frecuencia de los sucesos

de alteracion por levaduras (Fleet, 1999; Loureiro y Querol, 1999).

1.1. Concepto de alteracion del alimento.

La alteracion de alimentos y bebidas es un concepto que, en algunos casos, no esta
bien definido. Esto ocurre fundamentalmente en alimentos fermentados, donde Ia
actividad de la levadura es esencial durante el proceso y cuya produccion de metabolitos
contribuye al aroma y sabor del producto final. De hecho, por razones culturales, existe
muy poca diferencia entre lo que se percibe como alteracion o como actividad beneficiosa
(Fleet, 1992). Existen casos extremos en los cuales la alteracion resulta muy evidente,
(latas de refrescos abombadas, vino turbio fermentado, colonias en la superficie de
carnes u oscurecimiento de zumos de frutas), pero esto ocurre cuando la poblacién de
levaduras alcanza entre 100.000 y 1 millén de UFC/mL, en funcién del alimento y de la
especie de levadura implicada.

Aunque la alteracion por levaduras no produce un deterioro significativo de las
propiedades nutricionales del alimento, a menudo el consumidor percibe estos cambios.
Teniendo esto en cuenta, el concepto de alteracion depende enteramente de las
objeciones del consumidor y se podria definir como “el crecimiento de levaduras en el
alimento, suficiente como para causar alteracion en ese alimento, perceptible por el
consumidor, y que produce insatisfaccién, queja o rechazo del alimento por parte de éste”
(Stratford, 2005).

1.2. Principales levaduras alterantes.

En la actualidad existen aproximadamente 800 especies de levadura descritas
(Barnett, 2000), aunque en los ultimos afios, este numero ha ascendido hasta
aproximadamente 1000 especies (Boekhout, 2005). Sin embargo, sélo un pequefio grupo
es responsable de la alteracion de alimentos. Pitt y Hocking (1997) sefalaron que
alrededor de 110 especies de 30 géneros diferentes estaban asociadas a alimentos, y
solo 10-12 especies producian alteracion en alimentos procesados y envasados segun
las normas para una buena practica de fabricacién (Tabla 1). Tudor y Board (1993)
presentaron una lista similar de las levaduras alterantes mas comunes, mientras que
Stratford y colaboradores (2000) consideran uUnicamente las levaduras alterantes de
zumos de frutas y refrescos. Estas levaduras constituyen el denominado Grupo 1 descrito

por Davenport (1996, 1997, 1998), donde se encuentran las especies alterantes mas
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peligrosas. En este grupo cabe destacar las especies Zygosaccharomyces bailii, Z. rouxii
y Dekkera bruxellensis y algunas cepas de Saccharomyces cerevisiae, que pueden
producir graves signos de alteracion en el alimento. Sin embargo, existen ademas otras
levaduras que pueden producir alteracion en menor grado. Asi, en un segundo grupo
encontramos las levaduras oportunistas, como por ejemplo S. cerevisiae, que sélo
causan alteracion por errores en la fabricacidon (levaduras alterantes y de higiene),
mientras que el tercer grupo lo forman levaduras como Rhodotorula o Sporobolomyces
cuya presencia es un indicador de falta de higiene en la industria (levaduras de higiene)
(Davenport, 1996).

1.3. Alimentos susceptibles a alteracion.

Las levaduras tienen unos requerimientos nutricionales basados en azucares
(fuente de carbono), aminoacidos (fuente de nitrégeno), vitaminas y minerales, que se
encuentran habitualmente en los alimentos. No es de extrafiar, por tanto, que estén
implicadas en la alteracion de un amplio rango de alimentos, tales como frutas y verduras
frescas y procesadas, productos con alto contenido en azucar y sal (jarabes,
concentrados, mayonesa y salsas), productos de panaderia, productos fermentados,
bebidas alcohdlicas (vino, cerveza, sidra), productos lacteos (yogurt, queso, leche,
mantequilla), cereales, carnes y mariscos (Tabla 2).

Sin embargo, los alimentos que contienen azucares, aminoacidos, minerales y
vitaminas, son también susceptibles a la colonizacién por bacterias. Las levaduras
presentan un crecimiento lento con respecto a las bacterias, lo que las sitia en
desventaja en cuanto a la colonizacién y alteracion de un alimento. Por ello, la alteracion
por levaduras esta limitada a aquellos alimentos cuyas condiciones ambientales de pH,
actividad de agua (a.), temperatura, carencia de oxigeno y adicién de conservantes
supongan una limitacién para el crecimiento bacteriano, ya que muchas presentan una
elevada tolerancia a las mismas (Deak y Beuchat, 1996). Ademas su capacidad para
metabolizar azucares (glucosa, sacarosa, fructosa, maltosa y lactosa), tanto de forma
aerdbica como anaerdbica, hidrolizar proteinas y degradar lipidos (Deak y Beuchat, 1996;

Fleet, 1992), explicaria su presencia en determinados alimentos (Tabla 2).
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Tabla 1. Especies de levadura mas significativas y comunmente descritas como

alterantes de alimentos.

Pitt y Hocking (1997)

Tudor y Board (1993)

Grupo 1 de Davenport®

Brettanomyces bruxellensis
Candida krusei

Candida parapsilosis
Debaryomyces hansenii
Kloeckera apiculata

Pichia membranifaciens
Rhodotorula mucilaginosa
Saccharomyces cerevisiae
Schizosaccharomyces pombe
Torulopsis holmii
Zygosaccharomyces bailii
Zygosaccharomyces bisporus

Zygosaccharomyces rouxii

Brettanomyces intermedius
Candida holmii

Candida krusei
Debaryomyces hansenii
Kloeckera apiculata

Pichia membranifaciens
Rhodotorula spp
Saccharomyces cerevisiae
Schizosaccharomyces pombe
Zygosaccharomyces bailii
Zygosaccharomyces bisporus

Zygosaccharomyces rouxii

Brettanomyces anomalus
Brettanomyces bruxellensis
Brettanomyces naardenensis
Hanseniaspora uvarum
Saccharomyces bayanus
Saccharomyces cerevisiae
Schizosaccharomyces pombe
Saccharomyces exiguus
Torulaspora delbrueckii
Zygosaccharomyces bailii

Zygosaccharomyces bisporus

Zygosaccharomyces microellipsoides

Zygosaccharomyces rouxii

2 En Stratford y col., 2000

Nota: cambios recientes en la nomenclatura (Barnett y col., 2000; Kurtzman, 2003)

Brettanomyces intermedius=Brettanomyces bruxellensis=Dekkera bruxellensis

Brettanomyces anomalus=Dekkera anomala

Candida krusei=Issatchenkia orientalis

Candida holmii= Torulopsis holmii= Saccharomyces exiguus=Kazachstania exigua

Kloeckera apiculata= Hanseniaspora uvarum

Zygosaccharomyces microellipsoides=Torulaspora microellipsoides
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Tabla 2. Alimentos especificos y levaduras alterantes asociadas.

Producto (ejemplos)

Levaduras

Referencia

Frutas
Uva, manzana, fresa, cereza,

higo, frutas tropicales, naranjas

Verduras
Verduras frescas y

procesadas, ensaladas

Zumos de frutas y refrescos
Zumos frescos y procesados,

refrescos

Bebidas alcohdlicas

Vino

Cerveza

Sidra

Productos lacteos
Leche, nata, mantequilla,

yogurt, queso

Carnes y pescados
Carne roja fresca, pollo, carne

procesada, pescado, marisco

Hanseniospora spp, Candida stellata,
Issatchenkia orientalis, Pichia guilliermondii, P.

membranaefaciens, P. fermentans

Candida spp, Cryptococus spp, Rhodotorula

glutinis, Sporobolomyces roseus

Zygosaccharomyces rouxii, Z. baili,
Saccharomyces cerevisiae, Dekkera anomala,
Candida spp, P. anomala, Yarrowia lipolytica,

Kloeckera apiculata, Metschnikowia pulcherrima

Dekkera spp, Saccharomycodes ludwigii,
Candida vini, C. zeylanoides, C. rugosa, I.
orientales, P. membranaefaciens, S.
cerevisiae, Z. bailii, P. guilliermondii, Z. bailii,

Z. rouxii

Saccharomyces spp., Dekkera spp, P.
fermentans, P. membranaefaciens, H. uvarum,

D. hansenii, T. delbrueckii

P. membranaefaciens, H. uvarum, S. ludwigii,

S. pombe

Candida spp, D. hanseniii, P. anomala,
Kluyveromyces marxianus, R. glutinis, S.
cerevisiae, P. membranaefaciens, Y. lipolytica,
Cryptococcus spp, S. roseus, Z. rouxii, Z.

microellipsoides

Candida spp, D. hansenii, R. mucilaginosa, S.
cerevisiae, Trichosporon spp, Cryptococcus
spp, Y. lipolytica

Lachaise ,1977;
Guerzoni y Marchetii, 1987;
Spencer y col., 1992

Parish y Carroll, 1985;
Collins y Buick, 1989;
Babic y col., 1992

Sadler y col., 1992; Sand, 1974;
Cole y col., 1987;

Deak y Beuchat, 1993, 1994;
Kisko et al., 2005

Goswell, 1986; Sancho y col.,
1986; Chatonnet y col., 1992;
Ibeas y col., 1996; Constanti y
col., 1997; Stender y col., 2001;
Dias y col., 2003a

Lawrence, 1988; van der Aa

Kuhle y Jespersen, 1998

Carr, 1984; Morrissey y col.,
2004

Green y Ibe, 1987; Brocklehurst
y Lund, 1985; Fleet, 1990a;
Caggia y col., 2001; Cappa y
Cocconcelli, 2001

Fung y Liang, 1990; Diriye y
col., 1993; Fleet, 1990b; Deak,
2001
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Continuacion Tabla 2

Producto (ejemplos) Levaduras Referencia
Cereales y productos de panaderia Candida spp., R. mucilaginosa, S. roseus, H. Petters y col., 1988; Legan
Avena, trigo, maiz, pan uvarum, Trichosporon spp., S. cerevisiae, T. y Voysey, 1991

delbrueckii, P. membranaefaciens

Alimentos con elevado contenido en Z. rouxii, Z. bisporus, T. delbruecki, S. Tilbury, 1980a; Tokouka y
azucar o sal cerevisiae, D. hansenii, P. anomala, R. col., 1985; Jermini y col.,
Mermelada, jarabe, concentrados, frutas  mucilaginosa, Candida spp 1987

confitadas, dulces

Alimentos fermentados y conservados S. cerevisiae, P. anomala, Z. bailii, P. Brocklehurst y Lund, 1984;
con acidos organicos membranaefaciens, I. orientalis, D. hansenii, Pitt y Hocking, 1988;

Col acida, aceitunas, mayonesa, alifios, T. delbruecki Kurtzman, 1990; Marquina
carne fermentada y col., 1992

1.4. Efecto de las levaduras en la alteracion de los alimentos.

Los efectos producidos como consecuencia de la actividad metabdlica de las
levaduras son muy variados, resultando mas o menos obvios para el consumidor.

El signo mas visible de la alteracion por levaduras es el exceso de produccion de
gas, que puede provocar la deformacion de envases y latas, e incluso la explosién de
botellas de vidrio (Grinbaum y col., 1994; Pitt y Hocking, 1988). El exceso de produccion
de gas es el resultado de la fermentacion de azucares, a partir de diversos substratos
(Barnett y col., 2000). Ademas, el volumen de gas producido y, por tanto, la presion
formada, varia entre las especies de levadura, siendo Z. bailii, S. cerevisiae, Dekkera
bruxellensis y Saccharomycodes ludwigii las que dan lugar a una mayor presion de gas.

Otro signo obvio de alteracion es la aparicion de células de levadura en el alimento.
Las colonias se pueden formar en la superficie del alimento, produciendo decoloracién o
formando finas peliculas de aspecto mucoso. En alimentos sdlidos, es mas tipico
encontrar colonias rosas o rojas, formadas por levaduras del género Sporobolomyces o
Rhodotorula spp (Pitt y Hocking, 1997). En las bebidas, las levaduras alterantes pueden
formar turbidez, particulas, peliculas en la superficie o colonias y sedimentos en la base
de las botellas. Las especies del género Dekkera pueden formar densas particulas en

refrescos, mientras que la floculacion ha sido asociada a levaduras pertenecientes a S.
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cerevisiae, Z. bailii y S. ludwigii (Stratford, 1992; Suzii y col., 1992). La formacion de
peliculas en la superficie se ha descrito con frecuencia en diversas especies de los
géneros Candida y Pichia. Sin embargo, en el caso de jarabes con alto contenido en
azucar, esta caracteristica es tipica de todas las levaduras alterantes. Esto es debido a la
elevada densidad que puede alcanzar el jarabe de azucar, provocando que las células
floten en la superficie.

Para el consumidor, los aromas y sabores desagradables se perciben como signos
menos evidentes. El crecimiento y metabolismo de las levaduras va acompafiado por la
produccibn de moléculas pequefas, pero organolépticamente poderosas, que
habitualmente son volatiles y producen malos aromas y sabores. Los malos sabores se
deben a menudo al exceso de etanol, mientras que los malos aromas estan asociados a
la produccion de acetaldehido, acido acético, etil-acetato o acetoina. Entre las levaduras
productoras de aromas indeseables cabe destacar la especie D. bruxellensis que produce
4-etilfenol y 4-etilguayacol, dando lugar a aroma de “establo” (Chatonnet y col., 1992,
1995, 1997). Recientemente, Dias y colaboradores (2003a) sefalaron la capacidad de P.
guilliermondii para producir elevadas cantidades de compuestos fendlicos. Otras especies
a destacar serian S. ludwigii, que forma altos niveles de acetoina y acetaldehido
(Romano y col., 1999) o Z. rouxii y D. hansenii, que al degradar el acido sorbico producen

1,3-pentadieno, dando lugar a olor a petréleo (Casas y col., 1999, 2004).

1.5. Niveles aceptables de levaduras en alimentos.

Segun las recomendaciones establecidas para el andlisis de peligros y control de
puntos criticos en alimentos, los limites de microorganismos deben establecerse en base
a las caracteristicas de alimento, y aplicarse de forma variada, teniendo en cuenta los
cambios en la microflora durante su almacenamiento y distribucion.

A diferencia de las bacterias, no existe una legislacion estricta en cuanto a niveles
maximos de levaduras en alimentos. Para algunos alimentos, como frutas confitadas o
alimentos con alto contenido en azucar, se proponen niveles que no excedan los 200-300
UFC/mL.

En el caso del vino, la OIV (Oficina Internacional de la Vid y el Vino, autoridad
reguladora de paises productores), no define un nivel maximo de contaminacion
microbiana. La uUnica condicién es mantener una apariencia clara de la botella, lo que
supone una carga microbiana inferior a 10* y 10° UFC/mL (vinos blancos) para
microorganismos que producen sedimentos que flotan, o menos de 10%10° UFC/mL para

microorganismos floculantes (Loureiro y Malfeito-Ferreira, 2003). S6lo se conoce limite
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legal en Noruega, permitiendo un maximo de 10 UFC/mL de microorganismos totales en
tanques de vino. Generalmente, los vinos dulces y/o blancos tienen mayor restriccién de
niveles aceptables, ya que el crecimiento de la levadura es mayor o0 mas evidente que en
vinos secos Yy/o tintos. Sin embargo, esta generalizacion no es extensible a especies del
género DekkeralBretanomyes, productoras de concentraciones de 4-etilfenol por encima
del umbral (620 ug/uL) (Chatonnet y col., 1992). Por otra parte, estudios centrados en la
especie Z. bailii demuestran que unas pocas células viables en botella pueden ser
suficientes para causar alteracion en vinos (Deak y Beuchat, 1996). Loureiro y Malfeito-
Ferreira (2003), muestran datos interesantes de distintas bodegas. Los niveles
aceptables varian en funcion del contenido en azucar residual en el vino, y el tiempo
hasta su consumo. Asi, para vinos con mas de 5 g/L de azucar residual se aceptaria un
maximo de 2 UFC/250mL, mientras que en vinos secos blancos y tintos se permitirian de
5 a 15 UFC/100 mL, dependiendo de la bodega. En el caso de vinos que se consumen

rapidamente, se admiten niveles mayores, hasta 100 UFC/mL.

1.6. Consecuencias econémicas de la alteracion por levaduras.

Para poder estimar las pérdidas econémicas a escala mundial como consecuencia
de la alteracion por levaduras, es necesario considerar los alimentos que son consumidos
sin que sea percibida su alteracién. Ademas, es importante conocer el grado de quejas y
rechazos por parte del consumidor en aquellos casos de alteracion mas evidente. La
estimacion de los niveles de alteracion que se producen en alimentacion es dificil de
precisar, sin embargo, los costes pueden alcanzar el millén o incluso el billén de euros al
afo. Ademas, las industrias alimentarias no siempre hacen publicas las incidencias
producidas por la alteracién, ya que no supone un riesgo importante para la salud publica
y es un modo de proteger la imagen de la marca del producto. De este modo, el orden de
magnitud de las alteraciones producidas es mucho mayor que el descrito en las

publicaciones (Fleet, 1992).

1.7. Control de la alteracion de alimentos: sistemas de conservacion.

En la fabricacion de alimentos, es necesario establecer un balance entre la calidad
del producto y su estabilidad y seguridad (Brul y col., 2003). La estabilidad microbioldgica
del alimento depende de varios factores, no sélo del nivel y tipo de levadura
contaminante, sino también de las condiciones intrinsecas e ingredientes del alimento,

asi como de unas buenas practicas de fabricacion. Entre estas practicas estan los
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sistemas de conservacion, que pueden considerarse como una composicion de factores:
la conservacion fisica y quimica, las medidas de higiene, envasado y almacenamiento del
producto. Asi, el alimento puede presentar bajo pH, baja a,, carencia de nutrientes o
presencia de aceites esenciales. Las medidas de conservacién fisicas incluyen la
aplicacion de altas temperaturas y pasteurizacion, refrigeracion, gasificacion o atmésferas
modificadas, mientras que los conservantes quimicos incluyen el acido sérbico, acido
acético y acido benzoico. En la mayoria de los casos se utilizan distintos métodos de
forma combinada, ya que la aplicacion de un solo factor puede ser insuficiente como

antimicrobiano.

1.7.1. Inhibicién por conservantes quimicos.

Un conservante quimico se define como cualquier compuesto quimico que, al
afadirse al alimento, tiende a prevenir o retardar su deterioro, pero que no incluye sales y
azucares comunes, vinagres, especias (0 sus aceites) o sustancias quimicas aplicadas
por sus propiedades insecticidas o herbicidas (Food and Drug Administration, 1979).
Tales conservantes deben ser definidos como seguros por las autoridades reguladoras
de cada pais (Deak y Beuchat, 1996). Para el control de la alteracién de alimentos, se
han utilizado con éxito distintos conservantes, siendo los mas utilizados los acidos
organicos débiles. Algunos ejemplos son el acido sérbico, acido benzoico y acido acético,
y se emplean debido a su relativa baja toxicidad, a su mera presencia en los alimentos,
junto con sabores y aromas caracteristicos, bajo coste y extendida aplicacién (Stratford,
2005).

El acido sérbico y el acido benzoico son conservantes permitidos en Europa, pero
s6lo se pueden afadir a niveles especificos en determinados alimentos (Anon., 1989)
(Tabla 3). El uso de estos conservantes estda muy extendido en alimentos tan diversos
como jarabes de frutas, dulces, productos de panaderia, vino y refrescos, cereales e
incluso pastas (Faid y col., 1995; Ranking y Pilone, 1974; Sand, 1973; Stratford y Eklund,
2003). Ademas es muy comun su utilizacion en forma de mezclas, lo que permite reducir
su concentracion (Taylor, 1998). Se ha sugerido que el acido soérbico es mas inhibitorio
que el acido benzoico, sin embargo el acido sérbico funciona mejor frente a la alteracion
a pH 3 (Stratford, 2005).

El acido soérbico es un acido mono-carboxilico a, p-insaturado, mientras que el acido
benzoico estd comprendido por un anillo de benceno con un grupo carboxilico. Su
estructura les confiere la ventaja de tener poco sabor y baja toxicidad, lo que supone una

mayor seguridad para el consumo humano (Ferrand y col., 2000). Normalmente, estos
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conservantes se afaden a los alimentos como sales solubles, en forma de benzoato
sédico y sorbato potasico.

El acido acético, en pequefias cantidades, es un componente natural de aceites de
frutas citricas (Burdock, 1995). Ademas, puede ser producido por la fermentacion de
muchas levaduras y las. bacterias acido-acéticas que metabolizan el etanol de bebidas
fermentadas por levaduras. El acido acético esta reconocido en Europa como un
acidulante, sin un limite establecido para su uso (Tabla 3) (Anon., 1989). Algunos
alimentos donde es aplicado son el ketchup, escabeche, mayonesas, alifios de ensalada
y té fermentado (Kombucha).

Otro conservante que ha sido utilizado durante siglos de forma tradicional para la
produccion de vino, sidra y cerveza es el didxido de azufre (SO,). Actualmente estan
permitidos en Europa para su uso en vino y sidra (Tabla 3).

Finalmente, cabe nombrar otros conservantes que, rutinariamente se utilizan en la
industria para controlar los efectos de las levaduras, como el acido férmico, succinico,
lactico y citrico, peroxido de hidrégeno o DMDC. Este ultimo se utiliza en bajos niveles
(Tabla 3), para la elaboracién de sidra y vinos, infusiones y bebidas energéticas (Anon.,
1995; Anon., 2004).

La efectividad de los conservantes de tipo acido organico débil esta estrechamente
relacionada con el pH del ambiente, debido a la influencia que produce sobre el grado de
disociacién del conservante. Asi, A pH bajo, la forma no disociada del conservante puede
difundir facilmente a través de la membrana plasmatica de la célula hacia el citosol. En el
interior celular, el pH mas elevado provoca una disociacién del acido dando lugar a un
anion y un ion de hidrégeno, que tiene efectos potencialmente inhibitorios para la célula
(Holyoak y col., 1996; Krebs, 1983; Piper y col., 2001). Sin embargo, existe un amplio
grupo de levaduras resistentes a conservantes cuyo nivel de resistencia varia, en
ocasiones, dentro de una misma poblacion de células (Steels y col., 2000). Esto esta
suponiendo un nuevo reto para la industria alimentaria a la hora de aplicar los sitemas de
conservacion alimentaria, ya que, ante la demanda de los consumidores, deben
conseguir alimentos de gran calidad, libres de conservantes y seguros (van der Vossen y
Hofstra, 1996)

10
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Tabla 3. Principales conservantes quimicos utilizados en la industria alimentaria y su regulacion

segun la normativa europea vigente (Anon., 1995; Anon., 2004).

Conservante Categoria alimentaria Nivel maximo Ao’
(mg/kg o mg/L)

Benzoatos Postres lacteos 300 2001
E)Audo tt)enzctn'cq, Mermeladas, frutas confitadas, postre y 1000 2001, 2003 y
enzoato potasico) fermentados de frutas, zumos y 2004

concentrados, sidra, vino, cerveza.

Chocolate, dulces, turrones 1500 2003
Sorbatos Frutas y hortalizas confitadas, purés de 1000 1995y 1998
(Acido sérbico, sorbato frutas, jarabes, helados, salsas, ensaladas,

potasico, sorbato calcico) quesos

Productos de panaderia 2000 1995y 1998
Bebidas no alcohdlicas 300 1995
Dimetildicarbonato Infusiones (té, café, cereales), sidra 250 2004
Vino (uva) 200 2004
SO, Carne fresca y procesada 450 1998
f;d:g)éiti%igﬁ@éuggaiighlto Pescados y mariscos 300 1998
célcico) Cereales, zumos, cerveza 50 1995
Frutas y hortalizas confitadas 100 1995
Mermeladas y confituras 100 1995
Frutas desecadas, zumo concentrado uva 2000 1995
Sidra 200 1995
Vino Segun reglamento
CEE
Acido acético Quantum satis ° 1989

2 Afio en que se adopto la normativa respecto a un determinado alimento. ® No existen unos niveles maximos de uso de

este conservante.

1.7.2. Otros factores que constituyen sistemas de conservacién del alimento.

Como se ha comentado anteriormente, ademas de la aplicacion de conservantes
quimicos, existen otros factores, fisicos o intrinsecos del alimento, que son efectivos para
la conservacion del mismo.

Los tratamientos térmicos son muy utilizados y de gran efectividad. La intensidad de

su aplicacion dependera del interés en destruir esporas bacterianas o células vegetativas.

11
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Las levaduras son relativamente sensibles a las altas temperaturas, resistiendo un
maximo de 45°C y 53°C. Las especies mas termoresistentes son S. cerevisiae, Pichia
membranaefaciens, P. anomala, P. galeiformis y Candida albicans (Tchango Tchango y
col., 1997). En general, tratamientos de 60°C durante 20 minutos son suficientes para
destruir una poblacién de 10° UFC/mL (Stratford, 2005), aunque la presencia de
determinados solutos o de levaduras en fase estacionaria de crecimiento, pueden
incrementar el grado de resistencia térmica (lwahashi y col., 1995). De igual forma que
los tratamientos térmicos, la conservacion del alimento a bajas temperaturas es una
practica muy extendida. Sin embargo, algunas especies de Rhodotorula y Cryptococcus,
junto con Debaryomyces hansenii pueden crecer por debajo de 5°C (Margesin y col.,
2002; Stratford, 2005).

Otras caracteristicas del alimento, como el pH y la a,, son determinantes para el
crecimiento de las levaduras alterantes. Asi, las levaduras son muy resistentes a pH
bajos, por lo que estan asociadas a alimentos acidos como refrescos, sidra, zumos de
frutas o zumo de tomate (Hicks, 1990). Los alimentos con baja a, se caracterizan por
contener elevadas cantidades de azucar o sal, que inhiben el crecimiento mediante
mecanismos diferentes (Watanabe y col., 1995). Algunas levaduras se describen como
osmofilicas, ya que pueden crecer en alimentos con mas del 67% de azucar (Tilbury,
1980a, 1980b). Asi, especies como D. hansenii, Z. bailii, Z. bisporus, Z. lentus, y
especialmente Z. rouxii y Z. mellis, se han descrito como levaduras alterantes de
alimentos como miel, mazapan, dulces, mermeladas, turrén y jarabes (James y Stratford,
2003; Tilbury, 1980a, 1980b; Tokuoka, 1993). Los mecanismos de resistencia que se han
descrito se basan en la acumulacion de altas concentraciones de solutos, como glicerol y
arabitol, en el interior de la célula (Tokuoka, 1993).

Mientras que la accion antimicrobiana de los azucares es basicamente osmoética
(Martinez de Maranon et al., 1996), la toxicidad por sal es debida a los iones de sodio
(Na*). La mayoria de especies tolerantes a sal son capaces de crecer hasta 1,5-2 M de
cloruro de sodio, e incluyen D. hansenii, Z. rouxii, y algunas especies de Candida
(Kurtzman, 1998; Lages y col., 1999; Prista y col., 2005).

Finalmente, la presencia de poco oxigeno en el alimento y la carencia de nutrientes
son factores importantes para la prevencion de alteracion por microorganismos. Cabria
esperar que sélo las levaduras que dependen exclusivamente de la respiracion se vieran
inhibidas por la falta de oxigeno. Sin embargo, algunas especies de levaduras
fermentativas, como S. cerevisiae, necesitan oxigeno para sintetizar acidos grasos
insaturados y esteroles que constituyen la membrana. Estos requerimientos de oxigeno

se han observado también en Z. bailiiy Z. bisporus (Rodrigues y col., 2001a).
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Entre los requerimientos nutricionales de las levaduras estan las vitaminas. Algunas
levaduras alterantes que requieren vitaminas incluyen Z. bailii, Z. bisporus, Dekkera
bruxellensis y Saccharomycodes ludwigii (Barnett, 2000), lo que implica que su presencia
esté mas restringida a alimentos que contienen este tipo de nutrientes, como bebidas de
zumos de frutas. Ademas, se ha observado que alimentos carentes de iones metalicos,
como magnesio, potasio, zinc, hierro o cobre son menos susceptibles a la alteracion por
levaduras. Sin embargo, algunas levaduras son resistentes a la presencia de agentes
quelantes de iones metalicos (como el EDTA, acido citrico o acido malico). Entre ellas,
cabe destacar las especies D. bruxellensis, D. anomala, Candida parapsilopsis e
Issatchenkia orientalis (Stratford, 2005).

2. Técnicas de identificacién y caracterizaciéon de levaduras alterantes de

alimentos.

Como se ha descrito en el apartado anterior, la utilizacion de métodos de
conservacion en el alimento no siempre resulta exitosa, ya que las diversas resistencias
que desarrollan las levaduras provocan su persistencia en el alimento. Por este motivo,
existe una necesidad por parte de la industria de identificar, de manera precisa, las
especies de levadura que contaminan un determinado producto, y asi aplicar las medidas
necesarias para limitar los efectos potenciales de la alteracién y las consecuentes
pérdidas econdémicas.

De forma convencional, la identificacion de levaduras se ha basado en criterios
morfologicos o fisiolégicos (Barnett y col., 1990; Kreger-van Rij, 1984). Sin embargo,
estas caracteristicas pueden variar en funciéon de las condiciones de cultivo (Scheda y
Yarrow, 1966 y 1968; Yamamoto y col., 1991), y en ocasiones, las especies estan
delimitadas por una unica caracteristica fisiolégica controlada por un solo gen. Por tanto,
dependen del estado fisiolégico de la levadura, como ocurre con la fermentacién de la
galactosa, que tradicionalmente ha resultado util a los endlogos para diferenciar las
especies S. cerevisiae y S. bayanus (Kurtzman y Phaff, 1987; Price y col., 1978).
Ademas, ambas aproximaciones son largas y tediosas, siendo inapropiado su uso de
forma rutinaria. Recientemente se han desarrollado métodos bioquimicos para la
diferenciacion de levaduras, basados en el andlisis de proteinas totales de la célula
(Vacanneyt y col., 1991; Van Vuuren y Van der Meer, 1987), patrones de isoenzimas
(Duarte y col., 1999) y analisis de acidos grasos por cromatografia de gases (Cottrell y

col., 1986; Moreira da Silva y col., 1994; Tredoux y col., 1987). Estos métodos son mas
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rapidos y mas facilmente estandarizables. Sin embargo, la reproducibilidad de estas
técnicas es cuestionable ya que depende del estado fisiolégico de las levaduras que
puede variar segun las condiciones de cultivo (Golden y col., 1994).

Actualmente, los métodos moleculares basados en el polimorfismo de los acidos
nucleicos constituyen la mejor alternativa a los métodos tradicionales, ya que al no
depender del estado fisiolégico de la célula, son mas reproducibles. Ademas, poseen
otras ventajas como la elevada precision y discriminacion, asi como rapidez y sencillez en
la realizacion de la técnica. Dichas técnicas moleculares pueden dividirse en funcion a su

aplicacion para la identificaciéon a nivel de especie o a nivel de cepa.

2.1. Métodos moleculares para la identificacion de levaduras a nivel de

especie.

Las técnicas de identificacion a nivel de especie son Uutiles para estudios de
biodiversidad, que a su vez son fundamentales para conocer mejor los procesos
fermentativos. Como veremos, pueden utilizarse también para la deteccién de especies

de levaduras alterantes.

2.1.1. Métodos basados en el analisis de regiones ribosémicas.

Los genes ribosdmicos (5,8S, 18S, y 26S) se agrupan en tandem formando
unidades de transcripcién que se repiten en el genoma entre 100 y 200 veces (Figura 1).
En cada unidad de transcripcion existen otras dos regiones, los espaciadores internos
(ITS) y los externos (ETS), que se transcriben pero son procesadas y no forman parte de
la molécula de rRNA final. A su vez, las unidades codificantes estan separadas por los
espaciadores intergénicos IGS también llamados NTS. El gen 5S no se incluye en la
unidad de transcripcién previamente descrita pero aparece adyacente en la misma unidad
de repeticiéon en tandem en el caso de las levaduras. Los genes ribosémicos 5,8S, 18S, y
26S asi como los espaciadores ITS y NTS constituyen poderosas herramientas para el
establecimiento de las relaciones filogenéticas y la identificacion de especies (Kurztman y
Robnett, 1998) por contener secuencias conservadas, asi como una evoluciéon
concertada. Esto significa que la similitud entre las unidades de trascripcion repetidas es
mayor dentro de especies que entre unidades de distintas especies, debido a
mecanismos como el entrecruzamiento desigual o la conversion genética (Li, 1997).

Usando la informacion de estas regiones se han desarrollado distintos métodos

para la identificacion de especies de levaduras como veremos a continuacion.
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Figura 1. Esquema de la organizacion de los genes ribosomales.

2.1.1.1. Secuenciacion de regiones ribosémicas.

Uno de estos métodos es el basado en la determinacién y comparacion de
secuencias nucleotidicas de estas regiones. Las dos regiones mas utilizadas son las
correspondientes a los dominios D1 y D2 situados en el extremo 5 del gen 26S
(Kurtzman y Robnett, 1998) y el gen 18S (James y col., 1997). La disponibilidad de las
secuencias en bases de datos, sobre todo en el caso de la region D1/D2 del gen 26S,
hacen que esta técnica sea muy util para asignar una levadura desconocida a una
especie concreta cuando el porcentaje de homologia de sus secuencias es superior o
igual a 99% (Kurtzman y Robnett, 1998). La comparacion con las bases de datos se lleva
a cabo wusando el programa WU-BLAST2 en Ila direccibn de internet

http://www.ebi.ac.uk/Blas2/index.html. Ademas, la aparicion de la reaccion en cadena de

la DNA polimerasa, que permite la secuenciacion directa de las regiones de interés, junto
con las modernas tecnologias de secuenciacién automatica, hacen que la aplicacion de

esta técnica sea relativamente rapida.

2.1.1.2. Andlisis de restriccion de regiones ribosémicas.

Pensando en una aplicacion industrial se desarrollaron paralelamente otros
métodos de identificacion mas sencillos basados en la amplificacion por PCR de estas
regiones del rDNA y posterior restriccion de los amplificados. Esta técnica se caracteriza
por su facil manipulacion y su reproducibilidad. Los amplificados se visualizan en geles de
agarosa al 1,4%, existiendo tamafos de amplificado especificos de especie que nos van
a permitir la identificacion y diferenciacion de las mismas. Aunque lo habitual es usar
DNA como molde en la reaccion de amplificacion, en numerosos trabajos se ha utilizado

como molde una pequefia cantidad de colonia aislada, acortando el proceso. Cuando los
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amplificados son del mismo tamafo no siempre corresponden a la misma especie y es
necesario recurrir a la digestion de estos fragmentos para llegar a la definitiva
identificacion.

Dlauchy y colaboradores (1999) usaron esta metodologia para amplificar el gen
ribosdbmico 18S y la region intergénica ITS1 de 128 especies asociadas a alimentos,
usando los cebadores NS1 (5-GTA GTC ATA TGC TTG TCT C-3) e its2 (5-GCT GCG
TTC TTC ATC GAT GC-3), y digiriendo con los enzimas Alul, Haelll, Mspl, y Rsal.
Posteriormente, esta metodologia fue usada por Redzepovic y colaboradores (2002).
Otra regién ribosémica muy util para diferenciar a nivel de especie es la que incluye el
gen 5,88 y las regiones intergénicas adyacentes ITS1 e ITS2 que se amplifica mediante
los cebadores its1 (5-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3’) e its4 (5-TCC TCC GCT TAT
TGA TAT GC-3’) descritos por White y colaboradores (1990). Guillamén y colaboradores
(1998) aplicaron esta técnica para la rapida identificacién de levaduras vinicas y
posteriormente ha sido extendida a un total de 191 especies (de Llanos y col., 2004;
Esteve-Zarzoso y col., 1999; Fernandez-Espinar y col. 2000), muchas relacionadas con
alimentos y bebidas. Los fragmentos de amplificado y perfiles de restricciéon de estas
especies con los enzimas Haelll, Hinfl, Cfol y Ddel estan actualmente disponibles “online”

en la direccién http://yeast-id.com/. Esta técnica ha sido utilizada en numerosos trabajos

para la identificacién de levaduras presentes en diversos alimentos (Tabla 4).

También se ha usado el analisis de restriccién de otras regiones ribosémicas para la
identificacion de especies de levaduras. Es el caso de la regidn denominada NTS
(Baleiras-Couto y col., 1996a; Capece y col., 2003; Caruso y col., 2002; Nguyen y
Gaillardin, 1997; Pulvirenti y col., 2000). A modo de ejemplo, Romero y colaboradores
(2005) utilizaron con éxito la restriccion de la region IGS para la diferenciacién de las
especies D. hansenii, D. polymorphus y D. pseudopolymorphus y otras especies que
frecuentemente se encuentran en alimentos de a,, intermedia. Otra regiones abordadas
han sido el gen 18S junto al NTS adyacente (Capece y col., 2003) y distintos dominios del
gen 26S (Baleiras-Couto y col., 1996a; Smole-Mozina y col., 1997; Van Keulen y col.,
2003). Sin embargo, la no disponibilidad de una base de datos para estas regiones, hace

que no se puedan usar de forma generalizada para la identificacion de levaduras.
2.1.2. PCR-DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis).
La técnica de PCR seguida de una electroforesis en gradiente de desnaturalizacion

se ha introducido recientemente (Muyzer y col., 1993). Mediante PCR-DGGE, los

fragmentos de DNA con distintos tamafios pero diferente secuencia pueden ser
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separados en geles de poliacrilamida, que contienen un gradiente linear de agentes
desnaturalizantes de DNA (una mezcla de urea y formamida). En un gel de DGGE, la
doble hebra de DNA se va desnaturalizando parcialmente, ya que contiene regiones
discretas llamadas “dominios de fusion”. La temperatura de fusién (T,,) de estos dominios
es especifica de secuencia. Cuando el fragmento aparece parcialmente desnaturalizado,
su movilidad se reduce en el gel de poliacrilamida. Asi, fragmentos del mismo tamaino,
pero distinta secuencia mostraran distinto comportamiento en el gradiente de
desnaturalizacion (Ercolini, 2004).

Una técnica relacionada es la PCR-TGGE (electroforesis en gradiente de
temperatura), basada en un gradiente de temperatura linear para la separacion de las
moléculas de DNA. Para ambas técnicas, las bandas de DNA se pueden visualizar con
bromuro de etidio, aunque recientemente se ha introducido el uso del SYBR Green |. Los
fragmentos de PCR pueden aislarse del gel, y utilizarse en reacciones de secuenciacion
para la identificacion de especie.

El uso tanto del DGGE como del TGGE en ecologia microbiana es bastante reciente
(Muyzer y Smalla, 1998). Estas técnicas, se han aplicado fundamentalmente para
estudios de diversidad de levaduras presentes en alimentos. Aunque se han utilizado
para la identificacién de bacterias lacticas que producen alteracion de carne, queso y
productos lacteos (Cocolin y col., 2004a; Ogier y col., 2004), todavia no se conocen
trabajos centrados en levaduras alterantes (Ercolini, 2004). En la Tabla 4 se muestran
algunas de las recientes aplicaciones para la identificacién de levaduras presentes en

alimentos.

2.1.3. PCR a tiempo real.

La técnica de PCR a tiempo real surgiéo en 1996 y desde entonces, su uso se ha
incrementado casi exponencialmente (Heid y col., 1996; Wilhelm y Pingoud, 2003). En
esta técnica, los productos de amplificacion se observan a medida que transcurren los
ciclos de la PCR. La técnica se basa en la deteccién y cuantificacion de un donador
fluorescente, cuya sefal se incrementa proporcionalmente a la cantidad de producto de
PCR de la reaccion. El proceso, que se esquematiza en la Figura 2, se lleva a cabo en un
termociclador que tiene acoplado un sistema de deteccidon capaz de adquirir y cuantificar
la senal emitida por un donador de fluorescencia al final de cada ciclo para cada muestra.
La informaciéon obtenida se representa en forma de curva de amplificacién que
proporciona el numero de ciclo al cual la intensidad de emision del donador aumenta con

respecto a la fluorescencia basal (“background noise”). Este numero de ciclo se llama
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ciclo umbral (C;) y es inversamente proporcional al nUmero de copias de la muestra, por
lo que se puede usar para evaluar numéricamente la cantidad inicial de muestra (DNA o
células) con gran precision, dentro de un amplio rango de concentraciones (Schmittgen y
col., 2000).

Los sistemas de deteccion de fluorescencia, que se describen con mayor detalle en
el apartado 3.2.1 de introduccion, se basan en la utilizacién de agentes intercalantes de
DNA o de sondas. Ambas presentan ventajas e inconvenientes, pero la utilizacion de un
sistema u otro dependera del grado de especificidad que se quiera obtener.

La PCR a tiempo real posee numerosas ventajas con respecto a otras técnicas de
identificacion. Cabe destacar la alta especificidad y sensibilidad, la posibilidad de
cuantificar y la no necesidad de analisis posterior a la PCR mediante electroforesis (Heid
y col., 1996; Mackay y col., 2002). Esto ultimo, junto a la utilizacién de tiempos de
reaccion y ciclos reducidos, se traduce en una gran rapidez, lo cual es muy util en el caso
de analisis rutinarios y en aplicaciones que requieran medidas correctoras. Frente a todas
las ventajas, hay que tener en cuenta que el disefio de los cebadores y de las sondas es
muy exigente pues de ello va a depender la especificidad y la sensibilidad del método.

En la Tabla 4 se describen los escasos trabajos en los que se ha aplicado la técnica

de PCR a tiempo real para la identificacién de levaduras asociadas a alimentos.

Agentes intercalantes

SYBR Green &
-De hidrélisis et
Tagman B g
‘En bucle > EZ
+ -Sonda} Molecular beacons . é
Scorpions Termociclador =
DNA total P con sistema de Niimero de iclos
-De hibridacion deteccion

Fret

Figura 2. Técnica de PCR a tiempo real.

2.1.4. Otras tecnologias.

Los microchips de DNA se estan consolidando como una herramienta muy util para
los investigadores, dada su alta especificidad y sensibilidad. Se trata de dispositivos de
pequefo tamafo que contienen miles de fragmentos de material bioldgico (DNA, RNA,

proteinas) dispuestos ordenadamente y de forma conocida sobre un soporte soélido
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(portaobjetos, vidrio, plastico). La muestra de DNA que se pondra en contacto con el
microchip habra de ser marcada para permitir su deteccién. Los marcadores mas
comunmente empleados son los fluorescentes, pero también puede utilizarse marcaje
radiactivo o quimioluminiscencia. Cuando se ponen en contacto con una muestra, sélo
aquellas cadenas complementarias a las del chip se unen y originan un patrén de luz
caracteristico, que se lee con un escaner y se interpreta con un ordenador. Aunque no se
ha utilizado hasta el momento para la deteccién de levaduras, se presenta como una
buena alternativa en un futuro préximo. Sin embargo, su complejidad tecnologica puede
dificultar su aplicacion en la industria.

Otra técnica util para el analisis de microorganismos viables es la amplificaciéon
basada en secuencias de acidos nucleicos (Nucleic Acid Sequence Based Amplification,
NASBA), que fue descrita por Compton (1991) y esta disefiada para la deteccién de RNA.
Para el proceso de amplificacion se requieren tres enzimas con actividades coordinadas:
transcriptasa reversa AMV, Rnasa H y RNA polimerasa T7. Ademas, se incorporan a la
reaccion los oligonucledétidos, complementarios a las secuencias diana de RNA, dNTPs y
NTPs. El primer oligonucleétido permite a la transcriptasa reversa formar una hebra de
DNA complementaria, resultando un hibrido RNA:DNA. Posteriormente, la RNAsa digiere
el RNA de este hibrido, mientras que el segundo oligonucledtido se une a la hebra simple
de cDNA, permitiendo a la transcriptasa reversa formar una copia de doble hebra de
cDNA. Este cDNA sera utilizado como diana de la RNA polimerasa T7, que transcribe
copias de RNA de forma exponencial. La reaccion es continua y a una Unica temperatura,
normalmente 41°C. A esta temperatura, el DNA genémico del microorganismo a detectar
permanece en doble hebra, por lo que no es un substrato para la amplificacion. La
reaccion NASBA requiere pocos ciclos para producir la amplificacion deseada (4 6 5
ciclos). Existen varias aproximaciones para la deteccion de los productos, aunque el mas
simple es la electroforesis en geles de agarosa y posterior tincién con bromuro de etidio.
Recientemente, el uso de “molecular beacons” ha permitido la deteccion a tiempo real de
productos NASBA, lo que permite establecer estrategias para la cuantificacion (similares
a los ensayos de PCR a tiempo real).

La deteccion de microorganismos mediante NASBA se encuentra en el mismo
estado que la PCR hace diez afios, con muy poco métodos publicados en prensa
cientifica (Cook, 2003). Por tanto, para su uso rutinario se necesita un mayor desarrollo.
Sin embargo, su ventajas en cuanto a rapidez y precision son equiparables a la PCR, por
lo que resulta muy prometedora como herramienta en la deteccién de levaduras viables

en el alimento.
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Tabla 4. Trabajos recientes (ultimos 5 afos) donde se aplican técnicas moleculares para la

identificacién de levaduras asociadas a alimentos y bebidas.

Técnica

Especies diana

Matriz alimentaria

Referencias (de 2000
a 2005)

Secuenciacion

RFLPs de PCR
(5,88- ITS, IGS)

PCR-
DGGE/TGGE

S. cerevisiae
Zygosaccharomyces microellipsoides

S. cerevisiae/ S. uvarum/ no-
Saccharomyces ©
Zygosaccharomyces kombuchaensis

S. cerevisiae /Candida humilis

no-Saccharomyces ®

Saccharomyces spp/ Candida boidinii/
Geotrichum candidum

S. cerevisiae/no-Saccharomyces ©

Yarrowia lipolytica/ Candida
zeylanoides

S. cerevisiae/ S. kluyveri/ no-
Saccharomyces @

Pichia anomala
S. cerevisiae

S. cerevisiae/ S. uvarum/no-
Saccharomyces ©

S. cerevisiae/ S. unisporus/no-
Saccharomyces ©

Saccharomyces sensu stricto

.. f
S. cerevisiae/non-Saccharomyces ®

S. cerevisiae

S. cerevisiae/S. exiguous/no-
Saccharomyces ©

D. hansenii/ D. pseudopolymorphus/ D.

polymorphus

S. cerevisiae/no-Saccharomyces ")

Saccharomyces/no-Saccharomyces ®
S. cerevisiae/no-Saccharomyces U

S. cerevisiae/no-Saccharomyces ®)

No-Saccharomyces

S. servazzii/ D. hansenii

S. cerevisiae/no-Saccharomyces (m

S. cerevisiae/ S. paradoxus

Cerveza
Queso, yogurt
Zumo de naranja

Té fermentado
Masa de pan
Café fermentado
Aceite de oliva

Cacao fermentado

Aves

Vino

Yogurt
Cerveza

Zumo de naranja

Naranja y zumo de
naranja

Cerveza
Vino

Vino
Masa de pan

Mazapan, miel,
concentrado frutas,
jamon, chorizo, queso

Vino

Vino

Masa de pan
Café fermentado
Uvas

Escabeche
Cacao fermentado
Vino

van der Aa Kuhle y
col., 2001

Cappa y Cocconcelli,
2001

Arias y col., 2002

Steels y col., 2002
Foschino y col., 2004
Masoud y col., 2004

Giannoutsou y col.,
2004
Jespersen y col., 2005

Deak y col., 2000

Pramateftaki
2000

Caggia y col., 2001

van der Aa Kuhle y
col., 2001
Arias y col., 2002

y col,

Las Heras-Vazquez y
col., 2003

Naumova y col., 2003

Ganga y Martinez,
2004
Cappello y col., 2004

Pulvirenti y col., 2004

Romero y col., 2005

Cocolin y col., 2000
Mills y col., 2002
Meroth y col., 2003
Masoud y col., 2004

Prakitchaiwattana y
col., 2004

Tominaga, 2004
Nielsen y col., 2005
Manzano y col., 2005
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Continuacion Tabla 4

Técnica Especies diana Matriz alimentaria Referencias (de 2000 a
2005)
PCR a tiempo real D. bruxellensis Vino Phister y Mills, 2003
Levaduras alterantes ™ Yogurts, leche, queso,  Bleve y col., 2003
zumo frutas
Levaduras alterantes © Zumos frutas Casey y Dobson, 2004
D. bruxellensis Vino Delaherche y col., 2004

@ Candida, Clavispora, Geotrichum, Hanseniaspora, Issatchenkia, Metschinikowia, ~Pichia, Rhodotorula,
Saccharomycopsis y Torulaspora spps.(b) Candida, Hanseniaspora, Issatchenkia, Kluyveromyces, Pichia y Torulaspora
spps."® Candida, Hanseniaspora, Pichia, y Trichosporon spps.‘ Candida stellata, Hanseniaspora uvarum, M. pulcherrima
y Torulaspora delbruckii ® Candida, Clavispora, Hanseniaspora, Pichia, Rhodotorula y Trichosporon spps.” Candida
krusei,Rhodotorula glutinis y Zygosaccharomyces spps.? Issatchenkia orientalis y Candida spps. ™ Candida ethanolica,
K. apiculata y M. Pulcherrima O Candida, Hanseniaspora, Kluyveromyces, Pichia y Metschnikowia spps. 0 Candida
humilis, D. hansenii y Saccharomyces uvarum ® . uvarum, I. orientalis, Kluyveromyces marxianus, Torulaspora
delbrueckii, Candida y Pichia spps O Aureobasidium pullulans, Hanseniaspora y Metschnikowia spps ™ Hanseniaspora
guilliermondi, Pichia membranaefaciens y Candida spps. ™ Candida, Debaryomyces, Kluyveromyces, Pichia,
Rhodotorula, Saccharomyces y Zygosaccharomyces spps.”® Zygosaccharomyces bailii y rouxii, C. krusei, R. glutinis y

Saccharomyces cerevisiae.

2.2. Métodos moleculares para la diferenciacién a nivel de cepa.

La caracterizacion a nivel de cepa es necesaria para poder patentar levaduras de
interés industrial, para el seguimiento de las levaduras en procesos industriales, asi como

para determinar el origen de contaminacion en alimentos alterados.

2.2.1. Electroforesis de cromosomas en campo pulsante.

En esta técnica, la aplicacion alterna de dos campos eléctricos transversos provoca
que los cromosomas cambien continuamente su direccién de migracion, evitando que
queden retenidos en el entramado del gel de agarosa y permitiendo separar los
fragmentos de DNA de gran tamano (Lai y col., 1989). Los parametros que condicionan la
resolucién de las bandas son los intervalos de variacion de la fuerza del campo eléctrico,

la concentracion de agarosa, la temperatura y el angulo entre los campos eléctricos.

21



Introduccion

El uso de la técnica ha resultado de gran interés para determinar las relaciones
taxondmicas en levaduras (Belloch y col., 1998) y en la identificacion de cepas de interés
en las fermentaciones vinicas (Puig y col., 2000). Asi, en cepas de S. cerevisiae el
polimorfismo revelado es resultado de la adiciéon o eliminacién de largos fragmentos de
DNA en cromosomas homodlogos durante la evolucion del genoma de las levaduras
(Casaregola y col., 1998; Keogh y col., 1998; Wolfe y Shields, 1997). Aunque el
cariotipado de cromosomas de levaduras resulta muy Gtil para generar perfiles
especificos para la caracterizacion de cepas, los polimorfismos se han observado
también entre diferentes especies, lo que limita su uso en el analisis de un gran numero
de levaduras alterantes. La complejidad y larga duracion del proceso, junto con el
equipamiento especializado necesario, limitan aun mas su aplicabilidad para la
caracterizacion rutinaria de levaduras (Deak, 1995). Existen varios trabajos centrados en
la caracterizacion de levaduras mediante el analisis de polimorfismos. A modo de
ejemplo, Mitrakul y colaboradores (1999), utilizaron esta técnica para tipificar cepas de D.

bruxellensis aisladas de vino. Otros trabajos en este campo se detallan en la Tabla 5.

2.2.2. Analisis de restriccion del DNA mitocondrial.

El analisis de polimorfismos mediante restriccion del DNA mitocondrial, ha sido
ampliamente utilizado como método de caracterizacibn de cepas estrechamente
relacionadas de origen vinico y cervecero (Vezinhet y col., 1990). El DNA mitocondrial de
S. cerevisiae es una pequefia molécula de 65 a 80 kb cuyo grado de variabilidad puede
ser puesto de manifiesto por restriccion. El alto grado de polimorfismo que revela esta
molécula entre cepas vinicas de S. cerevisiae hace que esta técnica sea una de las mas
aplicadas para la caracterizacion de este tipo de aislados.

Se han desarrollado varios métodos para el aislamiento del mtDNA de levadura
(Aiglé y col., 1984; Gargouri, 1989; Querol y Barrio, 1990). Sin embargo, Querol y
colaboradores (1992a) desarrollaron un método de analisis del mtDNA que evita la
utilizacion de gradientes en cloruro de cesio y el uso de una ultracentrifuga, factor
limitante para su utilizacion en la industria. La simplificacion de la técnica se basa en el
hecho de que los enzimas del tipo GCAT utilizados para digerir el DNA total, no
reconocen las secuencias ricas en GC ni ricas en AT del mtDNA. Por tanto, dado el bajo
numero de puntos de corte en el mMtDNA, este da lugar a fragmentos de mayor tamario
que se puede visualizar claramente como bandas definidas, por encima de los
fragmentos degradados del DNA nuclear. No todos los enzimas revelan el mismo grado

de polimorfismo y es muy dependiente de la especie. En el caso concreto de S.
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cerevisiae los enzimas mas apropiados para diferenciar a nivel de cepa son Hinfl y Haelll
(Guillamoén y col., 1994). La utilizacion del analisis de restriccion no queda restringida a
Saccharomyces (Querol y col., 1992b), ya que ha sido aplicada con gran éxito a otras
especies de levaduras: C. zeylanoides y D. hansenii (Romano y col., 1996; Su y Meyer,
1991), Dekkera/Brettanomyces (Ibeas y col., 1996), Kluyveromyces (Belloch y col., 1997)
y Zygosaccharomyces (Esteve-Zarzoso y col., 2003; Guillamén y col.,, 1997). Su
aplicacién en levaduras asociadas a alimentos durante los ultimos 5 afos, se refleja en la
Tabla 5.

Esta técnica rapida permite el analisis de un mayor numero de cepas en menos
tiempo, y resulta ideal para la utilizacion en la industria por su rapidez, seguridad y

economia y por no requerir material sofisticado, ni personal muy especializado.

2.2.3. Métodos basados en la técnica de PCR.

Las técnicas moleculares mas rapidas son las basadas en la técnica de PCR (Saiki
y col., 1988 ) y han sido utilizadas para discriminar cepas dentro de una especie de
levadura. El desarrollo de algunas variantes en la técnica de PCR basica, puede ser
aprovechado para detectar polimorfismos de fragmentos de DNA sin necesidad de utilizar
enzimas de restriccion. Las técnicas mas utilizadas para la diferenciacion de levaduras a
nivel de cepa son RAPD y microsatélites. Otras técnicas, como la amplificacion de
secuencias d, han sido desarrolladas especificamente para la diferenciacion de cepas
vinicas de la especie S. cerevisiae.

A continuacion se describen cada una de estas técnicas.

2.2.3.1. RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA).

La técnica de RAPD (Williams y col., 1990), se caracteriza porque utiliza un unico
cebador el cual presenta como caracteristicas especiales una corta longitud
(aproximadamente de 10 nucleétidos) y una secuencia arbitraria. La reaccion de RAPDs-
PCR también se caracteriza por la baja temperatura de hibridacién utilizada (37°C). La
corta y arbitraria secuencia del oligonucledtido, junto con la baja temperatura empleada,
determinan el apareamiento entre oligonucleétido y el DNA, iniciAndose la amplificacion
de diversos fragmentos de DNA distribuidos a lo largo de todo el genoma. El resultado es
un patron de productos amplificados de diferente peso molecular, que puede ser
caracteristico de la especie o bien de las diferentes cepas o aislados de una misma

especie (Bruns y col., 1991; Paffetti y col., 1995).
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La principal ventaja del método es que no se necesita informacion previa sobre la
secuencia para el disefio del cebador. Ademas, la técnica permite analizar la variabilidad
a lo largo de todo el genoma revelando mas polimorfismo que otras técnicas que analizan
zonas concretas. Sin embargo, debido a la baja temperatura de hibridacion utilizada
(37°C) los perfiles de amplificacién obtenidos son poco reproducibles siendo necesario
llevar a cabo varias repeticiones para cada muestra partiendo de distintas extracciones
de DNA. Sélo se tendran en cuenta las bandas presentes en todas las repeticiones, por lo
que es recomendable combinar los resultados de la amplificacién con varios
oligonucledtidos para conseguir un buen poder de resolucion.

A pesar de esto, ha sido aplicada para la caracterizacion de levaduras asociadas
alimentos, como en el caso de cepas de S. cerevisiae aisladas de vino y cerveza
alterados (Baleiras Couto y col., 1996a) o cepas de D. bruxellensis aisladas de vino
(Mitrakul y col., 1999), siendo también utilizado con fines taxondémicos (Fernandez-
Espinar y col., 2003; Molnar y col.,, 1995). Ademas, esta técnica ha permitido la
discriminacién a nivel de especie de aislados de levadura a partir de quesos (Prillinger y
col., 1999). Baleiras Couto y colaboradores (1995) aplicaron RAPDs para la identificacion
de especies alterantes como Z. bailii, Z. rouxii, S. cerevisiae, Candida valida y C.

lipolytica.

2.2.3.2. PCR de zonas repetitivas del genoma (microsatélites y minisatélites).

Existen zonas repetidas en el genoma que representan dianas potenciales para la
identificacion molecular a nivel de cepa por mostrar mucha variabilidad. Estas zonas son
los microsatélites y los minisatélites, de longitud muy variable que se repiten en tandem y
al azar a lo largo del genoma. Los microsatélites tienen una longitud normalmente inferior
a 10 pb mientras que los minisatélites tienen una longitud entre 10 y 100 pb. Los
productos de amplificacién generados presentan tamanos comprendidos entre 700 vy
3500 pb aproximadamente, por lo que se pueden visualizar en geles de agarosa.

La variabilidad presentada por estas zonas puede determinarse mediante
amplificacion por PCR usando oligonucledtidos especificos como (GTG)s, (GAG)s,
(GACA), o M13. Mediante estos oligonucleétidos, Lieckfeldt y colaboradores (1993)
revelaron el polimorfismo entre cepas de S. cerevisiae. Estos mismos autores fueron los
primeros en utilizar estas secuencias como cebadores en una reaccion de PCR
mostrando su utilidad como técnica de caracterizaciéon a nivel de cepa. La técnica fue
utilizada posteriormente por otros autores para la caracterizacién de cepas de levadura

aisladas de cerveza (Laidlaw y col., 1996) y vino (Quesada y Cenis, 1995), asi como
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diferentes aislados de levaduras alterantes. Baleiras Couto y colaboradores (1995,
1996a) aplicaron la técnica con éxito para la caracterizacion de cepas de S. cerevisiae
alterantes de bebidas alcohdlicas. Aunque es una técnica que se ha aplicado para la
caracterizacion intraespecifica de levaduras, también se ha utilizado para la identificacion
a nivel de especie. Asi, Baleiras Couto y colaboradores (1996b) identificaron cepas de Z.
bailii y Z. bisporus presentes en mayonesa y alifos de ensalada. Otros trabajos mas

recientes se describen en la Tabla 5.

2.2.3.3. Ampilificacion de secuencias o.

Las secuencias delta son elementos de 0,3 kb que flanquean los retrotransposones
Ty1 (Cameron y col.,1979). En el genoma de levadura estan presentes cerca de 100
copias de delta como parte de retrotransposones Ty1 o como elementos aislados. Sin
embargo estas secuencias delta estan concentradas en regiones gendmicas contiguas a
los genes tRNA (Eigel y Feldmann, 1982). El niumero y la localizacién de estos elementos
posee una cierta variabilidad intraespecifica, que fue aprovechada por Ness vy
colaboradores (1993) para desarrollar cebadores especificos (61 y d,) utiles para
diferenciar cepas de S. cerevisiae. Estos autores muestran que la estabilidad de los
elementos 8 es suficiente para aplicar esta técnica como método de identificacion de
cepas de S. cerevisiae a nivel industrial, como mostraron posteriormente numerosos
autores. Algunos de estos trabajos muestran la gran variabilidad que revela esta técnica
entre aislados de la especie S. cerevisiae con respecto a otras técnicas muy resolutivas
como el analisis de restriccion del mtDNA vy la electroforesis de cromosomas (Fernandez-
Espinar y col., 2001; Pramateftaki y col., 2000).

Recientemente, Legras y Karst (2003) optimizaron la técnica mediante el disefio de
dos nuevos cebadores (612 ¥ 82¢1) que se localizan muy préximos a & y 8,. Su uso
combinado revela un mayor polimorfismo que se refleja con la aparicién de un mayor
numero de bandas. Schuller y colaboradores (2004) lo confirmaron posteriormente
mostrando que la combinacion de 6, y 64, identificaba el doble de cepas que el juego de
cebadores disefiado por Ness y colaboradores (1993).

Un inconveniente importante que puede presentar esta técnica es la influencia de la
concentracion de DNA en el perfil obtenido (Fernandez-Espinar y col., 2001; Schuller y
col., 2004). Aunque este problema se evita estandarizando la concentracion de DNA, la
comparacion de resultados entre laboratorios resulta complicada. Otro problema que
presenta la técnica es la aparicion de bandas inespecificas debido a la baja temperatura

de hibridacién (42°C) utilizada durante la reaccion de amplificacion. Recientemente, Ciani
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y colaboradores (2004) emplearon una temperatura de anillamiento de 55°C para la
caracterizacion de cepas vinicas de S. cerevisiae. De esta manera se obtienen perfiles de
amplificacion mucho mas estables, aunque con menor numero de bandas. Como se
aprecia en la Tabla 5, los trabajos recientes que utilizan esta técnica para caracterizacion
de levaduras asociadas a alimentos, se han centrado Unicamente en la especie S.

cerevisiae.

2.2.3.4. AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism).

AFLP es una técnica basada en la amplificacion selectiva por PCR de fragmentos
de restriccion de una digestion total de DNA. Los fragmentos son separados en geles de
acrilamida visualizados por auto-radiografia o en equipos de secuenciacion automaticos
(Vos y col., 1995).

Al igual que en el caso de RAPDs, no se necesita informacion previa sobre la
secuencia para el disefio del cebador, es muy reproducible y aporta una gran cantidad de
informacién. AFLP es una técnica util para discriminar levaduras a nivel de cepa como
mostraron de Barros Lopes y colaboradores (1999). Sin embargo presenta el
inconveniente de ser una técnica muy laboriosa, ya que requiere secuenciadores
automaticos y material muy sofisticado, y dificil interpretacion de los datos. Aunque la
técnica ha sido muy utilizada para el estudio de bacterias, plantas y animales, en el caso
de las levaduras son pocos los trabajos al respecto (Boekhout y col., 2001; Borst y col.,
2003; Dassanayake y Samaranayake, 2003; Theelen y col., 2001; Trilles y col., 2003).
Ademas, estos trabajos no abordan el estudio de levaduras asociadas a alimentos.
Recientemente, Azumi y Goto-Yamamoto (2001) utilizaron nueve oligonucleétidos para
caracterizar y agrupar levaduras industriales, aisladas de bebidas alcohdlicas y productos

de panaderia, pertenecientes al grupo Saccharomyces sensu stricto (Tabla 5).
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Tabla 5. Técnicas moleculares mas frecuentemente utilizadas para la caracterizacién de cepas de

levadura de alimentos y bebidas, y su aplicacién en los ultimos 5 afos.

Técnica

Especies diana

Matriz alimentaria

Referencias (de 2000 a
2005)

Electroforesis
de
cromosomas

RFLP mtDNA

PCR-RAPD

Micro y
minisatélites

Yarrowia lipolytica, Candida
zeylanoides
S. bayanus

S. cerevisiae, S. bayanus, S.
pastorianus
S. cerevisiae

S. cerevisiae, S. bayanus
S. bayanus

S. cerevisiae

S. cerevisiae/ no-Saccharomyces (@)

Debaryomyces hansenii

S. cerevisiae

S. cerevisiae/ no-Saccharomyces ()

. cerevisiae/ no-Saccharomyces ©
. cerevisiae, K. Marxianus, K. lactis
. cerevisiae

. hansenii

. cerevisiae

. cerevisiae

. cerevisiae, Candida humilis
. cerevisiae

. cerevisiae

HDLLLOLTOD LWnw

Y. lipolytica, C. zeylanoides

Y. lipolytica

S. cerevisiae

Geotrichum candidum
Schizosaccharomyces pombe

S. cerevisiae

Geotrichum candidum, D. hansenii
No-Saccharomyces @
S. cerevisiae, C. humilis

Pichia galeiformis

S. cerevisiae, Kloeckera apiculata
S. cerevisiae

Candida stellata, M. pulcherrima,
Kloeckera apiculata, S. pombe
S. cerevisiae

S. cerevisiae
S. cerevisiae
P. galeiformis

Aves

Vino
Cerveza

Cachaca

Sidra

Vino

Vino

Uvas y vino
Quesos

Vino

Cacao fermentado

Vino
Queso
Mosto y vino

Queso

Vino

Mosto

Masa de pan
Vino

Vino

Aves

Salchichas
Cachaca

Queso

Cachaca

Masa de pan
Productos lacteos
Queso

Masa de pan
Zumo de naranja

Vino
Cerveza
Vino

Vino
Vino
Vino
Zumo de naranja

Deak y col., 2000

Naumov y col., 2000
Jespersen y col., 2000

Guerra y col., 2001

Naumov y col., 2001
Naumov y col., 2002
Martinez y col., 2004
Rodriguez y col., 2004
Petersen y Jespersen, 2004
Valero y col., 2005
Jespersen y col., 2005

Pramateftaki y col., 2000
Suzzi y col., 2000
Fernandez-Gonzalez y col.,
2001

Petersen y col., 2002
Granchi y col., 2003
Cappello y col., 2004
Foschino y col., 2004
Martinez y col., 2004
Valero y col., 2005

Deak y col., 2000

Gardini y col., 2001
Guerra y col., 2001
Marcellino y col., 2001
Gomes y col., 2002
Suzzi y col., 2003
Vasdinyei y Deak, 2003
Fadda y col., 2004
Foschino y col., 2004
Pina y col., 2005

Caruso y col., 2002
Naumova y col., 2003
Capece et al., 2003

Howell y col., 2004
Valero y col., 2005
Legras y col., 2005
Pina y col., 2005
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Continuaciéon Tabla 5

Técnica Especies diana Matriz alimentaria Referencias (de 2000 a
2005)
8 PCR S. cerevisiae Vino Pramateftaki y col., 2000
Lopes y col., 2002
Mosto Cappello y col., 2004
Masa de pan Pulvirenti y col., 2004

(e)

AFLP Saccharomyces sensu stricto Bebidas alcohdlicas, Azumi y Goto-Yamamoto,

productos panaderia. 2001

@ Candida guillermondi, C. pulcherrima y Kloeckera apiculata. ® C. krusei, Hansenula guilliermondii, Pichia

(c)

membranefaciens y Saccharomyces kluyveri C. stellata, Hanseniaspora uvarum, Metschnikowia pulcherrima vy

Torulaspora delbruckii ‘" C. lambica, C. zeylanoides, D. hansenii, Geotrichum candidum y Kluyveromyces lactis © S.

cerevisiae, S. bayanus, S. carlsbergensis, S. paradoxus, y S. pastorianus.

3. Técnicas cuantificacion de levaduras alterantes de alimentos.

La determinacion del grado de contaminacion por levaduras en los alimentos y
bebidas procesadas es esencial para asegurar la calidad del producto final. Por tanto,
resulta imprescindible conocer el numero de levaduras, tanto beneficiosas como
alterantes, asociadas a bebidas y alimentos fermentados (Deak y Beuchat, 1996).

Tradicionalmente se han utilizado los métodos de recuento en placa para la
deteccion y enumeraciéon de levaduras. El medio ideal deberia impedir el crecimiento de
hongos filamentosos y bacterias, permitiendo el crecimiento de aquella levadura o grupo
de levaduras que tengan relevancia en un alimento o bebida particular. Aunque no existe
el medio ideal, en la literatura se describen una serie de medios que han permitido a la
industria alimentaria monitorizar las levaduras en un amplio rango de alimentos (Barnett y
col., 1990; Beuchat y Hocking, 1990; Davenport, 1980a; Fung y Liang, 1990; Kreger van
Rij, 1984; Pitt y Hocking, 1985).

A continuacién se describen con mas detalle los métodos de recuento tradicionales,
asi como las nuevas técnicas que permiten la deteccion y enumeracion de levaduras

alterantes en la industria alimentaria.
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3.1. Métodos convencionales de enumeracion de levaduras (Recuento en

placa).

En el método de recuento en placa existe una serie de procedimientos a tener en
cuenta que incluyen la toma de la muestra, las técnicas de pre-tratamiento de la muestra
(maceracién, seleccion del diluyente, enriquecimiento) y seleccién del medio de

aislamiento.

3.1.1. Técnicas de pre-tratamiento.

Cualquier muestra alimentaria debe homogeneizarse utilizando el diluyente
adecuado en funcion del microorganismo que se desea aislar. A modo de ejemplo, el
aislamiento y recuento de levaduras osmotolerantes como Z. rouxii, requiere diluyentes
con elevado contenido en solutos, como la glucosa o el glicerol, para obtener una ay,
similar a la del alimento de origen (Hernandez y Beuchat, 1995). De esta manera se
consigue un efecto protector frente al estrés osmético.

Los meétodos de enriquecimiento se utilizan comunmente para detectar bacterias
patégenas en alimentos. Sin embargo, algunos autores han sugerido el enriquecimiento
de cultivos para detectar especies de levaduras. Asi, ya que las levaduras alterantes
pueden estar presentes en los alimentos a muy bajos niveles, el enriquecimiento podria
suponer una mejora de su deteccién (Loureiro y Malfeito-Ferreira, 2003). Ademas, el
enriquecimiento puede ser muy util para el crecimiento y seleccién de levaduras
alterantes que se encuentran en estado subletal debido a procesos térmicos, osméticos o

quimicos (Thomas y Ackerman, 1988).

3.1.2. Medios de cultivo selectivos y diferenciales.

Para la industria alimentaria, resulta interesante determinar el nimero de ciertas
especies de levaduras, aisladas de alimentos especificos. Ademas, la mayoria de
levaduras inocuas crecen rapidamente, inhibiendo el crecimiento lento de las levaduras
alterantes. Por tanto, resulta interesante utilizar medios selectivos y diferenciales que
favorezcan el crecimiento especifico de levaduras alterantes directamente en la placa
empleada para su aislamiento.

Algunas estrategias para desarrollar medios selectivos y diferenciales de levaduras
alterantes, se basan en formulaciones descritas por Phaff y colaboradores (1978) o

Davenport (1980a). Existen varios tipos de medios en funcion del tipo de levaduras que
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se pretenda aislar y enumerar: levaduras resistentes a acido, levaduras osmofilicas, etc.
Asi, de forma tradicional se han utilizado medios acidificados, como agar patata dextrosa
(pH 3,5) o agar extracto de malta (MEA) (pH 4,8), que inhiben el crecimiento bacteriano.
Estos medios no permiten el crecimiento de levaduras con estructura o metabolismo
afectado, permitiendo ademas el crecimiento de bacterias de acido Iactico.
Alternativamente se ha aplicado el uso de antibiéticos, como cloramfenicol, oxitetraciclina
o gentamicina, que mejora el aislamiento de levaduras (Beuchat, 1993).

El aislamiento de levaduras osmofilicas se basa en la utilizacion de suplementos de
glucosa, fructosa, sacarosa o glicerol. A modo de ejemplo, el medio agar DG18 (a,, 0,95)
es el unico comercial (Hocking y Pitt, 1980), mientras que el agar extracto de malta-
extracto de levadura-glucosa (MYG) fue desarrollado por Pitt y Hocking (1985) para el
aislamiento de hongos osmotolerantes y osmofilicos, incluyendo levaduras. Se han
desarrollado estrategias similares de adicidn de agentes selectivos para aislar levaduras
de bebidas alcohdlicas. Por ejemplo, el agar lisina selecciona unicamente aquellas
levaduras contaminantes de bebidas que pueden utilizar la lisina como Unica fuente de
nitrégeno. Otros utilizados son el agar diferencial Schwarz (SDM), que contiene una
mezcla de fucsina y sulfito, o el medio ESY, que contiene extracto de levadura, etanol y
sulfito para seleccionar el crecimiento de levaduras Saccharomyces (Deék y Beuchat,
1996). El medio BSM (Millipore) permite seleccionar levaduras del género Dekkera spp,
aunque resultados practicos con este medio han demostrado la posibilidad de crecimiento
de otras especies que pueden confundirse con Dekkera (Stender y col., 2001).

Otras aproximaciones se basan en la deteccion de caracteristicas enzimaticas
particulares, gracias a la adicién de compuestos cromogénicos o fluorogénicos en el
medio. Algunos de los medios cromogénicos disefiados para la deteccién y enumeracion

de levaduras contaminantes de alimentos se describen en la Tabla 6.
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Tabla 6. Medios de cultivo cromogénicos desarrollados recientemente para la

diferenciacion y enumeracion de levaduras alterantes de alimentos.

Medio Especie diana Caracteristicas diferenciales Alimento Referencia

YLM Y. lipolytica Decoloracién marrén del agar que  Quesos Carreiray
contiene tirosina Loureiro, 1998

KDM Kluyveromyces Colonias azules por presencia de Productos Valderrama y

marxianus y K. lactis B-galactosidasa lacteos col., 1999
ZDM Z. bailii Colonias azules en presencia de  vino Schuller y col.,
glucosa y acido férmico 2000
D. hansenii, K. Colonias salmén y azul oscuro Alimentos de de Siloniz 'y
marxianus, P. anomala por actividad B-glucosidasay B- awintermedia col., 2000
galactosidasa (IMF)

DBDM Dekkera/Brettanomyces  Colonias amarillo-verdosas, Vino, Rodrigues y
utilizacion acido p-coumarico, refrescos col., 2001b
resitencia cicloheximida, olor
fendlico

CHROM  Candida spp @ Colonias de distintos colores Ensaladas Tornai-Lehoczki
segun especie y col., 2003

DDM D. hansenii * Colonias violeta por actividad f3- Carnes, Quirés y col.,
glucuronidasa quesos 2005

@ gl CHROM agar fue inicialmente desarrollado para la deteccién de levaduras de interés clinico, como Candida
albicans, C. tropicalis y C. krusei.(Odds y Bernaerts, 1994). ®) permite diferenciar la especie D. hansenii de otras

especies como C. rugosa, I. orientalis, P. membranaefaciens, R. mucilaginosa'y Z. bailii.

3.2. Métodos rapidos de enumeracioén de levaduras.

La técnica de recuento en placa para la deteccion y enumeracion de levaduras
resulta sencilla, sin embargo, presenta una serie de inconvenientes, entre los cuales
destaca su laboriosidad, asi como su baja reproducibilidad. Otro aspecto importante es
que la formacién de colonias a menudo procede de agregados de células, dando lugar a
errores importantes en el recuento. Ademas, el crecimiento lento de las levaduras
asociadas a alimentos limita el uso de esta técnica, ya que se precisan largos periodos de
incubacion.

Por tanto, la deteccién y cuantificacién de células viables, directa o indirectamente,

debe realizarse mediante métodos rapidos, precisos, sensibles y reproducibles.
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A continuacién se detallan algunos de los métodos rapidos desarrollados

recientemente.

3.2.1. PCR a tiempo real.

La PCR a tiempo real es una técnica de reciente desarrollo y representa un avance
significativo en el desarrollo de técnicas moleculares basadas en acidos nucleicos. Como
se detalla en el punto 2.1.3 de la introduccion, esta técnica permite la monitorizacion de la
sintesis de nuevos fragmentos durante la PCR mediante fluorescencia (Heid y col., 1996).
Entre las ventajas de la PCR a tiempo real, destaca la posibilidad de cuantificar
cantidades iniciales de acidos nucleicos en un amplio rango de cuantificacion (mas de
ocho oérdenes de magnitud), relacionandose con una determinada cantidad de células.
Esta caracteristica junto con su rapidez y sensibilidad, la han convertido en una buena
alternativa frente a otros métodos de deteccidén y enumeracién de levaduras asociadas a

alimentos.

3.2.1.1. Formatos para la deteccion del amplificado.

A través de estrategias de deteccion inespecifica, la fluorescencia puede ser
producida utilizando agentes intercalantes de DNA. Hasta el momento, se han utilizado el
bromuro de etidio (Higuchi y col., 1993) o el YO-PRO-1 (Tseng y col., 1997). Sin
embargo, el mas utilizado es el SYBR Green |, el cual se une al DNA de doble cadena
produciendo un incremento de la fluorescencia a medida que aumenta la cantidad de
producto de PCR durante la fase de elongacion (Figura 3a). Recientemente, se ha
descrito una nueva molécula intercalante, BEBO, de caracteristicas similares al SYBR-
Green | (Bengtsson y col., 2003).

La deteccion especifica de fluorescencia se lleva a cabo mediante sondas
fluorescentes, que se agrupan principalmente en dos tipos: sondas de hidrdlisis y sondas
de hibridacién (Figura 3). La sonda de hidrélisis mas utilizada es la llamada sonda
Tagman y se caracteriza por tener unidos un fotocromo emisor de fluorescencia
(“Reporter”) y un fotocromo que absorbe fluorescencia (“Quencher”) (Figura 3b). Cuando
ambos fotocromos estan unidos a la sonda, el donador no emite senal. Pero, cuando la
sonda se une a la secuencia de interés durante la reaccién de PCR, la actividad
exonucleasa de la Taq polimerasa activa al fotocromo emisor de la sonda, permitiendo la
emisidon de una sefal fluorescente. La senal fluorescente del donador acumulada en los

sucesivos ciclos de PCR se va monitorizando. A diferencia de las sondas de hidrdlisis, la
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fluorescencia generada por las sondas de hibridacion se produce por un cambio en su
estructura secundaria durante la fase de hibridacion, lo que resulta en un incremento de
la distancia que separa el donador y el receptor. Las sondas mas relevantes en este
formato son las sondas en bucle y las FRET (Figura 3c y 3d). Las sondas con forma de
bucle (Molecular Beacons, Scorpion primers) poseen secuencias repetidas invertidas
(ITR) en sus extremos 5y 3". Este disefio permite que se forme una estructura de bucle
por complementariedad de las dos regiones ITR, en ausencia de la secuencia diana.
Cuando la sonda se une al ADN diana, se produce una separacion de los fluorocromos,
que da lugar a la emision de fluorescencia. Por ultimo, las sondas de hibridacién FRET
consisten en dos sondas, donador (D) y aceptor (A), de unién a la regiéon a amplificar, con
distinto marcaje fluorescente. La transferencia de energia de resonancia soélo ocurre
cuando ambas sondas se unen al ADN diana muy proximas entre si (entre 1-5

nucleoétidos de distancia).
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Figura 3. Sistemas de deteccion en PCR a tiempo real.
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Todos estos sistemas de fluorescencia tienen ventajas e inconvenientes que
determinaran su eleccion. Por ejemplo, si se quiere un sistema simple, econémico y facil
de usar se elegira SYBR green. Sin embargo, durante la reaccién de PCR éste se puede
unir a dimeros de cebadores y a otros productos inespecificos resultando en una
sobreestimacion de la concentracion de DNA diana (Halford, 1999; Halford y col., 1999).
Si se desea una mayor especificidad se recurrira al sistema con sondas. Ademas, en el
caso de las sondas FRET, el uso de dos sondas independientes resulta en una maxima
especificidad y flexibilidad en el disefo de la sonda. Al no producirse hidrélisis de las
sondas, la fluorescencia es reversible, lo que permite la generacion de curvas de
disociacion. Recientemente, el uso simultaneo de varias sondas fluorogénicas ha
permitido la discriminacion de multiples amplicones (PCR multiplex a tiempo real). Sin
embargo, el numero de fluoréforos disponibles es muy limitado, y normalmente se utiliza

una fuente de luz monocromatica, por lo que la técnica no esta muy extendida.

3.2.1.2. Disefio del ensayo de PCR a tiempo real.

Uno de los parametros mas importantes en el disefio de un ensayo de PCR a
tiempo real es el tamano del amplificado y la temperatura de hibridacion (T,,) de los
oligonucledtidos y/o sondas a utilizar. El tamano optimo del fragmento a amplificar debe
ser de 150 pb, sin embargo fragmentos de 300 pb amplifican eficientemente. Esto es
debido a que los fragmentos cortos son mejor desnaturalizados durante la PCR,
permitiendo a los oligonucleétidos y sondas competir mas eficientemente por la unién a
sus secuencias diana. Ademas, los tiempos de polimerizacién seran mas cortos, por lo
que se reduce la formacién de artefactos y la duracion del ensayo. La T,, de las sondas
es también un parametro critico. Como los oligonucleétidos se extienden tan pronto se
unen a su diana, la secuencia diana de hibridaciéon queda enmascarada rapidamente por
nuevo DNA sintetizado. Por tanto, es recomendable utilizar sondas con una T, mayor
(unos 10 °C) que la de los oligonucledtidos.

Existen programas informaticos que permiten el disefio de cebadores y sondas
adecuados para las condiciones de PCR a tiempo real. Normalmente el disefio se aborda
a partir de datos de secuencia de genes o regiones que han resultado utiles para
establecer relaciones filogenéticas entre especies, y que ademas poseen la ventaja de
ser facilmente obtenibles a través de Internet. Estas secuencias son las correspondientes
a la region ribosémica D1/D2 (Kurztman y Robnett, 1998), al gen mitocondrial COX2
(Belloch y col., 2000; Kurztman y Robnett, 2003) y al gen nuclear de la actina (Daniel y
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Meyer, 2003). En algunas ocasiones, las divergencias nucleotidicas encontradas para
estas secuencias entre algunas especies no son suficientes para el disefio de los

cebadores y habra que recurrir a marcadores moleculares que revelen mayor variabilidad.

3.2.1.3. Andlisis de cuantificacion.

Como se ha comentado anteriormente, la fluorescencia emitida por los fluoréforos
puede ser visualizada como una curva de amplificacion, que presenta diferentes fases. La
fase de iniciacién ocurre durante los primeros ciclos, donde la fluorescencia emitida no
puede distinguirse de la basal (Figura 4). Durante la fase exponencial o logaritmica, hay
un incremento exponencial de fluorescencia antes de alcanzar la fase “plateau” (donde ya
se han consumido los reactivos y no se observa incremento de fluorescencia). La
cuantificacion solo es posible durante la fase exponencial. La cantidad de DNA al inicio
de la PCR puede determinarse mediante la interpolacion del valor de C; (“threshold
cycle”) en una curva estandar linear de valores de C; construida a partir de diluciones
seriadas de DNA de concentraciones conocidas. Esta curva estandar correlaciona
valores de fluorescencia emitida (C;) con la concentracion inicial de los estandares
utilizados. El resultado se obtiene por la interpolacién en la curva estandar de la

fluorescencia producida durante la amplificacion de la muestra.
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Figura 4. Modelo de curva de amplificacion, mostrando los términos utilizados habitualmente en
PCR cuantitativa.
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3.2.2. Otras técnicas rapidas de enumeracion de levaduras.

Existe un conjunto de métodos que, basados en las técnicas convencionales,
permiten acelerar el procedimiento mediante automatizacion. A modo de ejemplo estan
Petrifilm, Redigel y SimPlate, cuya eficiencia es similar a la obtenida mediante recuento
en placa (Beuchat y col., 1998).

Aunque los métodos anteriores dependen todavia del paso de obtencion del cultivo,
existen otros que no lo requieren. Es el caso de la microscopia de epifluorescencia y la
citometria de flujo (de Boer y Beumer, 1999; Veal y col., 2000). La epifluorescencia es
una técnica que se basa en el filirado de la muestra pre-tratada, la tincién de las células
en membrana con naranja de acridina y el recuento de las células por microscopia
epifluorescente. Ha sido utilizada para enumerar levaduras aisladas de zumos, yogurt,
vino y cerveza, y se describe como un método muy rapido (menos de 30 minutos) y
sensible (Cootes y Johnson, 1980). Sin embargo, en ocasiones se requieren largas
preincubaciones de la muestras, y no permite diferenciar células viables de no viables
(Rodrigues y Kroll, 1986).

Una técnica relativamente reciente es la citometria de flujo, que permite un rapido
recuento de los microorganismos. Esta técnica se basa en la dispersion de luz por parte
de las células y el uso de uniones fluorescentes para facilitar la discriminacién de
microorganismos del material de fondo (Veal y col., 2000). Sus principales ventajas son la
objetividad y rapidez, permitiendo detectar células viables. Los resultados obtenidos en
trabajos previos muestran una buena correlacion con el recuento en placa, aunque una
baja sensibilidad, siendo necesarios pasos de enriquecimiento selectivo (Jespersen vy
col., 1993).

El numero mas probable (NMP) es una técnica clasica muy utilizada para estimar la
carga microbiana de un alimento (Harrigan, 1998). Se usa con frecuencia en alimentos
sélidos, aunque también se ha descrito su uso en vinos (Rodrigues y col., 2001b). Si
ademas, se utilizan medios selectivos, resulta muy util para enumerar levaduras
alterantes fermentativas.

La hibridacion fluorescente in situ (FISH) utiliza moléculas fluorescentes para
localizar genes o fragmentos de DNA. La técnica consiste en preparar sondas
complementarias de las secuencias de DNA que se quieren examinar. Estas sondas se
"marcan" con moléculas fluorescentes (por ejemplo biotina o fluoresceina) vy
posteriormente se hibridan o unen al DNA complementario permitiendo localizar las

secuencias especificas. Aunque esta técnica se ha aplicado fundamentalmente para la
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deteccién y enumeracion de especies de interés clinico como Candida spp (Oliveira y
col., 2001; Rigby y col., 2002), se ha utilizado también para deteccion de levaduras
alterantes de vino, como D. bruxellensis (Connel y col., 2002; Stender y col., 2001).

Las técnicas inmunoldgicas destacan por su especificidad y sensibilidad. Aunque se
han desarrollado varias metodologias para la deteccion de hongos en alimentos, como
inmunofluorescencia o ELISA, su aplicacion a levaduras no ha resultado exitosa. Asi,
algunas levaduras producen antigenos termoestables, ltiles para la deteccién. Sin
embargo, las condiciones de crecimiento influyen en la cantidad de antigenos
extracelulares producidos por las levaduras. Ademas, los anticuerpos utilizados detectan
tanto células viables como células muertas. Por tanto, aunque en algunos casos puede
utilizarse como método alternativo, en general la aplicacion de inmunoensayos basados
en la deteccion de antigenos extracelulares de levadura no se ha desarrollado con éxito
(Middelhoven y Notermans, 1993).

Finalmente cabe destacar la técnica de NASBA, descrita anteriormente, que
ademas de ser util como método de identificacion, puede utilizarse para la cuantificacion
de microorganismos, gracias a la introduccion de “molecular beacons”. Existen diversos
trabajos que utilizan este método como estrategia de cuantificacién, sin embargo la
mayoria estan centrados en virus, sin que se conozca, hasta el momento, aplicacién a

levaduras.

4. Aplicaciones.

4.1. Estudio de la diversidad de levaduras en alimentos.

Segun el concepto ecoldgico en microbiologia de alimentos, el alimento puede ser
considerado como un buen habitat para el crecimiento de los microorganismos. El origen,
desarrollo y sucesién de tales microorganismos dependeria de factores ecoldgicos que
influyen en la expresion fisiolégica de las células (Deak y Beuchat, 1996). En el caso de
las levaduras alterantes, existe una gran cantidad de levaduras aisladas de diferentes
alimentos, las cuales podrian estar o no correctamente identificadas, y estar o no
implicadas en la alteracién del alimento. Existen pocos estudios sobre el origen de tales
levaduras, la ecologia de estas levaduras en el ambiente natural, y en la industria de
produccion del alimento. Por tanto, resulta de gran interés conocer la respuesta de las
levaduras a factores intrinsecos y extrinsecos del ambiente del alimento, ya que esto

determinara la posible alteracion del mismo.
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Habitualmente, existe una clara correlacion entre el nimero de levaduras, la
especie y el tipo de alimento que colonizan. Muchas levaduras estan asociadas a plantas
y animales, por lo que podran encontrarse en los alimentos posteriormente procesados.
Algunas asociaciones son muy especificas, pudiendo determinarse diferencias de
comunidades de levaduras entre diferentes tipos de alimentos (Dedk y Beuchat, 1996).
El estudio de la cantidad y tipo de levaduras que coloniza un ingrediente o alimento en
particular, junto con la frecuencia y distribucion de estas especies, permitira establecer
las estrategias ecoldgicas para prevenir la alteracion de alimentos causada por
levaduras.

El continuo desarrollo de herramientas moleculares para una rapida identificacion
de los microorganismos, ha facilitado los estudios de diversidad de levaduras en el
habitat del alimento. Las técnicas de identificacion de levaduras basadas en biologia
molecular, descritas en el apartado 2.1, han permitido determinar las especies de
levaduras asociadas alimentos especificos, demostrando no sélo su papel beneficioso (al
participar en procesos fermentativos), sino también su potencial como alterantes. Existen
diversos trabajos centrados en el estudio de las poblaciones de levaduras en diversos
alimentos, algunos de los cuales se detallan en la Tabla 2 y 4. Estos estudios han sido
de gran utilidad para evaluar la precision y aplicabilidad de las distintas técnicas de
identificacion de levaduras, antes mencionadas. Asi, a modo de ejemplo, Foschino y
colaboradores (2004) realizaron una comparacion entre técnicas de cultivo y técnicas
moleculares para identificar las levaduras presentes en masa de pan, revelando la
presencia de levaduras pertenecientes a C. humilis y Saccharomyces sensu stricto.
Meroth y colaboradores (2003) determinaron en masa de pan una amplia variedad de
levaduras que no se habian descrito previamente, como Saccharomyces servazii, S.
uvarumy D. bruxellensis.

La presencia de levaduras en bebidas alcohdlicas ha sido ampliamente estudiada.
Existen numerosos trabajos que describen las levaduras presentes en vinos, la mayoria
centrados en la diversidad presente en la uva, durante las distintas fases de
fermentacion del mosto, en la botella o en el ambiente de la bodega (Deék y Beuchat,
1996). Se han descrito enormes variaciones en el tipo y cantidad de especies de
levaduras en el mosto, en funcién de la variacion en los ecosistemas (por tratarse de
distinta bodega o distintas areas geograficas). Otras bebidas alcohdlicas, como sidra y
cerveza, también han sido estudiadas desde el punto de vista de diversidad de
levaduras, ya que éstas pueden tener un papel importante como alterantes. Algunos de

los trabajos de reciente publicacién se describen en la Tabla 4.
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En el caso de productos lacteos, las levaduras tienen un papel importante no sélo
en la fermentacion sino también en la maduracion de determinados quesos. Los
alimentos lacteos suponen un nicho ecoldgico especial que selecciona la presencia y
actividad de especies de levaduras determinadas, como aquellas que asimilan y
fermentan la lactosa o que tienen actividad proteolitica y lipolitica (Deak y Beuchat,
1996). Existen numerosos trabajos que demuestran la diversidad de levaduras en
lacteos, como leche, yogurt y quesos, y en los que queda demostrado el papel de las
levaduras como alterantes. Entre los trabajos mas recientes, Cappa y Cocconcelli (2001)
identificaron la presencia de las especie Z. microellipsoides en yogurt y queso (Tabla 4).
El papel de Pichia anomala como alterante de yogurt también quedé demostrado por
Caggia y colaboradores (2001). Ademas, el estudio de la diversidad de levaduras en
quesos, ha permitido evaluar su papel en las propiedades funcionales y sensoriales del
producto (Romano y col., 2001).

Las levaduras forman una pequena parte de la microflora natural de la carne. Su
capacidad para crecer a bajas temperaturas, altas concentraciones de sal y poco
oxigeno, les permite proliferar en productos carnicos refrigerados, curados o envasados.
Hay numerosos trabajos que han estudiado la presencia de levaduras en carnes,
salchichas y aves. En dichos estudios, la aplicacion de técnicas moleculares ha sido
también muy util para identificar la microbiota presente y estudiar los cambios fisico-
quimicos durante la fermentaciéon y maduracion. Un ejemplo es el reciente trabajo de
Rantsiou y colaboradores (2005), quienes determinaron la presencia de las especies D.
hansenii, Willopsis saturnus y diversas especies de Candida en salchichas fermentadas,
mediante la aplicacion de métodos de cultivo y PCR-DGGE. En otros productos carnicos,
como las aves, se ha evidenciado la predominancia de las especies Y. lipolytica y C.
zeylanoides, mediante RFLPs de la region 5,8S- ITS, sugiriendo el importante papel que
pueden tener como alterantes de estos alimentos (Deak y col., 2000, Deak, 2001).

Ademas de la importancia que supone conocer las especies asociadas a distintos
alimentos, resulta de gran interés conocer la diversidad genética de una determinada
especie de levadura en el alimento. Las técnicas moleculares de tipificacion se han
utilizado recientemente con éxito para estudios de ecologia de levaduras en alimentos
(Tabla 5). Esto ha permitido realizar estimaciones de la diversidad genética, la posicion
taxondmica, o la relacion geografica entre distintos aislados de cerveza, vino, mostos y
otras bebidas fermentadas (Briones y col., 1996; Guerra y col., 2001; Naumova y col.,
2003; Martinez y col., 2004).
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4.2. Estudio del origen de contaminaciéon en la cadena de produccion

alimentaria.

La mayoria de levaduras alterantes (Tabla 1) estan universalmente distribuidas,
pudiendo producir los mismos efectos en distintos alimentos de diferentes areas
geograficas. Solo algunas especies de reciente descripcion (Z. lentus, Z.
kombuchaensis) pueden tener habitats Unicos, o localizarse en regiones geograficas
especificas. Por otra parte las levaduras alterantes muestran especial resistencia a
factores como temperatura, azucar, sal, etanol o conservantes (acidos débiles), lo que
condiciona que habiten de forma especifica distintos alimentos. Sin embargo, cabe
preguntarse si existen otros mecanismos especificos que conducen a la contaminacion
del alimento.

El estudio del ecosistema natural de la levadura, asi como el habitat relacionado
con la producciéon y almacenamiento del alimento, resulta esencial para establecer las
fuentes de infeccidn de levaduras alterantes. Las frutas y hortalizas representan el mejor
habitat natural para algunas especies de levaduras, incluyendo las osmofilicas como Z.
bailii y Z. rouxii (Tilbury 1980a, 1980b), por lo que se describen como un importante
origen de contaminacion. Los azucares o jarabes también suponen una fuente de
infeccidén importante de levaduras osmofilicas (Schmidt, 1995). Ademas, el agua que
forma parte de alimentos y bebidas o que se utiliza para la limpieza de maquinaria,
puede suponer una fuente de levaduras (Schmidt, 1995). Por otra parte, aunque no es
habitual que el aire suponga un origen de contaminacién, puede ser motivo de
contaminacion por levaduras como Rhodotorula y Sporodiobolomyces spp, descritas
como “levaduras de higiene” (Davenport, 1996). Los insectos, como moscas y abejas,
actuan como vectores de la contaminacion. Algunas de las especies que estan
asociadas a insectos son D. hansenii, C. parapsilosis, P. membranaefaciens, S.
cerevisiae, . orientalis y S. ludwigii (Lachance y col., 1995). Se ha descrito que algunos
insectos, como las abejas, pueden transportar levaduras osmofilicas, incluyendo Z.
rouxii. Recientemente se relaciond la contaminacién de alimentos con alto contenido en
azucar con algunas especies de Candida, aisladas de distintos insectos (Lachance y col.,
2001; Stratford y col., 2002). Por ultimo, la utilizaciéon de equipos sucios o contaminados
para la fabricacion o procesado del alimento es probablemente la causa mas comun de
infeccidn por levaduras en la industria.

A modo de ejemplo se puede nombrar el caso concreto de la industria vinica. El
ambiente de produccién del vino se puede dividir en los vifiedos y la bodega. Existen muy

pocos estudios sobre ecologia en los vifiedos, por lo que la informacién sobre los
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microorganismos presentes en la uva estd muy sesgada. Basicamente las levaduras se
distribuyen en el suelo, aire y plantas, donde los insectos tienen una importante funcion
como vectores. La diversidad de levaduras esta condicionada por factores como el clima,
el estado y la variedad de la uva. Sin embargo, la necesidad de medios selectivos y de
largos periodos de incubacion para su aislamiento, ha dado lugar a una falta de
informacién sobre las levaduras alterantes que habitan en la uva (Loureiro y Malfeito-
Ferreira, 2003). Por otra parte, las levaduras presentes en la bodega proceden tanto de la
uva como de insectos, siendo las propiedades intrinsecas del vino las que influiran en la
evolucion de las comunidades microbianas. Ademas, el tipo y frecuencia de levaduras
alterantes varia, segun se trate de la zona de produccidén, almacenamiento o
embotellado. Asi, especies procedentes de la uva y que son contaminantes tipicas en
barril son P. membranaefaciens, P. anomala y Candida spp, que forman peliculas en la
superficie del vino. Ocasionalmente, M. pulcherrima y H. uvarum pueden producir etil
acetato y acido acético en fases iniciales de la fermentacion, deteriorando los vinos
(Sponholz, 1992). Se ha sugerido que la presencia de especies de Brettanomyces se
origina por focos de contaminacién en la bodega, como los barriles de roble (Chatonnet y
col.,, 1992). La contaminaciéon del vino también se produce durante el proceso de
embotellado, siendo puntos criticos los filtros y los tapones de corcho. En vinos dulces,
las contaminaciones se producen por las especies Z. bailii, S. cerevisiae y S. ludwigii, ya
que son resistentes a los conservantes y baja a,, del producto final.

Ademas del origen de las levaduras alterantes, es importante considerar la
frecuencia de éstas en la industria de producciéon. A diferencia de lo esperado, las
especies consideradas como alterantes extremofilas (Z. rouxii, Z. bailii, Saccharomyces
sensu stricto, S. ludwigii), son poco habituales en la industria, y se presentan en muy
bajo numero (Stratford, 2005). Otras levaduras, que forman parte del grupo 2 de
Davenport (levaduras alterantes/higiene) (Tabla 1), se encuentran comunmente en las
industrias, en una frecuencia de aislamiento moderada. Por esta razén, la mayoria de
casos de alteracion estan causados por estas levaduras, dando lugar a signos menos
evidentes.

Son muy pocos los trabajos que abordan el estudio del origen de las levaduras y su
trazabilidad a lo largo de la cadena de produccion del alimento. La utilizacion de técnicas
moleculares para la caracterizacion de las especies de levadura a nivel de cepa, ha
permitido establecer estrategias para la prevencion y control de la alteracion de
alimentos. Pina y colaboradores (2005) estudiaron el origen de contaminacién durante la
cadena de produccién de zumos de naranja envasados, antes y después de la

pasteurizacién, durante el llenado y en el envasado final. El analisis de restriccion de la
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region 1TS-5,8S del rDNA permitié la identificacion de levaduras de la especie Pichia
galeiformis, como responsable de la contaminacion. Sin embargo, fue la aplicacion de las
técnicas de PCR-RAPD y PCR de microsatélites, las que permitieron obtener patrones
especificos de cepa en los diferentes aislados de P. galeiformis, y asociarlos a los
distintos puntos del proceso de fabricacion. Estos resultados revelaron que el proceso de
pasteurizacion aplicado habia sido ineficiente. Otros trabajos, como el de Malfeito-
Ferreira y colaboradores (1997), estudiaron el origen de contaminacion por levaduras en
plantas de embotellado de vino mediante el perfil de acido grasos. Sin embargo, esta
técnica resulta poco reproducible y el estudio no refleja la diferenciacion de cepas en
cada especie.

Por tanto, y dado la utilidad de las técnicas moleculares para la trazabilidad de la
contaminacion por levaduras en el alimento, resulta necesario ampliar los estudios en

este campo.

4.3. Deteccidn de levaduras alterantes en el alimento.

Los alimentos constituyen un medio de cultivo muy apropiado para el desarrollo de
microorganismos. Su contenido en azucares, aminoacidos, vitaminas y minerales cubren
las necesidades nutricionales de las levaduras, lo que implica que estén asociadas con la
alteracion de un amplio rango de alimentos, como se detalla en la Tabla 2. Como
consecuencia de la actividad metabdlica de las levaduras, se producen un conjunto de
variaciones, mas o menos visibles en el alimento, que dan lugar a cambios que pueden
resultar indeseables para el consumidor. Los rasgos mas evidentes de alteracién en el
alimento incluyen produccién de gas (que puede producir deformacion o rotura de
envases), formacién de turbidez o sedimentos, formacion de colonias en la superficies del
alimento, y produccion de aromas y sabores indeseables (Loureiro y Querol 1999;
Loureiro y Malfeito-Ferreira, 2003; Stratford, 2005).

La disponibilidad y aplicacién de técnicas que permitan realizar una deteccién de
levaduras alterantes de forma rapida, sensible, especifica y directa en el alimento,
constituye actualmente una necesidad evidente en la industria alimentaria. Algunos
trabajos muestran los mas recientes desarrollos en técnicas moleculares, pensando en su
posterior aplicacién industrial. Mediante hibridaciéon in situ con sondas peptidicas de
acidos nucleicos, se ha conseguido detectar de forma especifica levaduras alterantes de
la especie D. bruxellensis en vino (Connel y col., 2002; Stender y col., 2001). Bouchez y
colaboradores (2004), utilizaron alternativamente la microscopia de epifluorescencia

como método para detectar células de S. cerevisiae en fases tempranas de la
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fermentacion alcohdlica, y asi analizar la viabilidad de las levaduras durante el proceso
fermentativo. Stubbs y colaboradores (1994), desarrollaron una PCR acoplada a la
reaccion de la ligasa para la deteccion especifica de Z. bailiiy Z. bisporus. Sin embargo,
la sensibilidad alcanzada mediante este método fue menor que la obtenida con otras
técnicas. A su vez, Ibeas y colaboradores (1996) aplicaron un sistema de deteccion para
especies del género Dekkera/Brettanomyces basado en dos reacciones de PCR
consecutivas (nested PCR). Con este sistema, llegaron a detectar menos de 10 células
en muestras de vino de Jerez contaminado. Menor sensibilidad lograron Cocolin y
colaboradores (2004b) cuando aplicaron una PCR especifica para la deteccién de D.
bruxellensis y D. anomala en vino (10*-10° UFC/mL). La técnica de RT-PCR también se
ha utilizado recientemente para la deteccion de algunas especies alterantes como zumos
de frutas o yogurt. Como ejemplo, Casey y Dobson (2003) examinaron el papel del gen
de la citrato sintasa (CS1) en la adaptacion de C. krusei a acido acético. Este gen sirvio
para disefar un protocolo de RT-PCR, que resultdé ser especifico pero poco sensible
(6x10* UFC/mL). Posteriormente, los mismos autores aplicaron la PCR a tiempo real para
la diferenciacién de Z. bailii, Z. rouxii, C. krusei, R. glutinis 'y S. cerevisiae, potenciales
alterantes de zumos de frutas. Ademas, una optimizacién del protocolo disefiado a partir
de la secuencia del gen CS1, permiti6 mejorar el limite de deteccién de C. krusei en
zumos contaminados (10 copias del gen equivalentes a 120 pg de DNA) (Casey y
Dobson, 2004). Como se puede evidenciar de estos trabajos, los limites de deteccion de
levaduras alterantes se han mejorado mediante la aplicacion de la técnica de PCR a
tiempo real (Tabla 7). En un estudio reciente, Bleve y colaboradores (2003) disefiaron
cebadores en la region del gen de la actina (ACT1) para la deteccion y cuantificacion de
levaduras en yogurt y alimentos pasteurizados. El método permitid la deteccién de 10
células viables por mililitro de cultivo puro. Aunque su aplicacion permite diferenciar
células viables (ya que se basa en la cuantificacion de mRNA de actina), la reaccion no
es especifica, detectandose indistintamente las especies C. albicans, C. parapsilosis, D.
hansenii, K. marxianus, P. anomala, P. membranaefaciens, R. mucilaginosa, S.
cerevisiae y Z. rouxii. La PCR a tiempo real ha resultado muy exitosa para la detecciéon D.
bruxellensis, que da lugar a aromas indeseables en vinos por una elevada produccién de
compuestos fendlicos. La deteccion de esta especie ha sido abordada en distintos
trabajos. Phister y Mills (2003), utilizaron como diana secuencias del 26S rDNA y
mediante un protocolo rapido (aproximadamente 3 h), pudieron detectar de forma
especifica hasta 1 UFC/mL de vino. Sin embargo, Delaherche y colaboradores (2004) no
obtuvieron la misma sensibilidad con el gen RAD4 como secuencia diana, detectando 10*

células por mL de D. bruxellensis en vino contaminado (Tabla 7).

43



Introduccion

Por tanto, los sistemas de deteccion basados en la PCR resultan muy sensibles y

especificos, por lo que son adecuados para asegurar la calidad producto final.

Tabla 7. Trabajos publicados sobre cuantificacion de levaduras alterantes de alimentos mediante

PCR a tiempo real.

Especies Gen diana Sistema de Matriz Limite de Referencias
deteccién deteccion

D. bruxellensis 26S rDNA SYBR- Vino 1 UFC/mL Phister y Mills,
Green 2003

Varias ACT1(Actina) SYBR- Yogurt, leche, 10 UFC/mL Bleve y col.,

especies® Green queso, zumos  (25pg/ulRNA 2003

de frutas total)
Varias CS1(Citrato SYBR- Zumos frutas 120 pg de Caseyy
espec:iesb sintasa) Green DNA (10 Dobson, 2004
copias)

D. bruxellensis RADA4 SYBR- Vino 10* UFC/mL Delaherche y

Green col., 2004

& Candida, Debaryomyces, Kluyveromyces, Pichia, Rhodotorula, Saccharomyces y Zygosaccharomyces spp; b

Zygosaccharomyces bailii y rouxii, C. krusei, R. glutinis y S. cerevisiae

4.4. Cuantificacion de levaduras alterantes en el alimento.

Un aspecto importante en los programas de prevencion de alteracion de alimentos
es la posibilidad de realizar una cuantificacion de las levaduras a partir de una muestra, y
asi poder estimar el riesgo de contaminacion del alimento por una determinada especie
de levadura.

Tradicionalmente se han utilizado los métodos de recuento en placa para la
enumeracion de levaduras. Sin embargo, aunque estas técnicas son sencillas y estan
ampliamente aceptadas, resultan largas y tediosas. Alternativamente, el desarrollo de
técnicas rapidas, descritas previamente en el apartado 3.2, ha permitido realizar una
enumeracién mas precisa, sensible y reproducible. Algunos trabajos muestran la validez
de las técnicas automatizadas como Petrifilm o SimPlate. A modo de ejemplo, Taniwaki y

colaboradores (2001) muestran una buena correlacion entre los recuentos de levaduras
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obtenidos mediante recuento en placa y el método Petrifilm, mientras que no obtuvieron
buenos resultados con el método SimPlate. Por otra parte, la técnica de microscopia de
epifluorescencia ha sido aplicada para el recuento de levaduras del género
Brettanomyces a partir de muestras de vino. Asi, Millet y Lonvaud-Funel (2000)
mostraron una baja correlacion de este método con el recuento en placa.
Alternativamente, la citometria de flujo se ha comparado con métodos estandar para
valorar los cultivos de levaduras presentes en productos de panaderia, vino y sidra
(Bruetschy y col., 1994; Dinsdale y col., 1995; Jespersen y Jacobsen, 1994). Malacrino y
colaboradores (2001), observaron una buena correlaciéon entre los recuentos obtenidos
en placa y los recuentos por citometria de flujo para las especies S. cerevisiae y S.
bayanus en fermentaciones de mosto. Sin embargo, los limites de deteccién de estas
levaduras fueron muy altos, 10° UFC/mL. Estos mismos niveles fueron determinados por
Jespersen y colaboradores (1993) en levaduras alterantes de cerveza

Recientemente, un estudio realizado por Garcia y colaboradores (2004), permitié
evaluar la técnica de ELISA con anticuerpos policlonales frente a técnicas genéticas
basadas en PCR, para la enumeracion de levaduras viables en productos lacteos. Los
resultados obtenidos mostraron limitaciones del uso de inmunoensayos para la deteccion
de 10 especies diferentes de levaduras alterantes, mientras que la amplificacion por PCR
de la region 18S rRNA permitio detectar niveles mas bajos, aunque recurriendo a
enriquecimientos de la muestra.

A pesar de que estas técnicas han supuesto una mejora en cuanto a la rapidez, y
reproducibilidad de la cuantificacion de levaduras alterantes de alimentos, en muchas
ocasiones la sensibilidad obtenida no satisface las necesidades de la industria
alimentaria. Como se describe en el apartado 1.4, muy pocas células pueden causar
alteracion, por lo que se necesitan técnicas mas sensibles, que permitan la deteccién y
enumeracion precisa de las levaduras en el alimento. La introduccion de la PCR a tiempo
real ha supuesto una revolucién en el campo del diagndstico molecular. Las ventajas de
su uso frente a otras técnicas se basan fundamentalmente en su sensibilidad, rapidez y
posibilidad de realizar una deteccién del microorganismo de forma cuantitativa. Esto ha
supuesto una rapida expansién con numerosas aplicaciones. Entre ellas, la enumeracion
de microorganismos con interés clinico ha sido muy utilizada. En concreto, la
cuantificacion de levaduras patdégenas, pertenecientes a especies tales como C. albicans,
C. tropicalis, C. krusei, C. parapsilosis, C. glabrata y C. lusitaniae, se ha aplicado con
éxito (Brinkman y col. 2003; Frade y col., 2004; Loeffler y col., 2000). Sin embargo, hasta
el momento existen pocos trabajos centrados en la deteccion cuantitativa de levaduras

alterantes directamente en el alimento (Tabla 7). Bleve y colaboradores (2003),
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desarrollaron un protocolo de aproximadamente 10 horas para la cuantificacion de
levaduras contaminantes de yogurt y productos pasteurizados. Mediante diluciones de
mRNA de actina procedente de cultivos mixtos de levaduras y hongos, obtuvieron una
buena correlacion entre el numero total de células y las sefales fluorescentes,
consiguiendo una linealidad en 6 érdenes de magnitud. La comparacién entre valores de
recuento por placa y mediante el ensayo de RT-PCR a tiempo real fue también positiva.
Sin embargo, aunque se obtuvo una buena sensibilidad (25 pg RNA/UL o 10 UFC/mL de
S. cerevisiae), el método no permite la diferenciacion entre las distintas especies de
levaduras alterantes de alimentos pasteurizados. Por otra parte, Casey y Dobson (2004)
construyeron una curva patrén a partir de diluciones de un fragmento amplificado del gen
de la citrato sintasa (CS1), para la cuantificacion de la especie C. krusei en zumo de
manzana. Sin embargo, los resultados no valoran la cuantificacion de muestras con
pocas células.

Finalmente cabe destacar los estudios recientes aplicados a la enumeracién de
levaduras alterantes en vinos. Los escasos trabajos se han centrado en la especie D.
bruxellensis. Asi, Phister y Mills (2003) cuantificaron en vino la contaminacion producida
por D. bruxellensis mediante un protocolo de 3 h utilizando SYBR Green. A partir de
muestras con contaminacion real, la correlacion obtenida entre recuento en placa y PCR
a tiempo real fue excelente. Delaherche y colaboradores (2004) también analizaron la
contaminacion de vinos por D. bruxellensis. Sin embargo, se obtuvo baja sensibilidad,
por lo que los recuentos fueron como minimo del orden de 10° células de D. bruxellensis

en muestras contaminada.
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La importancia de las levaduras se conoce desde hace mucho tiempo y con el
desarrollo de la industria, se estan utilizando no solo para la elaboracién de un gran
numero de productos fermentados (cerveza, vino, quesos y embutidos), sino también
para la produccion de antibioticos, vitaminas, enzimas, etc. Por otra parte, las levaduras
tienen también un aspecto negativo ya que son capaces de alterar los alimentos. Aunque
dicha alteracion no supone un riesgo para la salud, si que implica pérdidas econémicas
importantes para las industrias. De aqui el interés por parte de las industrias de alimentos
para extremar las medidas de control al respecto. Dichas medidas pueden variar desde el
desarrollo de nuevos métodos de conservacion, hasta la deteccion rapida de especies y
cepas de levaduras alterantes. Puesto que el interés por las levaduras como alterantes
de los alimentos es relativamente reciente, este constituye un campo de investigacién con
muchas posibilidades. En el presente trabajo se abordan aspectos relacionados con la
identificacion y caracterizacion molecular de algunas de las especies tipicamente
alterantes. La idea es proporcionar a las industrias sistemas nuevos de identificacion
rapida de levaduras asi como mostrar, con ejemplos concretos, la utilidad de la aplicacién
de las técnicas moleculares para resolver problemas a nivel industrial.

Estas consideraciones nos llevaron a plantear los siguientes objetivos en la

presente Tesis Doctoral:

1. Identificaciéon de levaduras del género Debaryomyces mediante secuenciacion.
1.1. Analisis de restriccion de la region 5,8-ITS.

1.2. Analisis de las secuencias de la region 5,8S-ITS.

1.3. Analisis de las secuencias de la regiéon D1/D2 (26S rDNA) y del gen de la actina

(ACT1) en especies dificiles de diferenciar.

2. Monitorizacion de levaduras alterantes durante la produccién de turréon de frutas

confitadas.

2.1. Identificacion de la levadura causante de la alteracion.

2.2. Origen de contaminacioén a lo largo de la cadena de produccion de turrén de frutas.
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3. Caracterizacion fisiolégica de cepas alterantes de Zygosaccharomyces bailiiy Z.

rouxii aisladas de alimentos con alta concentracion de azucares.

3.1. Principales caracteristicas fisiologicas.
3.2 Tolerancia y adaptacion a condiciones extremas.

3.3. Tolerancia a conservantes alimentarios.

4. Estudio del origen de contaminacion en vinos por levaduras productoras de 4-

etilfenol.

4.1. Aislamiento e identificacion de levaduras productoras de 4-etilfenol.
4.2. Caracterizacion molecular de aislados de D. bruxellensis y P. guilliermondii.

4.3. Produccion de 4-etilfenol por cepas de D. bruxellensis y P. guilliermondii.

5. Identificacién rapida y cuantificacion de levaduras de la especie Saccharomyces

cerevisiae directamente de vino mediante PCR a tiempo real.
5.1. Disefio de oligonucledtidos y especificidad de PCR.

5.2. PCR a tiempo real en cultivos puros.

5.3. PCR a tiempo real en vino.
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Materiales y Métodos

1. Cepas microbianas.

1.1. Cepas de levadura de colecciones de cultivo.

En el presente trabajo se han utilizado cepas tipo y de referencia obtenidas de
distintas colecciones de cultivo: Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo (CECT),
Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS), Colecciéon de cultivos de levadura de
Portugal (IGC) y Coleccion del Instituto de Fermentaciones Industriales (IFI). En concreto,
se han analizado 38 cepas pertenecientes a las 15 especies aceptadas actualmente
dentro del género Debaryomyces (Tabla 8) en el capitulo 1, 34 cepas pertenecientes a
especies del género Zygosaccharomyces (Z. bailii y Z. rouxii) (Tabla 9) en el capitulo 2,
39 cepas vinicas pertenecientes al complejo Saccharomyces sensu stricto (20 S.
cerevisiae, 7 S. bayanus, 8 S. paradoxus y 4 S. pastorianus), y 9 cepas pertenecientes a

9 especies tipicamente alterantes de vinos (Tabla 10) en el capitulo 5.

Tabla 8. Cepas tipo y de referencia del género Debaryomyces y origen de aislamiento.

Especies Designacion Fuente de aislamiento
CECT CBS
Debaryomyces carsonii 102277  2285' Flujo de Quercus
10230 810 Vino embotellado
10541 5254 Alpechin
11407 4050 Vino
Debaryomyces castellii 2923" Suelo
Debaryomyces coudertii 5167" Excrementos de pajaro
Debaryomyces etchellsii 11406" 20117 Pepino fermentado
11408 6823 Mantequilla
11412 2012 Pepino fermentado
Debaryomyces hansenii
var. hansenii 10026 Bacalao salado
10352 Tomate
10360 Queso
11363 1792 Carne congelada
11364 1102 Salchicha de ternera y cerdo
11369" 767" Cereza
var. fabryi 11365 4373 Vino blanco seco
11370" 789" Lesion micética interdigital
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Continuacién Tabla 8

Especies Designacion Fuente de aislamiento
CECT CBS
Debaryomyces maramus 113627 19587 Aire
11371 4264 Sidra
Debaryomyces melissophilus 11409 6898 Suelo
114107  6344' Miel de abeja
Debaryomyces nepalensis 59217 Suelo

Debaryomyces occidentalis
var. occidentalis 819" Suelo
var. persoonii 2169" Suelo

Debaryomyces polymorphus

var. africanus 113617 67417 Suelo
var. polymorphus 10099 Leche condensada
10135 Pimienta dulce
113597 186" Suelo
Debaryomyces pseudopolymorphus 10056 Insecto en Populus belleana
10293 Insecto en Rosa currina
113607 2008" Fluido oscuro de corteza de
castana
Debaryomyces robertsiae 10687" 29347 Comida de larva de abejorro
Debaryomyces udenii 7056" Suelo
Debaryomyces vanrijiae 10077 Insecto en Syringa vulgaris
var. vanrijiae 10519 Alpechin
113737 30247 Suelo
var. yarrowii 10079  6246" Insecto
Debaryomyces yamadae 7035" Suelo

Abreviaturas: CECT, Coleccion Espanola de Cultivos Tipo, Valencia; CBS, Centraalbureau

voor Schimmelcultures, Utrecht.
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Tabla 9. Cepas de referencia de Z. bailii y Z. rouxii y origen de aislamiento.

Especie Designacion Fuente de aislamiento
CECT
Zygosaccharomyces bailii 1898 Insecto, fabrica cerveza, Tokio
1924 desconocido
11042 Mosto de uva
11043 Vino (turbio)
11352° Desconocido
11922 Zumo concentrado de naranja
11931 Mosto de pera
11932 Zumo de manzana
11933 Mayonesa
11939 Mosto de uva
11940 Miel
11952 Vino turbio
11954 Mosto de uva
Zygosaccharomyces rouxii 1230 Miel
1231 Bombon de sirope de naranja
1232 Mosto concentrado de uva negra
10132 Desconocido
10137 Pasa de Corinto
10312 Pastel de higo
10313 Higo seco
10350 Higo seco
10377 Phoenix dactilifera
10381 Melaza de cafia de azdcar
10427 Miel
10445 Mermelada de ciruela fermentada
10633 Miel
11149 Uva
11941 Salsa de soja
11923 Salsa de soja
11930 Salsa de soja
11928 Mosto concentrado de uva
11926 Mosto concentrado de uva
11929 Limonada
11927 Mosto concentrado de uva

Abreviaturas de las colecciones de cultivo: CECT, Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo, Valencia;

b

@ Previamente clasificada como Zygosaccharomyces bisporus, ° Previamente clasificada como

Zygosaccharomyces mellis, ° Cepa tipo de Z. polymorphus.
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Tabla 10. Cepas tipo y de referencia de especies vinicas y alterantes de vinos, y origen de

aislamiento.
Especies Designacion Fuente de aislamiento
Saccharomyces bayanus CECT 1640
CECT 1969 Zumo de pasas
CECT 1693
CECT 10174 Adulto de Noctua pronuba
CECT 1941"
IFI 369
IFI 371
Saccharomyces cerevisiae CECT 1462 Fabrica cerveza
CECT 1475 Vino de Jerez
CECT 1477 Vino espumoso
CECT 1483 Mosto
CECT 1485
CECT 1881 Vino
CECT 1882 Vino
CECT 1883 Vino
CECT 1894 Vino tinto
CECT 1895 Vino rosado
CECT 19427 Cerveza
CECT 1985
CECT 10120 Fruta de Arbutus unedo
CECT 10131 Flor de Centaurea alba
CECT 10322 Vino blanco
CECT 10393 Alpechin
CECT 10557 Mosto de uva
CECT 10995
Cinta Roja® Panaderia
Plus Vital® Panaderia
Saccharomyces paradoxus CECT 1939""
CECT 10175 Noctua pronubia
CECT 10176 Noctua pronubia
CECT 10308 Quercus lusitanus
CECT 11143 suelo
CECT 11152
CECT 11158 Drosophila sp.
CECT 11422 Quercus mongolica
Saccharomyces pastorianus CECT 1940V
CECT 1970 Cerveza
CECT 11037 Cerveza
CECT 11185
Candida rugosa CECT 11889" Heces
Candida vini CECT 11905" Vino
Candida zeylanoides CECT 11907" Lesion micética
Dekkera bruxellensis IGC 4801 Vino
CECT 14517 Cerveza
Issatchenkia orientalis CECT 10027 Col acida
Pichia membranaefaciens CECT 1115" Exudado de olmo
Saccharomycodes ludwigii CECT 10450" (CECT 1235")
Schizosaccharomyces pombe CECT 11197 Mosto de uva
Zygosaccharomyces bailli CECT 11043 Vino turbio

Abreviaturas de las colecciones de cultivo: CECT, Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo, Valencia; IFI, Instituto de
Fermentaciones Industriales, Madrid; IGC; Coleccion de cultivos de levadura de Oeiras, Portugal, ® Cepas comerciales

de panaderia de S. cerevisiae.
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1.2. Cepas de levadura aisladas de alimentos y bebidas.

Durante la realizacion de este trabajo, se aislaron cepas de levadura a partir de
distintas matrices alimentarias. En concreto, se analizaron 200 cepas de levadura
aisladas de muestras tomadas a lo largo de la cadena de produccién de frutas confitadas,
tal y como se describe en el apartado 6 de esta seccion. Cuatro de estas cepas, CECT
12001 y CECT 12002 identificadas como Z. baili y CECT 12003 y CECT 12004
identificadas como Z. rouxii, se caracterizaron fisiolégicamente junto con 7 cepas de
especies alterantes proporcionadas por Unilever R&D (Bedford, Reino Unido),
procedentes de distintos alimentos (Tabla 11).

Por otra parte, se analizaron un total de 95 cepas pertenecientes a las especies
Dekkera bruxellensis y Pichia guilliermondii. 93 de ellas fueron aisladas de diferentes
bodegas y distinto origen geografico por el Laboratorio de Microbiologia del
Departamento de Botanica e Ingenieria Bioldgica del Instituto Superior de Agronomia
(Lisboa, Portugal) o proporcionadas por la coleccidon de cultivos de la Universidad de
Evora (Portugal) (Tabla 12).

Tabla 11. Cepas de levaduras alterantes utilizadas en el estudio fisioldgico.

Especie ° Designacion  Fuente de aislamiento, pais
Zygosaccharomyces lentus 398° Concentrado de naranja alterado, Reino
Unido

Zygosaccharomyces bailii 594° Mermelada alterada, Suecia
Zygosaccharomyces bailii 593° Fabrica de refrescos, Filipinas
Zygosaccharomyces bailii 592° Fabrica de refrescos, Filipinas

Pichia guilliermondii 395° Refresco alterado, Alemania

Candida halophila 396" Salsa de soja alterada, China

Candida magnoliae 397° Salsa de soja alterada, China

? ldentificaciéon de especie mediante andlisis de restriccion de la region 5,8S-ITS o

secuenciacion de los dominios D1/D2 del gen 26S rDNA; b Cepas proporcionadas por Malcolm
Stratford, Food Processed Group, Unilever R&D (Bedford, U.K.).
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Tabla 12. Cepas pertenecientes a las especies Dekkera bruxellensis y Pichia guilliermondii

aisladas de bodegas portuguesas con distinta localizacién geografica.

Especie® Designacion Fuente de aislamientob
Dekkera 400, 401, 402, 405, 411, 416, 418, 419, 423, Madera de barrica, bodega 6
bruxellensis 531, 532, 533, 534, 536, 537, 538, 539, 540,
541, 542, 543, 544, 545, 546, 548
2101, 2102 Vinos tintos, bodega 6
NP22, NP24, NP26, NP27 Drosophila, bodega 6
2172 Vino tinto (Espafia)
2173, 2174 Vino tinto embotellado (California, EEUU)
2287, 2288 Vino tinto (Utiel-Requena, Espafia)
1327, 1328, 1601, 1600 Vino blanco espumoso (Ribatejo, Portugal),
aislados en 1991 y 1994
1792, 1794 Vinos tintos (ESB, Portugal)°
1700, 1701, 1702, 1703, 1704, 1791, 2127, Vinos tintos de diferentes bodegas (Dao,
2128, 2129, 2130 Portugal)
1717 Vino blanco (Estremadura, Portugal)
2113 Vino tinto embotellado, bodega 11
2132, 2133 Vino tinto de barril, bodega 11
2104 Vino tinto, bodega 3
2114, 2115, 2117, 2118, 2120, 2121 Vinos tintos de diferentes bodegas
(Ribatejo, Portugal)
Pichia 407, 408, 409, 410, 412, 413, 414, 421, 422, Madera de barrica, bodega 6
guilliermondii 420, 430b
2106, 2119, 2134, 2135, 2136 Uvas, bodega 6
2131 Vino tinto, bodega 6
2137,2138,2139 Raspones, bodega 6
2141 Drosophila, bodega 10
2142 Uvas, bodega 10
2145 Raspones, bodega 10
2143 Drosophila, bodega 5
2105, 2122 Uvas, bodega 5
2125 Bomba salida, bodega 5
2126 Prensa rodillo, bodega 5
2107,2108, 2109 Drosophila, bodega 1
2110 Vino tinto, bodega 4

? Identificacién mediante restriccion de la region 5,8S-ITS, bBodegas 1, 3,4, 5,6, 10 y 11 de la region de Alentejo

(Portugal), las cepas fueron proporcionadas por la Universidad de Evora, Portugal, ° Cepas proporcionadas por

Escola Superior de Biotecnologia, Portugal.
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1.3. Cepas bacterianas de colecciones de cultivo.

A lo largo del desarrollo de un sistema de PCR a tiempo real, ademas de DNA de
distintas especies de levadura, se ha utilizado DNA de 2 cepas bacterianas tipicas de
vinos, Oenococcus oeni (CECT 217") y Acetobacter aceti (CECT 298"), cuyas

condiciones de crecimiento se describen en el apartado 2.2

2. Medios de cultivo.

2.1. Medios para el cultivo de levaduras.

YPD

Extracto de levadura (Pronadisa, Madrid, Espafa) 10g
Peptona bacterioldgica (Oxoid, LTD Basingstoke) 20g
Glucosa (Panreac, Barcelona, Espana) 20g
Agua destilada 1L

pH 4 (ajustado con HCI)

GPY

Extracto de levadura (Pronadisa) 5¢
Peptona bacteriologica (Oxoid) 5¢g
Glucosa (Panreac) 40 g
Agua destilada 1L

pH 7 (Ajustado con NaOH)

GPYA

Extracto de levaduras (Pronadisa) 5¢
Peptona bacteriologica (Oxoid) 5¢
Glucosa (Panreac) 40 ¢
Agar bacterioldgico (Pronadisa) 20¢g
Agua destilada 1L
MEDIO YNB

Medio YNB (Difco) 6,79
Glucosa (Panreac) 20g
Acido p-coumarico (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA) 0,19
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Agua destilada
pH 5,4 (Ajustado con HCI)

AGAR DBDM

YNB (Difco)

Etanol (Merck)

Cicloheximida (Merck)

Acido p-coumarico (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA)
Verde bromocresol (Merck)

Agar bacteriolégico (Pronadisa)

Agua destilada

pH 5,4 (Ajustado con HCI)

AGUA DE PEPTONA
Peptona bacteriologica (Oxoid)

Agua destilada

SOLUCION SALINA
Cloruro sédico (Panreac)

Agua destilada

1L

6,79
6% viv
10 mg
100 mg
22 mg
20¢g
1L

109
1L

19
1L

Todos los medios se esterilizaron en autoclave a 121°C durante 20 min., excepto el

2.2. Medios para el cultivo de bacterias.

MLO (Medio Oenococcus oenii)
Triptona (Pronadisa)

Extracto de levadura (Pronadisa)
Glucosa (Panreac)

Fructosa (Fluka)

SO4Mg.7H20 (Panreac)
MnS0O,4.H20 (Merck)

Citrato diamonio (Sigma)

Hidrocloruro de L-cisteina (Merck)
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medio YNB, y el resto de componentes del medio DBDM, que se esterilizaron por
filtracion (filtros de 0,2 um, Millipore, Bedford, MA, USA).
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Extracto zumo tomate 100 mL
Tween 80 (Fluka) 1mL
Agua detilada 900 mL

pH 4,8 (Ajustado con HCI)

Medio Acetobacter aceti

Glucosa (Panreac) 100 g
Extracto de levadura (Pronadisa) 10¢g
CaCOj; (Probus) 20g
Agar bacteriolégico (Pronadisa) 20g
Agua destilada 1L

Los medios se esterilizaron en autoclave a 121°C durante 20 min, excepto la L-
cisteina, que se esterilizé por filtracion (filtros de 0,2 um, Millipore, Bedford, MA, USA), y

se afnadio después al medio MLO estéril.

3. Oligonucledtidos.

En este trabajo se han utilizado un conjunto de oligonucleétidos que se detallan en
la Tabla 13. Algunos de estos oligonucleétidos se aplicaron para la identificacion de
especies de levadura, para la caracterizacion de cepas dentro de una misma especies 0
bien para su deteccion especifica. En dicha Tabla, se describe la secuencia de cada
cebador, la region diana y la especie de levadura a la cual fueron aplicados. Todos los
oligonucledtidos fueron sintetizados por Roche Diagnostics S.L y Amersham Pharmacia
Biotech.

Los oligonucelétidos SC1d y SCA1r fueron disenados con el programa informatico

Primer Express v. 2.0 (PE Applied Biosystems).
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Tabla 13. Oligonucledtidos utilizados en este trabajo.

Nombre Sequencia (5’ 3’) Region diana Especie diana T (°C)° Procedencia
its1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 5,8S -ITSrDNA  general 55,5 White y col.,
1990

its4 TCCTCCGCTTATTGATATGC p
its2 GCTGCGTTCTTCATCGATGC p
its3 GCATCGATGAAGAACGCAG p
NL-1° GCATATCAATAAGCGGAGGAAAA  (D1/D2) 26S general 55,5 Kurtzman y

G rDNA Robnett, 1998
NL-4% GGTCCGTGTTTCAAGACGG

DNA genémico  Z. bailii, Z. rouxii, 36 Comercial
OPA 2° TGCCGAGCTG D. bruxellensis (Operon
Technologies)
OPA 3° AGTCAGCCAC “ “ 36 “
b Z. bailii, Z. rouxii, 36
OPA7 GAACGGGTG S. cerevisiae
OPA 8 GTGACGTAGG . Z. bailii, Z. rouxii 36 B
OPA 9° GGGTAACGCC « Z. bailii, Z. rot_lxii, 36 ..
D. bruxellensis

OPA 10° GTGATCGCAG M Z. bailii, Z. rouxii 36 «
OPA11°  CAATCGCCGT « “ 36 «
OPA15°  TTCCGAACCC « “ 36 «
OPA16°  AGCCAGCGAA « « 36 «

c « « 45 Baleiras Couto
(GAC)s GACGACGACGACGAC y col., 1996b
(GTG)5° GTGGTGGTGGTGGTG E “ 55 .
CA21? ATTGATAACGGTTCCGGTATGTG  Gen actina Debaryomyces 60 Daniel y Meyer,

(ACT1) 2003
CA22R? TCGTCGTATTCTTGCTTTGAGATC “
CAC
CA1? GCCGGTGACGACGCTCCAAGAGC “ 45 Kan, 1993
TG
CA15R? TCGGTCAAATCTCTACCAGC « « Daniel y col.,
2001
Ca8® TGTACTCTTCTGGTAGAACTACCG « « 50 Daniel y col.,
G 2001
CA5R? GTGAACAATGGATGGACCAGATT « “ Kan, 1993
CGTCG
Ks® CGAGGTCGACGGTATCG Banda RAPDs S. cerevisiae 55 Primer
(Gen NMD3) Universal
SC1d° ACATATGAAGTATGTTTCTATATAA « 60 El presente
CGGGTG trabajo
sSc1r® TGGTGCTGGTGCGGATCTA 60

& Oligonucledtidos utilizados para la amplificacion y posterior obtencién de secuencias. KS es un cebador

utilizado para la secuenciacion de plasmidos de la serie pBlueScript. b Oligonucledtidos utilizados para

amplificacion por RAPD-PCR, ° Oligonucledtidos aplicado en la amplificacion de microsatélites

d

Oligonucledtidos disefios para los ensayos de PCR a tiempo real, *Temperatura de hibridacién empleada

en el protocolo de PCR.
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4. Condiciones generales de cultivo de microorganismos.

4.1. Cultivo de levaduras.

Las levaduras se cultivaron en medio GPY en condiciones de agitacion a 28 °C para
las cepas Saccharomyces y a 25 °C para las no-Saccharomyces, incubandose durante
24- 48 horas. En el caso del cultivo de cepas de la especie D. bruxellensis se afiadieron 5
g/L de carbonato calcico al medio GPY. Para el aislamiento de levaduras osmotolerantes
a partir de frutas confitadas y jarabes, se utiliz6 medio GPY, al cual se ahadié un 8% de
glucosa y 50ug/mL de cloramfenicol, para inhibir el crecimiento bacteriano. El periodo de
incubacion en este caso fue de una semana. Por otra parte, se utilizé el medio DBDM
descrito por Rodrigues y colaboradores (2001b) para medir el crecimiento microbiano y la
produccion de olor fendlico en todos los aislados de bodega (Tabla 12). Para cultivar las
levaduras utilizadas en la caracterizacion fisiolégica (Tabla 11), se utilizé medio YPD a pH
4 en botellas McCartney de vidrio. Los medios se inocularon con 10® UFC/mL,

incubandose a 25°C de 2 a 4 semanas.

4.2. Cultivo de bacterias.

La cepa de Oenococcus oenii (CECT 2177) se cultivd en medio MLO en condiciones
microaerofilicas, durante 48 horas, mientras que Acetobacter aceti (CECT 298") se

incubo en condiciones aerdbicas. La temperatura de incubacion fue 30 °C.

4.3. Enriquecimiento de levaduras a partir de cultivos en GPY y muestras de

vino contaminado.

Se inocularon 6 alicuotas de 50 mL de medion GPY (en matraz de 250 mL) con
aproximadamente 1-2, 2-3, 5, 10, 20 y 40 UFC de S. cerevisiae, para conseguir una
concentracién de 0,03; 0,05; 0,1; 0,2; 0,4 y 0,8 UFC/mL respectivamente. Las muestras
se incubaron a 28°C en agitacion durante diferentes tiempos (O h, 8 h, 10 h, 12 h, 16 hy
24 h). Tras el enriquecimiento, se tomaron 5 mL de muestra para posteriormente ser
analizadas por PCR a tiempo real (apartado 8.5), y establecer el tiempo minimo de
deteccion para cada concentracion.

Ademas, el enriquecimiento se llevé a cabo a partir de muestras de vino dulce y
tinto. Se tomaron 6 muestras de 5 mL de vino, previamente esterilizado por filtracion
(filtros de 0,2 um, Millipore, Bedford, MA, USA), y se inocularon con 200, 100, 50, 25,
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12,5y 6,25 UFC de S. cerevisiae respectivamente. A continuacion se afnadio 1 mL de
cada muestra a 50 mL de GPY para alcanzar las mismas concentraciones que se
ensayaron en el caso anterior antes del paso de enriquecimiento. Después de los mismos
tiempos de incubacién, se tomaron 5 mL de muestra para su analisis por PCR a tiempo

real (apartado 8.5).

4.4. Recuento de levaduras y bacterias por métodos clasicos.

4.4.1. Recuento en placa.

Se utilizé el método de recuento en placa para estudiar la correlacion entre la
cuantificacion del numero de células de S. cerevisiae por este método y por PCR a
tiempo real. Para ello, a partir de un cultivo en fase de crecimiento exponencial, se
realizaron diluciones seriadas 10", sembrandose 0,1 mL de cada dilucion, por triplicado,
en placas Petri con medio GPYA. Las lecturas de recuento se realizaron a las 24 y 48 h
de incubacion a 25°C. Adicionalmente, como método comparativo, se realizé un recuento
de levaduras totales en camara cuentaglébulos (camara de Neubauer).

El método de recuento en placa se utilizé también para la enumeracién de bacterias
cuando se estudio el efecto de la presencia de DNA contaminante en la cuantificacion de
células de S. cerevisiae (apartado 8.5.8). De cada uno de los cultivos de O.oeni y A.
aceti, se tomaron 2 muestras en diferentes tiempos de la fase exponencial de
crecimiento, que tras diluirse en solucién salina, se sembraron en placas de MLO o medio
Acetobacter (apartado 2.2). Las placas se incubaron a 30 °C durante 5 dias en el caso de

A. aceti, y 7 dias en el caso de O. oeni.

4.4.2. NMP.

Para el recuento de levaduras viables presentes en frutas confitadas, jarabes y
turrdén, se utilizo la técnica del NMP. Se prepararon 9 tubos que contenian 9 mL de medio
GPY ( 8% de glucosa y 50ug/uL de cloramfenicol). Se tomaron 10 g de fruta o mazapan,
o 10 mL de jarabe, y se homogeneizaron en 90 ml de agua de peptona (1%) en un
Stomacher. Los tres primeros tubos fueron inoculados con 10 mL del homogeneizado de
la muestra, los tres siguientes con 1mL y los tres ultimos con 0,1 mL, de forman que
contenian 0,1; 0,01 y 0,001g de la muestra inicial. Se incubaron durante un minimo de 5
dias a 30 °C, hasta ver la aparicion de turbidez en el medio de cultivo. EI NMP de células

por cada gramo o mL de muestra se calculé por comparacioén con una tabla de referencia.
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5. Ensayos de caracterizacion fisiologica de levaduras alterantes.

5.1. Temperatura.

Se analizé la capacidad de crecimiento a 4°C y 37°C, en medio YPD a pH 4,
observando el crecimiento microbiano a las 2 y 4 semanas de incubacion.

Ademas, se estimd la temperatura minima inhibitoria (T.M.l.) de crecimiento de
estas levaduras. Para ello, para cada cepa del estudio, se inocularon 10 tubos que
contenian 10 mL de medio YPD con 10° UFC/mL, y se sometieron a tratamiento térmico
en bafo con temperaturas de 40; 42,5; 45; 47,5; 50; 52,5; 55; 57,5; y 60°C, durante 25
minutos. Se incluyé una serie de tubos control que no se sometieron a dicho tratamiento.
La lectura se realizé durante los 3 dias siguientes a la incubacién a 25°C.

En un experimento diferente se analiz6 el efecto de la glucosa sobre la tolerancia al
tratamiento térmico. Se determind la T.M.l. de la cepa Z. baili (CECT 12002), tras
tratamientos térmicos entre 40 y 90°C (en intervalos de 5°C), durante 15 minutos. Se
utilizaron medios con altas concentraciones de glucosa, en un rango entre 0 y 5 M. El
experimento se hizo por ftriplicado, aplicando el tratamiento a los 10 minutos de la
inoculacion (A) y a las 4 horas de la inoculacién (B). El crecimiento se midio tras 4

semanas de incubacion a 25°C.

5.2. Crecimiento a pH bajo.

Se utiliz6 como medio basal YPD, ajustando el pH con HCI hasta conseguir un

rango de pH entre 1,5y 4.

5.3. Produccion de gas.

El gas producido por las cepas de levadura se midi6 en medio YPD utilizando
diferentes cantidades de glucosa: 2% o 18%. Tras la incubacién llevada a cabo a 25 °C,
se recogio el volumen de gas producido por la fermentacion de la glucosa. Para ello se
utilizaron jeringas que, una vez introducidas a través de los tapones de goma de las

botellas, desplazaban el émbolo al recoger un cierto volumen de gas producido.
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5.4. Estudio de la osmotolerancia y adaptacion a glucosa.

Para los ensayos de osmotolerancia, las cepas se inocularon en medio YPD, que
contenia concentraciones de glucosa entre 1,5y 5 M (aproximadamente entre 27% p/v y
90% p/v respectivamente). Se incubaron de 2 a 4 semanas y se determind la
concentracién minima inhibitoria (C.M.1.) de glucosa.

Ademas, se realizd un estudio de la capacidad de adaptacion a glucosa de las
levaduras. Tras incubar las cepas durante 3 semanas en medio YPD con un rango de
concentraciones de glucosa entre 1,5 y 5 M, se valoré el crecimiento de las levaduras
mediante densidad 6ptica a 600 nm. Posteriormente se selecciond un inéculo de aquellos
cultivos que habian mostrado crecimiento en el medio con maximo nivel de glucosa, para
realizar una segunda inoculacién (de 10®° UFC/mL) en medios con concentraciones de
glucosa superiores a la minima inhibitoria (hasta 5,5 M). Estos cultivos se incubaron a
25°C durante 3 semanas mas, incluyendo un cultivo en medio YPD como control (no

adaptado)

5.5. Crecimiento en medios con conservantes.

Se examiné la capacidad de crecimiento de las cepas de levadura en medio YPD
que contenia acido soérbico, acido benzoico, acido acético, acido cinamico, etanol, SO,
(sulfito sddico) y dimetildicarbonato (DMDC, Velcorin ™), conservante habitualmente
utilizados en la industria alimentaria. Ademas, se analizaron 3 compuestos que
habitualmente se aplican como desinfectantes: acido peracético, hipoclorito sédico y
peréxido de hidrégeno (H.0,).

Los conservantes se afadieron al medio YPD a partir de soluciones “stock”,
aplicando diferentes volimenes para obtener un rango fijo de concentraciones. La
solucion “stock” de acido sorbico se prepard con sorbato potasico, mientras que el acido
benzoico se analizé mediante la adicién de benzoato sédico. El DMDC se prepard en
alcohol, y se afadi6 al YPD inmediatamente después de la inoculacion de levaduras, ya
que se degrada rapidamente en el agua. El acido peracético, hipoclorito sédico y H,0,
también se afadieron después de la inoculacién. La Tabla 14 muestra el rango de

concentraciones analizado para cada compuesto inhibidor.
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Tabla 14. Conservantes alimentarios utilizados en este estudio.

Conservante Rango de concentracién
Acido sérbico 0,2-3 mM/ 0,6-9 mM ?
Acido benzoico 0,3-3,6 mM

Acido acético 0-660 mM

Acido cinamico 0,05-1,1 mM/ 0,15-3,3 mM?
Etanol 0,6-2M

SO, 0,15-4,4 mM
Dimetildicarbonato (DMDC) 0,15-1,8 mM

Acido peracético 0,5-12 mM

Hipoclorito sédico 0,3-8 mM

H,0, 2-24 mM

® Para estos conservantes, se prepararon dos rangos de concentraciones, en funcién de las

especies a analizar.

6. Procesado de alimentos para el aislamiento de levaduras.

En una industria espafola productora de fruta confitada, se tomaron muestras de
fruta confitada, jarabe y turrén elaborado con dichas frutas.

Se homogeneizaron 10 g de muestra (fruta confitada, jarabe o mazapan de turrén)
en agua de peptona (1%) en un homogeneizador Stomacher. Parte del homogeneizado
(33,3 mL) se utilizé para el recuento de levaduras el método del NMP tal y como se
explica en el apartado 4.4.

El aislamiento de las levaduras se realiz6 mediante siembra en césped de 0,1mL de
muestra que se tomaron de los tubos de NMP o de diluciones seriadas del
homogeneizado. Se realizaron ademas siembras directas de las muestras
homogeneizadas en placas de GPYA (con 8% de glucosa). En algunos casos, fue
necesario realizar un enriquecimiento de la muestra. Para ello, se afiadieron 10 g del
homogeneizado a 90 mL de medio GPY (8% de glucosa). Los matraces se incubaron a

28°C en agitacion durante 24 horas. Posteriormente se tomé un inéculo para realizar el
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aislamiento de las levaduras en placas con medio GPYA (8% de glucosa). Las placas se
incubaron a 28°C de 3 a 5 dias. Tras la incubacion, se eligieron un total de 200 colonias
de forma aleatoria, y posteriormente se identificaron y caracterizaron por técnicas

moleculares basadas en el DNA.

7. Cuantificacion de fenoles volatiles.

Para cuantificar los fenoles volatiles producidos por las cepas pertenecientes a las
especies P. guilliermondii y D. bruxellensis, aisladas de distintas bodegas portuguesas
(Tabla 12), se resuspendié 1 asa de cada cultivo fresco (24h-48h) en solucién Ringer.
Estos cultivos se inocularon en medio YNB (6,7g/1)(Difco), suplementado con glucosa
(20g/L) y acido p-cumarico (100 mg/L) (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA). El pH se
ajusto a 5,4 y el medio se esterilizé por filtracion (filtros de 0,2 um, Millipore, Bedford, MA,
USA). Los fenoles volatiles se midieron siguiendo el protocolo descrito por Rodrigues y
colaboradores (2001b). La extraccion de fenoles volatiles se realizé con éter-hexano a
partir de una muestra de 50 mL a pH 8, y se separaron recogiendo la fase organica de la
mezcla. La cuantificacion se realizd mediante cromatografia de gases utilizando una
columna capilar DB-Wax (J&W Scientific, Folsom, California, USA). Los resultados son la

media de, al menos, dos experimentos independientes.

8. Técnicas de manipulacién de acidos nucleicos.

8.1. Aislamiento de DNA total de levadura.

8.1.1. Método de lisis de protoplastos.

La extraccion de DNA se llevo a cabo mediante el método descrito por Sherman y
colaboradores (1986) y adaptado por Querol y colaboradores (1992a). Las células de
levadura se cultivaron en 5 mL de medio GPY durante 12 horas a 28 °C y se recogieron
por centrifugaciéon. El sedimento se resuspendié en 0,5 mL de soluciéon 1 M sorbitol-0,1
M EDTA a pH 7,5. Para obtener los protoplastos, se anadieron 30 yL de “Zimoliasa” 20T
(Seikagaku Corporation, Tokio, Japan) (1mg/mL), incubandose a 37°C entre 30 y 60
minutos. En el caso de levaduras no-Saccharomyces, se afiadieron ademas 30 uL de
“Novozyme” (Interspex products Foster City, CA, USA) (1 mg/mL). Una vez transferida la
muestra a un tubo de centrifuga de 1,5 mL, los protoplastos se recogieron por

centrifugacién y se incubaron 5 minutos a 65°C en 0,5 mL de solucion 50 mM Tris-HCI
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(USB, Cleveland, USA) pH 8 y 20 mM EDTA (Panreac) pH 7,4, afadiendo 13 pL de SDS
al 10%. Posteriormente se afadieron 0,2 mL de acetato potasico 5 M, manteniendo los
tubos en hielo durante 10 minutos para precipitar las proteinas. Se centrifugd 5 minutos, y
el sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo donde el DNA se precipité mediante adicion
de 1 volumen de isopropanol e incubacién a temperatura ambiente durante 10 minutos. El
DNA se lavé con etanol al 70% (v/v), se centrifugd, se secé al vacio y se resuspendio en

50 uL de agua mQ.

8.1.2. Extraccion por rotura mecanica y sistema “PrepMan kit”.

Para experimentos de PCR a tiempo real, el DNA se aislé mediante el “kit” PrepMan
(PE Applied Biosystems, USA). Para ello, se tom6 1 mL de cultivo, o de 4 a 8 mL en el
caso de aquellas muestras que contenian un bajo numero de células. Las muestras se
centrifugaron a 12000 r.p.m. durante 5 minutos y posteriormente el sedimento se lavé con
agua destilada estéril dos veces. Previamente a la extraccion, las células se sometieron a
una rotura fisica como se detalla a continuacién. Las células se resuspendieron en el
tampén PrepMan y se rompieron en un Mini-beadbeater (Biospec Products, Bartlesville,
Okla.) mediante la adicion de 0,3 g de bolitas de zirconio/silice de 0,5 mm (Biospec
Products, Inc). Para la rotura de las células se realizaron agitaciones en 3 repeticiones de
30 segundos cada una a maxima velocidad. Las muestras se incubaron en hielo durante
1 min. entre cada agitacion. Posteriormente, el DNA se aislé siguiendo las indicaciones
del “kit” PrepMan, con un paso adicional de precipitacion necesario para minimizar
inhibiciones. Después de resuspender el DNA en 50 uL de agua mQ estéril, se cuantificd
la concentracion del DNA utilizando un biofotdmetro de DNA (Eppendorf AG, Hamburg,

Alemania) y se confirmé mediante visualizacion en gel de agarosa.

8.2. Tratamientos enzimaticos del DNA.

8.2.1. Digestion enzimatica del DNA mitocondrial.

El DNA gendmico fue digerido con la endonucleasa de restriccion Hinfl (Roche
Molecular Biochemicals, Mannheim, Germany) segun el protocolo descrito por Querol y
colaboradores (1992a). La mezcla de reaccion contenia 19 uL de DNA gendmico, 2 pl de
RNAasa a 500 ug/mL (Boehringer Mannheim), 1,5 yL de enzima y 2,5 uL de tapén 10X
especifico. La mezcla se incubd a 37°C toda la noche. Los fragmentos de restriccion del

DNA mitocondrial se separaron en geles de agarosa (Pronadisa) al 1% (p/v) en tampon
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TAE 1X (40mM Tris-acetato, 1 mM EDTA, pH 8) a 100 V. Posteriormente se realizé una
tincion en bromuro de etidio (0,5 pg/uL), y los fragmentos se visualizaron con luz UV. El

tamano de los fragmentos se calculd con el marcador de DNA de fago A digerido con Pstl.

8.2.2. Digestidon enzimatica de amplificados de la regién 5,8S-ITS.

Los amplificados de DNA obtenidos por PCR de la region 5,8S-ITS (ver apartado
8.3.1), fueron digeridos con los enzimas de restriccion Cfol, Haelll y Hinfl (Roche
Molecular Biochemicals, Mannheim, Germany). Para el caso concreto de las especies del
género Debaryomyces (Tabla 8), se utilizaron adicionalmente otros enzimas: Alul, Hpall,
Rsal, Sau3Al, Taql (reconocen secuencias de 4 pb), Ddel, ScrFl (cortan en secuencias
de 5 pb) y Ddel, ScrfFl (tienen su diana en secuencias de 6 pb). Los fragmentos de
restriccion se separaron por electroforesis en geles de agarosa al 3% en tampon TAE 1X
(40 mM Tris-acetato, 1 mM EDTA, pH 8) y se visualizaron con luz UV ftras la tincién con
bromuro de etidio (0,5 pg/pL) (Sigma). Como marcador de peso molecular se utilizo el
“100-bp DNA ladder” (Gibco BRL, Gaithersburg, MD).

8.3. Clonacion.

Siguiendo las condiciones de amplificacion descritas por Fernandez-Espinar y
colaboradores (2003), se obtuvo un fragmento de 1800 pb especifico de S. cerevisiae
utilizando el oligonucledtido OPA 7 (GAAACGGGTG) (Operon Technologies) y la cepa S.
cerevisiae CECT 1485. La banda se corté a partir de un gel de agarosa al 1,4% vy
posteriormente el DNA se purificé mediante el “kit” Gene Clean system (BIO 101). Para
obtener DNA de extremos romos, el producto de PCR se tratdé con el fragmento Klenow
de la polimerasa | y la DNA polimerasa T4. El fragmento se clon6 en el vector pBlueScript
digerido con la endonucleasa EcoRV y fue defosforilado con fosfatasa alcalina
(Boehringer Manheim, Alemania). La ligacion se realiz6 con DNA ligasa del fago T4
(Boehringer Manheim) y la transformacién se llevé a cabo en células competentes de E.
coli DH5aq, siguiendo la metodologia descrita por Sambrook y colaboradores (1989). El
fragmento clonado se secuencio6 (apartado 8.6.1) y su secuencia se uso para el disefio de
oligonucledtidos especificos de S. cerevisiae para ser aplicados en un sistema de PCR a

tiempo real (apartado 8.5).
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8.4. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

8.4.1. Amplificacion de la region 5,8S-ITS del DNA ribosémico.

La region que incluye el gen 5,8S y las regiones intergénicas ITS1 e ITS2 se
amplifico utilizando los oligonucledtidos its1 e its4 (White y col., 1990), descritos en la
Tabla 13.

Las células procedentes de una colonia se resuspendieron en la mezcla de PCR.
Las condiciones de amplificacion fueron descritas por Esteve-Zarzoso y colaboradores
(1999). La mezcla de reaccion se preparé en un volumen final de 100 pL, afadiéndose 2
unidades de Taq polimerasa DyNAzyme™ Il (Finnzymes OY, Espoo, Finland), 10x
tampodn de reaccion, 0,3 uM de cada desoxinucleétido (dATP, dCTP, dTTP y dGTP), y la
muestra de DNA. La amplificacién se realizé en un termociclador Progene (Techne,
Cambridge, UK) con el siguiente programa: 95°C durante 5 min para la desnaturalizacion,
40 ciclos de 95°C durante 1 min, 55,5°C durante 2 min y 72°C durante 2 min. Finalmente,
se afiadié una incubacién a 72°C durante 10 min. Los productos de PCR se visualizaron
mediante electroforesis en geles de agarosa al 1,4%, estimando el tamafio de los
fragmentos por comparacion de su movilidad con la del marcador estandar de 100pb
(GIBCO-BRL, Gaithersburg, Md., USA).

8.4.2. Amplificacion de los dominios D1 y D2 del gen ribosémico 26S.

Para la amplificacién del gen 26S se utilizaron los cebadores NL-1 y NL-4 descritos
en la Tabla 13. Los componentes de la reaccion de amplificacion, asi como las
condiciones empleadas y el termociclador, fueron las mismas que las utilizadas para

amplificar la region 5,8S-ITS (apartado 8.3.1).

8.4.3. Amplificacion del gen de la actina (ACT1).

La amplificacion del gen de la actina se llevé a cabo siguiendo el protocolo descrito
por Daniel y Meyer (2003). Se utilizaron los cebadores universales CA21 y CA22R para
amplificar la region completa del gen. En otros casos, se aplicd la combinacion de los
cebadores CA8/CA5R con CA1/CA22R y CA1/CA15R con CA8/CA5R, que generaron
fragmentos solapantes del gen actina. En la Tabla 13 se describe la temperatura de

hibridacion para cada cebador utilizado asi como su secuencia.
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8.4.4. Amplificacion especifica de la especie S. cerevisiae para su deteccion

en muestras de vino.

Con objeto de amplificar de forma especifica la especie S. cerevisiae pensando en
desarrollar un sistema de PCR a tiempo real para dicha levadura (apartado 8.5), se
disefiaron 2 oligonucleétidos que se llamaron SC1d y SC1r (Tabla 13). Dichos
oligonucledtidos se disefiaron basandose en la secuencia de los primeros 600 pb
(apartado 8.6) de una banda de RAPDs especifica de S. cerevisiae previamente clonada
(apartado 8.3). La especificad de los oligonucleétidos fue comprobada por comparacion
con las bases de datos (BLAST) y por PCR convencional como se describe a
continuacion. Las reacciones se realizaron en un volumen final de 25 pL y contenian 1 U
de DNA polimerasa (Biotools B&M Labs S.A., Madrid), 10x tampén de reaccion, 60 mM
de los oligonucledétidos SC1d y SC1r (Tabla 13), 0,3 uM de dNTPs, y 2,5 uL de DNA.
Ademas, se anadieron 0,05 pg/uL de BSA (seroalbumina bovina) al igual que se hizo
posteriormente en la reaccion de PCR a tiempo real para minimizar la inhibicion por
sustancias presentes en el medio de cultivo o en el vino. Las condiciones de amplificacion
fueron 95°C durante 10 minutos y 40 ciclos de 15 segundos a 95°C, 1 min a 60°C y 1,5
min a 72°C, utilizando para ello un termociclador GeneAmp 5700 Sequence Detection
System (PE Applied Biosystems). Los fragmentos de amplificacién fueron analizados

mediante electroforesis en geles de agarosa al 1,4%.

8.4.5. Amplificacion arbitraria del DNA genémico mediante RAPDs.

Mediante amplificacion del DNA de la cepa CECT 1485 con el oligonucleétido OPA
7 (Operon Technologies), se obtuvo una banda de RAPD, especifica de la especie S.
cerevisiae. Para ello, se siguié la metodologia descrita por Fernandez-Espinar y
colaboradores (2003).

Ademas, se analizaron los perfiles de RAPD generados por los oligonucleétidos
descritos en la Tabla 13 (Operon Technologies) para las especies Z. bailii, Z. rouxii y D.
bruxellensis. Las reacciones de PCR se realizaron en volumen de 25 uL y contenian de 1
a 5 ng de DNA, 3,5 mM de MgCl,, 200 ng de oligonucledtido, 25 uM de cada dNTP y 1U
de DNA polimerasa de Biotools (Biotools B&M Labs S.A., Madrid). Se utilizd6 un
termociclador de Progene (Techne) bajo las siguientes condiciones: 94°C durante 5 min,
seguido de 45 ciclos de 92°C durante 1 min, 36°C durante 1 min, 72°C durante 2 min, y
una incubacion final a 72°C durante 10 min. Los productos de reaccion se analizaron por

electroforesis en geles de agarosa al 2% en TAE 1X y se tifieron con bromuro de etidio.
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Los tamanos moleculares de los fragmentos de DNA se obtuvieron por comparacién con

el marcador molecular de 100 pb.

8.4.6. Amplificacion de microsatélites.

Se llevaron a cabo reacciones de PCR siguiendo el protocolo descrito por Baleiras
Couto y colaboradores (1996b). Los oligonucleétidos (GTG)s y (GAC)s se describen en la
Tabla 13.

8.5. PCR a tiempo real.

8.5.1. Optimizacion de la concentracion de los cebadores.

La concentracion 6ptima de los cebadores SC1d y SC1r en la reaccion de PCR se
determiné ensayando combinaciones de distintas concentraciones: 30, 60 y 100 mM, y
utilizando una concentracion fija de DNA (10 ng/uL). Las condiciones de PCR fueron las

descritas en el apartado 8.5.2.

8.5.2. Condiciones de amplificacion.

La amplificacion se llevé a cabo utilizando el termociclador GeneAmp 5700
Sequence Detection System (PE Applied Biosystems). La reaccion de PCR contenia 12,5
uL de SYBR Green PCR Master Mix (PE Applied Biosystems), 60 mM de cada
oligonucledtido (SC1d y SC1r) y 2,5 uL de DNA a 10 ng/mL, en 25 uL de volumen final.
Para minimizar la inhibicion por sustancias presentes en el medio de cultivo o en el vino,
se anadié BSA (seroalbumina bovina) a la reaccién de PCR, a una concentracion final de
0,05 pg/uL. Las condiciones de PCR fueron 95°C durante 10 minutos y 40 ciclos de 95°C
durante 15 segundos, 60°C durante 1 minuto y 72°C durante 1,5 minutos. Todas las
muestras se analizaron por duplicado o por triplicado (en el caso de las muestras que

sirvieron para construir la recta patron).

8.5.3. Curva de disociacion.

La curva de disociacion del DNA amplificado de cada muestra se procesé de forma

automatizada utilizando el programa informatico Dissociation Curve v.1.0, incluido en el
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sistema GeneAmp 5700. Se obtuvo asi un valor de T, (“melting temperature”), que es

especifica para cada producto amplificado.

8.5.4. Rectas patron y eficiencia.

Las rectas patron se crearon mediante representacion grafica de los valores de Ct
(“cycle threshold”) de la PCR a tiempo real, obtenidos a partir de la dilucién seriada del
DNA frente al valor introducido de concentracion de células (log UFC/mL), utilizando el
programa informatico ABI Prism Sequence Detection v.1.3. A partir de la pendiente de la
recta patrén, se estimé la eficiencia (E) mediante la férmula E=(10"%"°) —1. Tanto las
curvas de amplificacidn como las rectas patrén, se representaron mediante el programa
informatico Sigma Plot v. 8.0.

Se evalu6 ademas, la influencia del vino en la eficiencia del sistema de PCR
cuantitativo desarrollado. Para ello, se compararon rectas patron construidas a partir de
medio GPY, vino dulce y vino tinto, las cuales presentaban un rango de concentracion de
células de 5,8 x 10° UFC/mL a 5,8 UFC/mL, 3,8 x 10° UFC/mL a 3,8 UFC/mL y 5 x 10°
UFC/mL a 50 UFC/mL respectivamente.

Por otra parte, se analizé la reproducibilidad del método mediante la construccion,
en ensayos independientes, de 8 rectas en medio GPY, 4 rectas a partir de vino dulce y
4 rectas a partir de vino tinto. Como se explica posteriormente en el apartado 9, se aplico

un analisis estadistico para analizar el paralelismo entre las curvas obtenidas.

8.5.5. Sensibilidad.

Para determinar la sensibilidad del método de PCR a tiempo real, se aisl6 DNA a
partir de un cultivo en medio GPY de S. cerevisiae (CECT 1485) que contenia 5,6 x 10’
UFC/mL. Posteriormente se realizaron diluciones seriadas 107", y cada dilucién se utilizé
como muestra para la PCR a tiempo real. Se determiné la presencia de curvas de
amplificacion, representadas como valores de Ct frente a intensidad de fluorescencia.

Los limites de deteccion también se valoraron utilizando vino dulce (Moscatel) y
tinto (50% Bobal/50% Monastrell) como matriz. Para ello, se inocularon 5 mL de cada tipo
de vino con células de S. cerevisiae (CECT 1485) hasta conseguir concentraciones de
3,8 x 10% y 5 x 10° UFC/mL en el vino dulce y tinto respecivamente. EI DNA obtenido de
dichos cultivos se diluydé para generar un rango de muestras con concentraciones entre
3,8 x 10° y 3,8 UFC/mL en vino dulce y 5 x 10° y 5 UFC/mL en vino tinto y se sometieron

al ensayo de PCR a tiempo real.
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Adicionalmente, se analizd6 el niumero minimo de UFC/mL a partir de DNA
procedente de muestras independientes con distintas concentraciones de células. Se
inocularon 5 muestras que contenian 5 mL de vino tinto con 5,4 x 10* 5,4 x 10%; 5,4 x 10%;
5,4 x 10"y 5 UFC/mL respectivamente. De igual manera, 5 muestras de vino dulce fueron
inoculadas con 3,9 x 10%; 3,9 x 10% 3,9 x 10% 3,9 x 10" y 3,9 UFC/mL respectivamente. El

DNA aislado de cada muestra, se utilizé para la deteccién por PCR a tiempo real.

8.5.6. Deteccion en muestras de vino contaminadas artificialmente.

Para evaluar la capacidad del sistema de PCR para detectar células de S.
cerevisiae en vino, se utilizé vino dulce (Moscatel), obtenido en un supermercado local, y
vino tinto (50% Bobal y 50% Monastrell), que fue proporcionado por una bodega
espanola. Se contaminaron artificialmente tres alicuotas de 8 mL de vino dulce
(previamente filtrado con filtros de 0,2 um, Millipore, Bedford, MA, USA) con 6,8 x 10% 6,8
x 10° y 6,8 x 10 UFC/mL de la cepa S. cerevisiae (CECT 1485) respectivamente. En el
caso del vino tinto, las muestras de 8 mL fueron contaminadas con 5 x 10*, 5 x 10%y 5 x
10 UFC por mL de vino. Los 8 mL de muestra se centrifugaron para recoger las células, y
se procedid a la extraccion de DNA con el “kit” PrepMan, como se describe en el
apartado 8.1.2. El DNA se utilizé para valorar la deteccién usando el vino como matriz
alimentaria, siguiendo los protocolos de PCR a tiempo real desarrollados y los analisis de

curvas de disociacion. El experimento se repitié dos veces.

8.5.7. Correlacion entre la cuantificacion por PCR a tiempo real y por recuento

en placa.

Se valoro la eficacia de cuantificacion del método de PCR a tiempo real mediante
correlacion entre la enumeracion estimada por recuento en placa (apartado 4.4) y por
PCR a tiempo real. Para ello, se realizd una dilucién seriada de una suspension de
células de S. cerevisiae en medio GPY y en vino (Moscatel), para crear muestras de
concentracién conocida. La poblacion de células se determiné en cada muestra mediante
PCR cuantitativa, y se correlacioné con el resultado obtenido mediante recuento en
placas de GPYA mediante un analisis de regresion lineal. Se realizaron un total de 4
experimentos independientes, que generaron 4 rectas de regresién, uno utilizando medio

GPY y otros 3 con vino dulce (Moscatel).
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8.5.8. Efecto de la presencia de DNA contaminante en la cuantificacion de

células de S. cerevisiae.

Se estudié el posible impacto que podia tener la presencia de DNA contaminante
sobre la deteccién y cuantificacion especifica de células de S. cerevisiae por PCR a
tiempo real. Para ello, se escogio el DNA correspondiente a otros microorganismos que
pueden estar presentes a elevadas concentraciones en las ultimas fases de produccién
del vino. Se incluyeron las cepas Dekkera bruxellensis (CECT 1451T) como levadura
representativa, y Oenococcus oeni (CECT 2177) y Acetobacter aceti (CECT 298") como
bacteria lactica y acética, respectivamente. El experimento consisti6 en combinar dos
concentraciones de células de S. cerevisiae (10? y 10° UFC/mL) con dos concentraciones
del microorganismo contaminante (10? y 10° UFC/mL) en vino moscatel, generandose 4
muestras en cada caso. El DNA obtenido se sometié a los ensayos de PCR a tiempo real,
y posteriormente se evaluaron las curvas de disociacién y los valores de Ct, aplicandose

analisis estadisticos (ver apartado 9).

8.5.9. Deteccion y cuantificacion en muestras de vino con contaminacion real.

Una bodega espafiola de la denominacién de origen Utiel-Requena proporcioné 8
muestras de vino tinto (50% Bobal, 50% Monastrell) (7 botellas y 1 envase “bag in box”)
que presentaban evidentes signos de alteracion por la presencia de gas. A partir de 10
mL de muestra, se obtuvo un precipitado de células cuyo DNA se aislé siguiendo el
protocolo de extracciéon PrepMan (PE Applied Biosystems). Posteriormente, cada muestra
se analizé por PCR a tiempo real para detectar la posible presencia de S. cerevisiae
como levadura contaminante.

Ademas, se realizé una cuantificacion de las células presentes en cada muestra de
vino contaminado. Los valores de Ct se calcularon por extrapolacion en la
correspondiente recta patron, construida a partir de vino contaminado artificialmente con
células de S. cerevisiae CECT 1485. Paralelamente, se tomo otra alicuota para realizar

el recuento de células viables en placa.
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8.6. Secuenciacion del DNA.

8.6.1. Obtencion de secuencias.

Las regiones de DNA de interés (regién 5,8S-ITS, dominios D1/D2 del gen 26S y
gen ACT1) fueron amplificadas previamente por PCR, como se describe en los apartados
841, 84.2 y 84.3. Los fragmentos amplificados se purificaron utilizando el “kit”
UltraClean™ PCR Clean-up (Mo Bio Laboratories, Inc., Solana Beach, CA). Para su
secuenciacion, los fragmentos de DNA se marcaron con fluorocromos utilizando el “kit”
BigDye TM Terminator Cycle v 3.1 (Perkin Elmer, Norwalk, EE.UU.), secuenciandose
ambas hebras en un secuenciador automatico 310 de Applied Biosystems (Foster City,
EE.UU.). Como cebadores para la reccién de secuenciacion se usaron los mismos
oligonucledtidos empleados para su amplificacion (Tabla 13).

La secuenciacion del fragmento de DNA de S. cerevisiae obtenido mediante de
RAPD se realizé mediante una estrategia diferente. Se secuenciaron los primeros 600
nucledtidos del extremo 5 en un analizador ABI Prism™ 310 Genetic utilizando el “kit”
dRhodamine Ready Reaction DyeDeoxy Terminator Cycle Sequencing (PE Applied
Biosystems) y el oligonucleodtido KS (Tabla 13). Se obtuvo la secuencia de una de la
hebras, y mediante un programa bdsico de alineamiento (WU-BLAST2) en la pagina web

de EBI (http://www.ebi.ac.uk/Blast2/index.html), se eliminaron las ambigledades por

comparacion con la secuencia genémica de S. cerevisiae.

8.6.2. Analisis de secuencias.

Una vez obtenidas las secuencias, los errores se eliminaron por comparacién de
ambas hebras de DNA usando el programa informatico Chromas V 1.43 (Brisbane,
Australia).

Las secuencias se alinearon utilizando el programa informatico ClustalX, una
version de Clustal W para Windows (Thompson y col., 1994).

En el caso de las especies tipo del género Debaryomyces (Tabla 8), las secuencias
de la region 5,8S-ITS fueron utilizadas para calcular las distancias genéticas
(divergencias nucleotidicas), que permitieron la construcciéon de un arbol filogenético.
Para valorar el modelo que mejor se ajustaba a las caracteristicas de las secuencias
obtenidas (5,8S-ITS), y por tanto el mas idéneo para corregir las distancias, se utiliz6 el
programa Modeltest v. 3.6 (Posada, 1998). El modelo que mejor se ajusté fue HKY85

(Hasegawa y col., 1985), con una distribucién gamma (G) de tasas de substitucion con un
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parametro a=0,1347, una relacion de transiciones/transversiones de 2,337 y frecuencias
nucleotidicas empiricas (A, 0,3015; C, 0,1679; G, 0,1796 y T, 0,3510). Posteriormente,
con el programa PAUP* v. 4.0b10 (Swofford, 2002), el modelo HKY85 se utilizd para
estimar las distancias genéticas que sirvieron para reconstruir un arbol filogenético por el
método Neighbor-Joining (Saitou y Nei, 1987). La fiabilidad del arbol se valor6 mediante
un analisis de re-muestreo (bootstrap) basado en 1000 pseudorréplicas de la matriz de

secuencias.

9. Analisis estadisticos.

Se calcularon los intervalos de confianza mediante el test de t-Student, con un
grado de confianza del 5% (Draper y Smith, 1981), para analizar la reproducibilidad de las
rectas patron utilizadas en los ensayos de PCR a tiempo real (apartado 8.5).

El analisis de la varianza de factores multiples se aplicd utilizando el programa
informatico Statgraphics Plus v.5.1. Para evaluar si la presencia de microorganismos
contaminantes influia en la cuantificacion de células de S. cerevisiae por PCR a tiempo

real, se utilizé el test-F, considerando como significativo un valor P<0,05.
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El género Debaryomyces actualmente esta formado por 15 especies (Nakase y col.,
1998), las cuales pueden ser aisladas de ambientes naturales (Barnett y col., 1983). De
todas ellas, 9 especies, D. carsonii, D. etchellsii D. hansenii, D. maramus, D.
melissophilus, D. polymorphus, D. pseudopolymorphus, D. robertsiae y D. vanrijiae, se
encuentran asociadas a una gran variedad de alimentos procesados (Deak y Beuchat,
1996).

Generalmente, la presencia de especies de Debaryomyces en los alimentos tiene
efectos beneficiosos para los mismos. Asi, participan en procesos de maduracién de
alimentos fermentados como quesos, carne y productos carnicos, contribuyendo en el
aroma final de los mismos por liberacion de precursores de compuestos volatiles
(Boekhout y Phaff, 2003; Deak y Beuchat, 1996; Frohlich-Wyder; 2003; Gardini y col.,
2001, Martin y col.,, 2003, 2004). Ademas, presentan un papel importante en la
maduracion de encurtidos, donde oxidan los acidos producidos por las bacterias lacticas
durante la fermentacion. A pesar de la contribucién de levaduras del género
Debaryomyces en diversos alimentos, un crecimiento excesivo de las mismas puede
causar cambios sensoriales indeseables debido a la formaciéon de malos sabores y olores
(a putrefaccion), por la formacion de sulfitos, ésteres y aminas a partir del metabolismo de
aminodacidos. Se han descrito como contaminantes en alimentos con alto contenido en
sal, como quesos, salami y productos carnicos (Demain y col., 1998); aunque también se
han encontrado como alterantes de yogurt, helados, pescado, marisco, etc. (Deak y
Beuchat, 1996). Como consecuencia, su identificacion resulta de gran interés para la
industria agroalimentaria, ya que permitira determinar su presencia y distribucién en los
alimentos, pudiendo controlar el crecimiento de estas levaduras alterantes.

De forma habitual, la identificacion de especies del género Debaryomyces se ha
realizado mediante métodos convencionales. Sin embargo, estas técnicas resultan
laboriosas y algunos de los resultados que se obtienen son variables, lo que dificulta la
identificacion correcta de las especies de este género (Metaxopoulos y col., 1996;
Prillinger y col., 1999).

La aplicacién de métodos moleculares basados en acidos nucleicos ha resultado
ser una buena alternativa a los métodos convencionales, ya que son mas rapidos y
precisos. En el caso del género Debaryomyces, existen hasta la fecha pocos estudios
que aborden la identificacion de las especies que lo componen. Dichos trabajos se han
centrado fundamentalmente en la identificacion de Debaryomyces hansenii (Cocolin y
col., 2004a; Corredor y col., 2000; Rantsiou y col., 2005; Romero y col., 2005), pero no

abordan la identificacion de todas las especies del género Debaryomyces.
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En la ultima década, los métodos de identificacion basados en la secuenciacion del
DNA ribosémico estan siendo ampliamente aplicados para la identificacién de especies
de levadura. En el caso del género Debaryomyces, existen trabajos centrados en el
analisis del gen 26S y 18S (Nishikawa y col., 1997, 1999) . Sin embargo, el analisis de
secuencias de este gen han revelado una estrecha relacion filogenética entre las
especies de Debaryomyces, lo que dificulta su diferenciaciéon (Kurtzman y Robnett, 1991;
Yamaday col., 1991)

Las regiones espaciadoras internas transcritas (ITS1 e ITS2) han mostrado mayores
diferencias interespecificas que las proporcionadas por los genes 18S y 26S rRNA (Cai y
col., 1996; James y col., 1996; Kurtzman, 1992; Kurtzman y de Hoog, 1993), permitiendo
la diferenciacion de especies estrechamente relacionadas. La técnica de analisis de
restricciéon de esta region fue aplicada para diferenciar 10 de las 15 especies del género
Debaryomyces (Ramos y col., 1998). Sin embargo, este estudio mostré6 una elevada
homogeneidad dentro de esta region.

Esta falta de resolucion no concuerda con los datos descritos en la bibliografia en el
caso de especies pertenecientes a otros géneros (Esteve-Zarzoso y col.,, 1999). Por
tanto, en el presente trabajo hemos considerado interesante asegurar que el analisis de
restriccion de la region 5,8S-ITS no es util para la diferenciacién de las especies del
género Debaryomyces. Para ello se ha ampliado el analisis de esta region aplicando 7
enzimas de restriccion adicionales. Ademas, se han incluido las especies D. carsonii, D.
etchellsii, D. occidentalis, D. robertsiae y D. udenii para completar la totalidad de especies
del género Debaryomyces, que no se habian tenido en cuenta en el mencionado trabajo
(Ramos y col.,, 1998). Finalmente, dada la necesidad de proporcionar sistemas
alternativos que permitan la identificacion rapida e inequivoca de las especies del género
Debaryomyces, se ha analizado la secuencia de la region 5,8S-ITS de las cepas tipo de
cada una de las especies del género, asi como la secuencia del gen nuclear ACT1 en

algunas especies problematicas.
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1.1. Analisis de restriccion de la regién 5,8-ITS.

Para amplificar la region 5,8S-ITS de las 38 cepas pertenecientes a las 15 especies
aceptadas actualmente en el género Debaryomyces (Nakase y col., 1998), se utilizaron
los oligonucledtidos its1 e its4.

Los productos de PCR presentaron un tamano aproximado de 650 pb. Para detectar
posibles diferencias entre las cepas analizadas, los fragmentos de amplificacion fueron
digeridos con 13 endonucleasas de restriccion.

Los enzimas Alul, Hindlll, Hpall, Ndel y Sacl, no reconocieron ningun sitio de
restricciéon en la region ribosémica de las 38 cepas estudiadas. Hinfl, Rsal y Sau3A sélo
reconocieron un sitio en esta region, dando lugar a patrones de restricciéon de 320+320,
490+190 y 400+225 pb, respectivamente. Cfol y Haelll generaron patrones de restriccion
de 310+310+50 y 420+140+90 pb, respectivamente. Sélo Ddel, ScrFl y Tagl mostraron
patrones polimorficos en las cepas (Tabla 15). Ddel dio un patréon especifico para D.
etchellsii, con tres bandas de 327, 221 y 96 pb, mientras que el resto de especies
mostraron el mismo patron, de 425 y 210 pb. ScrFl dio lugar a tres patrones diferentes.
Uno de ellos con una unica banda de 650 pb (sin sitio de restriccion), se obtuvo en 10
especies: D. carsonii, D. castellii, D. coudertii, D. hansenii, D. nepalensis, D. occidenalis,
D. polymorphus, D. pseudopolymorphus, D. vanrijiae y D. yamadae. En el caso de D.
etchellsii, D. maramus, D. robertsiae y D. udenii, se encontré un patron diferente, con 2
bandas de 550 pb y 100 pb. Sélo la cepa tipo de D. melissophilus, CECT 114107, mostré
un patrén distintivo (400 + 240 pb).

Finalmente, Tagl mostré dos patrones. Uno de ellos, con fragmentos de restriccion
de 250, 210, 110 y 60 pb, se encontré en todas las cepas pertenecientes a D. carsonii, D.
castellii, D. coudertii, D. nepalensis, D. maramus, D. pseudopolymorphus, D. vanrijiae y
D. yamadae. El otro patrén, con fragmentos de restriccion de 325, 250 y 60 pb, aparecio
en todas las cepas de D. etchellsii, D. melissophilus, D. occidentalis y en la Unica cepa
analizada de D. robertsiae y D. udenii. Entre las cepas analizadas de las especies D.
hanseniiy D. polymorphus, se encontraron los dos patrones de restriccion generados con
Taql.

Como se puede derivar de estos resultados, el analisis de restriccion de la regién
5,8S-ITS no revelé suficiente polimorfismo como para diferenciar la totalidad de las
especies que componen el género de Debaryomyces. Por ello, se decidié analizar
completamente las secuencias de esta region en las especies tipo, como se detalla en el

siguiente apartado.
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Tabla 15. Patrones de restriccién obtenidos tras la digestién con tres endonucleasas, y
que revelaron algun polimorfismo en la regién 5,8S-ITS de las cepas del género

Debaryomyces analizadas.

Referencia Patrones de restriccion

Especies
CECT CBS Ddel ScrFl Taql

D. carsonii 102277 425+210 650 250+210+110+60
10230 425+210 650 250+210+110+60
10541 425+210 650 250+210+110+60
11407 425+210 650 250+210+110+60

D. castellii 2923" 425+210 650 250+210+110+60

D. coudertii 5167" 425+210 650 250+210+110+60

D. etchellsii 11406" 327+221+96 550+100 325+250+60
11408 327+221+96 550+100 325+250+60
11412 327+221+96 550+100 325+250+60

D. hansenii

var. hansenii 10026 425+210 650 325+250+60
10352 425+210 650 325+250+60
10360 425+210 650 250+210+110+60
11363 425+210 650 250+210+110+60
11364 425+210 650 250+210+110+60
11369" 425+210 650 325+250+60
var. fabryi 11365 425+210 650 250+210+110+60

11370" 425+210 650 250+210+110+60
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Continuacion Tabla 15

Referencia Patrones de restriccion
Especies CECT  CBS Ddel ScrFl Taql
D. maramus 11362" 425+210 550+100 250+210+110+60
11371 425+210 550+100 250+210+110+60
D. melissophilus 11409 425+210 650 325+250+60
11410" 425+210 400+240 325+250+60
D. nepalensis 59217 425+210 650 250+210+110+60
D. occidentalis
var.occidentalis 819" 425+210 650 325+250+60
var.persoonii 2169" 425+210 650 325+250+60
D. polymorphus
var. africanus 113617 425+210 650 250+210+110+60
var. polymorphus 10099 425+210 650 250+210+110+60
10135 425+210 650 250+210+110+60
11359" 425+210 650 325+250+60
D. pseudopolymorphus 10056 425+210 650 250+210+110+60
10293 425+210 650 250+210+110+60
11360" 425+210 650 250+210+110+60
D. robertsiae 106877 425+210 550+110 325+250+60
D. udenii 7056" 425+210 550+110 325+250+60
D. varinjiae
var. varinjiae 10077 425+210 650 250+210+110+60
10519 425+210 650 250+210+110+60
113737 425+210 650 250+210+110+60
var. yarrowii 10079" 425+210 650 250+210+110+60
D. yamadae 7035' 425+210 650 250+210+110+60
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1.2. Analisis de las secuencias de la regiéon 5,8S-ITS.

Ya que no se pudo determinar un perfil distintivo para cada una de las especies de
Debaryomyces en base a los fragmentos de restriccion de la regiéon 5,8S-ITS obtenidos,
se obtuvo la secuencia de esta region para 17 cepas tipo pertenecientes a las 15
especies de este género (Tabla 16). La longitud completa de las secuencias, incluyendo
los 19 y 20 pb de los oligonucleétidos its1 e its 4 respectivamente, variaron entre 635 y

644 nucledtidos.

Tabla 16. Numeros de acceso de las secuencias en GenBank para las cepas tipo del género

Debaryomyces.
Cepas Numero de acceso
Especies CECT CBS 5,8S-ITS D1/D2delgen  Gen Actina
26S rRNA
D. carsonii 102277 2285"  AJ586521
D. castellii 2923"  AB054102° U45841 AJ867052
D. coudertii 5167'  AB054018° U45846 AJB67051
D. etchellsii 11406" 20117  AJ586528
D. hansenii (hansenii) 11369" 767" AJ586526 U45808 AJ508505 °
D. hansenii (fabryii) 113707 789" AJ586530
D. maramus 113627 1958"  AJ586525
D. melissophilus 114107 6344"  AJ586529
D. nepalensis 59217  AB053099 ° U45839 AJB67054
D. occidentalis (occidentalis) 819" AB054023 ®
D. occidentales (persoonii) 2169" AB054020 ®
D. polymorphus (polymor.) ~ 11359" 186" AJ586523 U45836 AJB04532
D. pseudopolymorphus 11360" 2008" AJ586524 U45845 AJ604533
D. robertsiae 10687" 2934"  AJ586522 U45805 AJ867053
D. udenii 7056"  AB054098 ° U45844 AJ868358
D. vanrijiae 113737 30247  AJ586527 U45842 AJ604534
D. yamadae 7035" AB054022 ®

2 b ¢ Sgcuencias obtenidas de GenBank; ® Secuencias obtenidas por Kurtzman y Robnett, 1998; ¢ Secuencias obtenidas

por Daniel y Meyer, 2003.
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Las similitudes de secuencia se muestran en la Tabla 17, por encima de la diagonal,
y las diferencias nucleotidicas por debajo de la diagonal. Los valores de similitud
encontrados en el conjunto de cepas analizadas varian entre un 85,1% para el par D.
etchelsii/D. carsonii y un 99,8% para el par D. castelli/D. pseudopolymorphus, que
correspondian a 54 y 1 diferencias nucleotidicas, respectivamente.

A pesar de que estas diferencias nucleotidicas son, en la mayoria de los casos,
suficientes para discriminar especies, en este caso el andlisis de restricciéon de la region
5,8S-ITS no permitio diferenciar las especies de este género, al no encontrar enzimas de
restriccion que nos mostraran dicha variabilidad. Por tanto, y como una alternativa al
analisis de restriccion, la identificacion de las especies de este género puede abordarse
mediante secuenciacion directa de esta region ribosémica y su posterior comparacion con
las secuencias de las bases de datos.

En algunos casos, se obtuvo un alto grado de similitud (98,9 a 99,8%), y que
correspondia a diferencias entre 6 y 1 nucleétidos. Esto ocurre con los 10 pares de
especies que se detallan en la Tabla 18, y cuyos correspondientes valores de similitud se
representan en la Tabla 17. De acuerdo con estos datos, estas especies no podrian
distinguirse por comparacion de su secuencia 5,8S-ITS y por tanto, tampoco por el
analisis de restriccion de esta regién. Este hecho se visualiza mas claramente al utilizar
las divergencias nucleotidicas para reconstruir las relaciones filogenéticas entre las
especies del género, tal y como se describe en el apartado 8.6.2 de Materiales y
Métodos. EI arbol filogenético obtenido (Figura 5) muestra, segun su fiabilidad
determinada por los valores “bootstrap” (VB), que las especies de Debaryomyces forman
cuatro grupos significativos. El primer grupo (VB 86%) esta formado por las especies D.
coudertii, D. hansenii (var. hansenii y var. fabryi), D. nepalensis, D. maramus y el par D.
robertsiae 'y D. undenii. Este grupo incluye especies con muy baja divergencia
nucleotidica (Tabla 18), confirmado en el arbol por los bajos valores “bootstrap” (de 33 a
63%), por tanto hay pocas diferencias nucleotidicas que respalden las relaciones dentro
del grupo. El segundo linaje, esta formado por la especie D. efchellsii que esta
estrechamente relacionada con el primer grupo, con un valor “bootstrap” del 79%. El
tercer grupo (VB 77%) incluye las especies D. castellii, D. yamadae, D. vanrijiae, D,
polymorphus y D. pseudopolymorphus, con muy poca o ninguna divergencia nucleotidica
(Tabla 18), y que no podian diferenciarse mediante las secuencias 5,8-ITS. Finalmente, el
cuarto grupo (VB 79%) es el mas heterogéneo, formado por los pares D. carsonii y D.
melissophilus (91% bootstrap) y D. occidentalis var occidentalis y var. persoonii (72%

bootstrap).
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Teniendo en cuenta estos resultados, los pares de especies descritos en la Tabla
18 no podrian diferenciarse por comparacion de las secuencias de la region 5,8S-ITS, ni
tampoco mediante el andlisis de restriccion de esta region. Por tanto, el estudio de otras
regiones podria proporcionar un mayor polimorfismo entre estas especies, necesario para

su diferenciacion.

32
20

D. yamadae

D. vanrijiae

D. polymorphus var. polymorphus
D. pseudopolymorphus

D. castelli

72— D. occidentalis var. occidentalis
D. occidentalis var. persoonii

79 4|— D. carsonii
D. melissophilus

91
D. etchellsii

79

D. robertsiae

D. udenii

D. maramus

D. hansenii var. fabryi

D. hansenii var. hansenii
D. coudertii

55— D. nepalensis

99

Figura 5. Arbol Neighbor-joining basado en las secuencias de la regién 5,8S-ITS de las especies
tipo de Debaryomyces. Se ha puesto la raiz en un punto intermedio del arbol, localizado a una
distancia media entre cada taxén. Los numeros indican el nivel de “bootstrap” en base a 1000
réplicas. La longitud de las ramificaciones es proporcional a la escala e indican las sustituciones por

nucledtido.
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1.3. Anadlisis de las secuencias de la region D1/D2 (26S rDNA) y del gen de la

actina (ACT1) en especies dificiles de identificar.

Se analizaron otras dos regiones genémicas, los dominios D1/D2 del gen 26S rRNA
(Kurtzman y Robnett, 1998, 2003) y el gen ACT1 (Daniel y Meyer, 2003; Kurtzman y
Robnett, 2003) en las especies D. castellii, D. coudertii, D. hansenii, D. nepalensis, D.
polymorphus, D pseudopolymorphus, D. robertsiae, D. udenii y D. vanrijiae. Estas, tal y
como hemos comentado en el apartado anterior, formaban 10 pares dificiles de
diferenciar (Tabla 18). Las secuencias correspondientes a la region D1/D2 de estas
especies se obtuvieron de la base de datos Genbank NCBI (Tabla 16). Los 10 pares de
especies mostraron un alto grado de similitud de secuencia, entre 98,6% para el par D.
polymorphus/D. vanrijiae, y 99,5% para los pares D. polymorphus/D. pseudopolymorphus
y D. robertsiaelD. udenii (Tabla 18). Estos valores estan préximos o son mayores al 99%,
que es el valor que se requiere para considerarlos como la misma especie (Kurtzman y
Robnett, 1998). Por tanto, teniendo en cuenta el elevado grado de similitud de esta
regién, dichos pares podrian considerarse la misma especie.

La secuencia parcial del gen de la actina mostré valores de similitud menores,
desde 82,8% para D. robertsiae/D. udenii, a 96,3% para D. pseudopolymorphus/D.
vanrijiae (Tabla 18). Segun Daniel y Meyer (2003), valores de similitud de secuencia
iguales o menores que 98,2% (o mas de 17 diferencias nucleotidicas) en esta region
indicarian especies distintas, por lo que la secuenciacién directa del gen ACT1 podria
utilizarse en este caso como herramienta para la diferenciacion de los pares de especies

del género Debaryomyces mencionados.
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Tabla 17. Similitudes de secuencia (por encima de diagonal) y diferencias nucleotidicas (por debajo) entre las secuencias de la regién 5,8S-ITS de las cepas tipo de

las especies del género Debaryomyces.

Mm @ 6 @ 6 © @O 6 (© @) (1) (12) (13) (14 (15 (16) (17)

(1) D. hansenii (fabryi) 99,8 99,3 989 982 968 970 899 940 92,8 936 938 934 936 938 898 874
(2) D. hansenii (hans.) 1 99,4 991 983 970 972 90,1 942 930 938 940 936 938 940 90,0 876
(3) D. coudertii 4 3 98,9 97,8 964 966 899 938 926 934 936 932 934 936 894 874
(4) D. nepalensis 6 5 6 974 964 966 907 936 921 932 934 930 938 940 898 874
(5) D. maramus 10 9 12 14 9,4 966 899 936 924 932 934 930 928 933 887 863
(6) D. robertsiae 17 16 19 19 19 991 895 916 905 916 914 914 930 936 892 868
(7) D. udenii 16 15 18 18 18 5 89,7 924 913 924 922 918 934 940 892 872
(8) D. etchelsii 51 50 51 47 55 53 52 886 872 886 884 880 899 901 851 830
(9) D. castellii 31 30 32 33 33 43 39 57 983 99,3 998 993 950 952 90,3 883
(10) D. yamadae 37 3 38 40 39 48 44 63 9 976 981 979 952 950 90,5 883
(11) D. polymorphus (poly.) 33 32 34 35 35 43 39 57 4 13 99,4 99,3 946 948 899 879
(12) D. pseudopolym. 32 31 33 34 34 4 40 58 1 10 3 991 948 950 905 886
(13) D. vanrijiae 34 33 35 36 36 44 42 60 4 11 4 5 945 946 901 87,9
(14) D. occidentalis (occid.) 33 32 3 32 37 36 34 51 26 25 28 27 29 994 930 905
(15) D. occidentalis (perso.) 32 3 3 31 3 33 31 50 25 26 27 26 28 3 932 907
(16) D. carsonii 51 50 53 51 56 54 54 54 72 48 51 48 50 36 35 91,8
(17) D. melissophilus 62 61 62 62 67 65 65 63 81 58 60 57 60 48 47 42

(1) cepa CECT 11370, (2) cepa CECT 11639", (3) cepa CBS 5167, (4) cepa CBS 59217, (5) cepa CECT 11362, (6) cepa CECT 10687, (7) cepa CBS 7056, (8) cepa CECT 11406,
(9) cepa CBS 2923", (10) cepa CBS 7035', (11) cepa CECT 11359, (12) cepa CECT 11360", (13) cepa CECT 11373", (14) cepa CBS 819", (15) cepa CECT 2169", (16) cepa CECT

102277, (17) cepa CECT 11410". Las similitudes de secuencia entre especies que superan 99% estan escritas en negrita.
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Tabla 18. Datos de reasociacion de nDNA vy similitud de secuencia de la regién 5,8S-ITS, de los dominios D1/D2 del gen 26S y el gen ACT1 de las cepas tipo de

las especies del género Debaryomyces, que no pudieron identificarse mediante restriccion o secuenciacion directa de la regién 5,8S-ITS.

Especies Designacioén cepa Reasociacion nDNA Similitud secuencia (%)

(%) 5,8S-ITS D1/D2 ACT1
D. polymorphus var. polymorphus CECT 11359"
D. pseudopolymorphus CECT 11360" 212 99,4 ¢ 99,5' 92,4°
D. polymorphus var. polymorphus CECT 11359"
D. vanrijiae var. vanrijiae CECT 11373 242 99,39 98,6° 93,2°¢
D. pseudopolymorphus CECT 11360
D. vanrijiae var. vanrijiae CECT 11373 NE 99,19 98,8' 96,3 °
D. hansenii var. hansenii CECT 11369
D. coudertii CBS 5167" 162 99,4 ¢ 99,4 ° 857°
D. hansenii var. hansenii CECT 11369"
D. nepalensis CBS 59217 152 99,19 99,1 90,7°
D. coudertii CBS 5167"
D. nepalensis CBS 59217 NE 98,9 ¢ 98,8 ° 852"
D. robertsiae CECT10687"
D. udenii CBS 7056" NE 99,19 99,5° 82,8 °
D. castelli CBS 29237
D. polymorphus CECT 113597 20° 99,39 99,1f 91,5°
D. castelli CBS 29237
D. pseudopolymorphus CECT 11360" NE 99,8 ¢ 98,9 ' 95,5°
D. castelli CBS 29237
D. vanrijiae CECT 11377 NE 99,39 98,8 95,6 °

NE, Datos no encontrados en la literatura; ® datos de reasociacién de nDNA de Kurtzman y Robnett, 1998; ® Basado en el analisis de 959 nucledtidos del gen actina; °Basado en el analisis
de 904 nucledtidos del gen actina; Basado en el analisis de 658 nucledtidos del gen actina; °Basado en el analisis de 511 nucleétidos de D1/D2; "Basado en el analisis de 571 nucledtidos
de D1/D2; ? Basado en el andlisis de 576 nucleétidos de la region 5,8S-ITS
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1.4. Discusion.

De forma habitual, la identificacién de especies del género Debaryomyces se ha
llevado a cabo mediante métodos convencionales. Sin embargo, dado los resultados
variables obtenidos en cuanto a sus capacidades fermentativas y caracteristicas fisiologicas,
la identificacion correcta de las 15 especies que forman actualmente el género resulta dificil
de esta manera. Otras aproximaciones dirigidas a la identificaciéon de algunas especies de
Debaryomyces no han sido muy resolutivas, como es el caso del % G+C en la composicién
del DNA, el analisis del sistema ubiquinona, los antigenos de pared celular o las
caracteristicas fisiolégicas o bioquimicas (Nakase y Suzuki, 1985). Sélo la reasociacion de
nDNA-nDNA resulté exitosa para la diferenciacion entre estas especies (Nakase y Suzukii,
1985), pero es una técnica demasiado compleja para realizar una identificacion de forma
rutinaria.

La aplicacion de métodos basados en biologia molecular es muy util pensando en la
identificacion rutinaria de levaduras por su rapidez y precision. Como se ha comentado en la
introduccion del presente capitulo, existen pocos estudios que aborden la identificacion
molecular de las especies que componen el género Debaryomyces. Ademas, la mayoria de
estos estudios se centran en la especie D. hansenii (Cocolin y col., 2004a; Corredor y col.,
2000; Nishikawa y col., 1997, 1999; Rantsiou y col., 2005) o abordan la identificacion de un
numero restringido de especies (Cai y col., 1996; Kurtzman y Robnett, 1991; Ramos y col.,
1998; Romero y col., 2005; Yamada y col., 1991). En este ultimo caso, la diferenciacion
entre las especies es dificil a pesar de utilizar técnicas cuya capacidad para identificar
especies de levadura ha sido demostrada en trabajos previos para otros géneros. Este es el
caso del analisis comparativo de secuencias de las regiones ribosomales 26S y 18S
(Kurtzman, 2003; Kurtzman y Robnett, 1998) y del andlisis de restriccion de la region
ribosomal 5,8S-ITS (Esteve-Zarzoso y col., 1999, 2003; Fernandez-Espinar y col., 2000;
Guillamoén y col., 1998). Una reciente colaboracion ha permitido abordar el estudio de una
region alternativa, la IGS, para la discirminacion de las especies que comprenden el género
Debaryomyces (Quirds y col., enviado).

Dado el papel de las especies del género Debaryomyces en el procesado y en la
alteracion de gran variedad de alimentos, consideramos interesante disponer de un método
para su identificacion. Desde un punto de vista industrial es deseable que el método de
identificacion sea de facil aplicacion y que ademas proporcione resultados lo antes posible y
de forma reproducible. En este sentido, la técnica de andlisis de restriccién de la region
ribosomal 5,8-S-ITS constituye actualmente la mejor alternativa. Ademas, la disponibilidad

de una base de datos de facil acceso (http://yeast-id.com/) conteniendo los perfiles de
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restriccion de mas de 200 especies, hace de esta técnica una herramienta especialmente
util para aplicaciones rutinarias. Ramos y colaboradores (1998) mostraron la falta de
resolucion al aplicar dicha técnica para la identificacién de las especies de Debaryomyces.
Sin embargo, estos autores no muestran si esta falta de resolucién es el resultado de un
bajo polimorfismo nucleotidico a nivel de esta regién ribosémica al igual que ocurre para los
genes 26S y 18S. Por tanto, cabia la posibilidad de que el uso de enzimas de restriccion
alternativas permitiera detectar variaciones nucleotidicas entre las especies, y asi poder
diferenciarlas en base a sus perfiles de restriccion. Con esta idea, se ensayaron los enzimas
de restriccion Ddel, Hindlll, Hinfl, Ndel, Sau3A1, Scal y ScrFl y se extendié la metodologia
al total de las especies del género. Al igual que en el trabajo descrito por Ramos y
colaboradores (1998), se observé una falta de resoluciéon obteniéndose un nimero reducido
de patrones diferentes que a su vez eran compartidos por mas de una especie.
Desgraciadamente, con estos datos confirmabamos que la técnica de analisis de restriccion
de la region 5,8S-ITS no es util para la identificacion de las especies del género
Debaryomyces.

Ya que hasta el momento no se ha estudiado el origen del bajo polimorfismo obtenido
en los sitios de restriccidén, en el presente trabajo se decidié analizar la secuencia de la
region 5,8S-ITS. Se pudo asi determinar, a diferencia de lo que ocurre para otros géneros,
que era una region muy conservada. Sin embargo, en ciertas ocasiones las diferencias
nucleotidicas fueron suficientes para diferenciar parejas de especies. Este es el caso de D.
carsonii, D. etchelsii, D. maramus, D. melissophilus, D. occidentales y D. yamadae, que
mostraron valores de similitud de secuencia menores al 99% con todas las especies. Por
tanto, su identificacion puede abordarse mediante la comparaciéon de secuencia de esta
region ribosdmica. La diferenciacion de estas especies, excepto D. maramus que mostré un
valor de similitud del 98,9% con D. coudertii, puede abordarse también mediante la
comparacion de secuencias de D1/D2 del gen 26S rRNA, segun se dedujo del analisis de
las correspondientes secuencias obtenidas de la base de datos del GenBank NCBI. El
analisis mostroé valores de similitud entre 88% y 98,4%.

Por otra parte, las especies D. castellii, D. coudertii, D. hansenii, D. nepalensis, D.
polymorphus, D pseudopolymorphus, D. robertsiae, D. udenii y D. vanrijiae, mostraron
elevada similitud de secuencia en la region 5,8S-ITS, por encima del 99%, cuando se
compararon con una o varias especies. Es el caso de D. castelli con D. vanrijiae (99,3%), D.
coudertii con D. nepalensis (98,9 %), D. robertsiae con D. udenii (99,1%), D. polymorphus
con D. pseudopolymorphus, D. castellii y D. vanrijiae (99,4, 99,3 y 99,3% respectivamente),
D. pseudopolymorphus con D. vanrijiae y D. castellii (99,1 y 99,8% respectivamente) y D.

hansenii var. hansenii con D. coudertiiy D. nepalensis (99,4 y 99,1% respectivamente). La
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similitud de secuencia de ITS fue muy proxima o mayor al 99%, y por tanto, en estos casos
no es posible realizar una designacion diferenciada de especie por comparacién de la
secuencia de esta region. El analisis de secuencias de los dominios D1/D2 del 26S rRNA
también indicé que estos 10 pares de especies estan estrechamente relacionados y son
dificiles de diferenciar. La baja divergencia nucleotidica encontrada entre estos pares de
especies de Debaryomyces, no es congruente con los bajos valores de reasociaciéon
disponibles en la literatura (Tabla 18) (Kurtzman y Robnett, 1997). Aunque las regiones
ribosdmicas han sido de gran utilidad para la delimitacion de otras especies, existen otras
excepciones al igual que ocurre con el género Debaryomyces. Es el caso de Candida fructus
y Candida musae o Candida zelanoides y Candida krissii (de Llanos y col., 2004; Kurtzman y
Robnett, 1998;), y Rhodosporidium glutinis y Rhodosporidium graminis (Scorzetti y col.,
2002), entre otros.

Puesto que la identificacion de las especies del género Debaryomyces no esta
actualmente resuelta en su totalidad, consideramos interesante abordar la busqueda de
marcadores moleculares alternativos que permitieran su diferenciacion inequivoca. Por este
motivo se estudiaron otras regiones que permitieran la diferenciacién aquellas especies mas
estrechamente relacionadas. De esta forma se secuencié el gen de la actina ACT1, cuya
variabilidad en la secuencia de DNA ya se ha mostrado previamente en grupos taxonémicos
muy préximos (Daniel y col., 2001; Daniel y Meyer, 2003; Kurtzman y Robnett, 2003). Como
resultado, el gen ACT1 dié lugar a suficiente divergencia nucleotidica, desde 82,8% a
96,3%, para poder diferenciar las especies directamente por secuenciacién. Esto supone
que, en un futuro, se pueden desarrollar métodos moleculares basados en la secuencia de
esta region, con la finalidad de identificar de forma rapida y sencilla estas especies. Una
region alternativa que se utilizd también en este anadlisis de secuencias fue el gen
mitocondrial COX2 (Belloch y col., 2000). Sin embargo, a pesar de aplicar oligonucleétidos
disefados a partir de los cebadores originales, disefiados por Belloch y colaboradores
(2000), no se pudo obtener el fragmento amplificado de esta region, y por tanto no se pudo
utilizar en nuestro estudio.

En conclusién, la identificacion de las especies actualmente aceptadas en el género
Debaryomyces, no puede abordarse mediante el analisis de restriccion de la region
ribosémica 5,8S- ITS, como se ha propuesto para otras especies. En el presente trabajo
(Martorell y col., 2005a) se propone su identificacion por comparaciéon de secuencias. En
concreto, la identificacion de las especies D. carsonii, D. etchelsii, D. maramus, D.
melissophilus, D. occidentalis y D. yamadae, se puede abordar mediante comparacién de
secuencias de la region 5,8S-ITS. En el caso de las especies D. castellii, D. coudertii, D.

hansenii, D. nepalensis, D. polymorphus, D pseudopolymorphus, D. robertsiae, D. udenii y

88



Capitulo 1

D. vanrijiae, se determin6 una elevada similitud de secuencia en las regiones ribosémicas,
por lo que se propone la comparacion de secuencias del gen de la actina ACT1 para la
designacion inequivoca de especie. Actualmente, la disponibilidad de secuenciadores de
DNA automaticos y la posibilidad de secuenciar directamente productos de PCR, hace que
esta técnica resulte sencilla y rapida para la identificacion de especies de levadura, y por

tanto, de gran utilidad para la industria.
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Ademas del género Debaryomyces existen otros géneros de levaduras con
especies que, como se comentd en la Introduccion, pueden estar implicadas en la
alteracion de gran variedad de alimentos, resistiendo las condiciones ambientales y las
medidas de conservacién aplicadas al alimento (Fleet, 1992; Loureiro y Querol, 1999).
Entre los alimentos susceptibles de alteracion se encuentran aquellos con un elevado
contenido en azucar. En estos, la estabilidad depende de factores como la a,, pH,
presencia de conservantes y temperatura. Habitualmente, valores de a,, entre 0,61y 0,75
provocan un crecimiento muy lento en las levaduras, por lo que los signos de alteracion
son aparentes solo después de algunos meses. Unicamente en condiciones de
almacenamiento con elevada humedad relativa, los productos azucarados incrementan
su ay, permitiendo la aceleracion del crecimiento de las levaduras (Deak y Beuchat,
1996). Entre los signos de alteracion mas tipicos esta la formacion de peliculas en la
superficie de jarabes, debido a la suspension de las células de levadura por la elevada
densidad de los jarabes, o rotura de envases por producciéon de gas (Stratford, 2005).
Fue precisamente la deformacion y rotura de envases por fermentacion microbiana lo que
obligd a la retirada de un lote de turron del mercado Espanol. El presente capitulo incluye
la identificacion de los microorganismos causantes de esta alteracién asi como el estudio

del origen de la contaminacion.

2.1. Identificacion de la levadura causante de la alteracion.

Como se comento en el capitulo anterior, una de las técnicas mas utilizadas para la
identificacion de levaduras a nivel de especie es la amplificacion de la region 5,8S-ITS y
su posterior analisis de restriccidon. Los perfiles de restriccion obtenidos son comparados
con los contenidos en la base de datos disponible en la direccién de Internet http://yeast-
id.com/. En el presente trabajo, esta técnica se ha aplicado para resolver un problema de
contaminacién a nivel industrial. Como se detalla a continuacién, en primer lugar se
aislaron y se identificaron los microorganismos presentes en el turron alterado. Ademas,
puesto que dicho turréon contenia en su composicién frutas confitadas elaboradas en una
empresa distinta a la del turrdn, se aislaron e identificaron los microorganismos presentes

en dicha empresa.
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2.1.1. Recuento e identificacion de microorganismos en el turrén alterado.

En el caso de los turrones alterados, se analizaron por separado las piezas de fruta
y la masa de mazapan. Tal y como se describe en Materiales y Métodos, se inocularon 9
tubos que contenian 9 mL de medio GPY (8% de glucosa y 50ug/uL cloramfenicol) con
diferentes volumenes de un homogeneizado de la muestra. La aparicién de turbidez en el
medio de cultivo permitid determinar el NMP de células viables por mL de muestra. Tan
so6lo fue posible observar crecimiento en una muestra de calabaza y en el mazapan. Asi,
se determinaron 200 UFC/g en la calabaza confitada y mas de 1100 UFC/g en el
mazapan. Una vez llevado a cabo el aislamiento de 10 colonias por cada muestra, se
utilizé la técnica de analisis de restriccion de la region 5,8S-ITS para identificar dichos
aislados. De este modo se mostréd la presencia de la especie Z. bailii en la muestra de
calabaza (Tabla 19). Sin embargo, en el caso del mazapan las colonias aisladas
pertenecian a un hongo filamentoso, que no pudo identificarse mediante esta técnica.

Para la identificacion de este hongo se seleccionaron tres cepas y se secuenciaron
los dominios D1/D2 del gen 26S rDNA. Las secuencias obtenidas se compararon con
secuencias de las bases de datos (Blastn) obteniéndose una homologia del 97% con la
secuencia del gen 26S rRNA de Nectria mauritiicola (Tabla 19). Asi mismo, se secuencio
esta misma regiéon en el caso de la cepa de levadura identificada como Z. bailii,

confirmandose su previa identificacion.

2.1.2. Recuento e identificacion de microorganismos en la empresa de frutas

confitadas.

Con objeto de evaluar la presencia de levaduras alterantes en la empresa de
frutas confitadas, se procedié al aislamiento e identificacién de los microorganismos
presentes en todos los puntos de la cadena de produccion de dicha empresa. Como
consecuencia de los multiples pasos que se siguen en el procesamiento industrial de
dichas frutas fue necesario tomar un gran numero de muestras como se comenta a
continuacion. Las frutas confitadas se elaboran de forma tradicional a partir de la
maceraciéon de las mismas con jarabes de sacarosa y glucosa. Dicha maceracion se
realiza en tanques de metal, aumentando la concentracién de los jarabes de forma
gradual (mediante evaporacion continua al mantenerlos a 40°C), para permitir la entrada
del azucar al interior de la fruta y evitar su deformacion. Ademas, frutas de diferentes
clases no pueden confitarse en el mismo jarabe. Finalmente se realiza un secado de las

piezas de fruta, de forma que éstas alcanzan un contenido en azucar entre un 70% vy
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75%. En base a este proceso de elaboracién se tomaron un total de 22 muestras (tanto
jarabes como frutas) en distintas etapas del proceso de fabricacion: muestras en
maceracion con distintos grados brix; muestras que permanecieron almacenadas de 1 a 8
meses en su propio jarabe, y muestras envasadas que se habian almacenado hasta 2
afios (Tabla 19). El procesado de las muestras para el recuento e identificacion de
levaduras se realizé utilizando medio GPY con elevado contenido en glucosa, para evitar
el choque osmoético de las levaduras al ser aisladas a partir de jarabes y frutas confitadas
(apartado 6 de Materiales y Métodos).

Los resultados obtenidos en los recuentos de levaduras se detallan en la Tabla
19. Los recuentos mas altos se observaron en los jarabes utilizados para la maceracion
de las frutas, pudiéndose determinar 23, 4 y 39 UFC/mL en muestras de jarabe de
calabaza (50° brix), jarabe de naranja (60° brix) y jarabe de cereza (40° brix)
respectivamente. Incluso se llegaron a determinar hasta mas de 1100 UFC/mL en jarabes
de calabaza (65° brix) y cereza, éste ultimo con evidentes signos de alteracion por
fermentacion. En cuanto a las muestras almacenadas en jarabe (Tabla 19), el recuento
también fue mayor en el jarabe de calabaza (23 UFC/mL), sin obtenerse un recuento en
la calabaza confitada. En el caso de las frutas, se determinaron recuentos mas altos en
muestras de calabaza y cereza confitada (23 UFC/g), mientras que no fue posible
determinar la presencia de levaduras en piezas de naranja confitada. En cuanto al efecto
del tiempo en la carga microbiana en las frutas, se observd que tiempos largos dieron
lugar a cargas microbianas mayores, de forma que muestras de jarabe y fruta
almacenadas hasta 8 meses contenian 23 UFC por mL & g (sin mostrar ningun sintoma
de alteracién visible), llegando incluso a recuentos de hasta 240 UFC/g en muestras
envasadas y almacenadas hasta dos afios.

En la Tabla 19 se muestran igualmente los resultados de la identificacién de los
microorganismos aislados a lo largo de la cadena de produccion. Se identificaron 4
especies: Z. bailii y Z. rouxii que se aislaron con gran frecuencia tanto en jarabes como
en frutas confitadas de distintos grados brix (40, 50, 60 y 65° brix); Sporobolomyces
roseus que se encontré en dos muestras, calabaza confitada a 65° brix y calabaza
envasada y almacenada durante 2 afios; y Debaryomyces hansenii que se aislé a partir
de dos muestras de calabaza almacenada durante 2 afios.

Para confirmar la asignacién correcta a nivel de especie de estas cepas, se
seleccionaron al azar tres cepas de cada patrén de restriccion de 5,8S-ITS obtenido y al
igual que en el caso de los aislados a partir de turron alterado se secuenciaron los

dominios D1/D2 del gen 26S rDNA. Se confirmé asi la identificacion de las levaduras
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aisladas (Z. bailii, Z. rouxii, D. hansenii, S. roseus), obteniéndose valores de similitud

entre 99 y 100% con las correspondientes secuencias de las bases de datos (Tabla 19).

Tabla 19. Identificacion de levaduras y recuento mediante Numero Mas Probable (NMP) de los

aislados de muestras de fruta confitada y turrén alterado.

Fase en la cadena de NMP  Identificacion

! Muestras °brix (1mLé6
produccion ) RFLPs (5,8-ITS)
Muestras de turron Mazapan >1100  Nectria mauriiticola®
alterado Calabaza confitada 200  Z. bailii (CECT 12002)
Muestras en fabricacion Jarabe de calabaza confitada 50 23 Zygosaccharomyces rouxii
Calabaza confitada 50 0 N.D.
Jarabe de calabaza confitada 65 >1100  Z bailii (CECT 12001)
Calabaza confitada 65 <23 Sporobolomyces roseus
Calabaza glaseada <23 Z. bailii
Jarabe de naranja confitada 24 0 N.D.
Naranja confitada 24 0 N.D.
Jarabe de naranja confitada 60 4 Z. rouxii
Naranja confitada 60 0 N.D.
Naranja glaseada 0 N.D.
Jarabe de cereza confitada 40 39 Z. bailii
Cereza confitada 40 <23 Z. bailii
Jarabe fermentado de cereza >1100 Z rouxii (CECT 12003 y
confitada CECT 12004)
Muestras almacenadas Jarabe de calabaza confitada 23 Z. rouxii
en jarabe (de 128 Calabaza confitada 0 N.D
meses) -
Jarabe de cereza confitada 23 Z. bailii
Cereza confitada <23 Z. bailii
Jarabe de naranja confitada 0 N.D.
Naranja confitada 0 N.D
Muestras almacenadas Calabaza confitada 240 Debaryomyces hansenii
zg\c’g?adas (hasta 2 Calabaza confitada 240  D. hansenii
Calabaza confitada 240 S. roseus

N.D.: no detectado; ® Su identificacién solo fue posible mediante secuenciacion de los dominios D1/D2 del gen 26S rDNA.
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2.2. Origen de contaminacion a lo largo de la cadena de produccién de turrén

de frutas.

De todos los microorganismos identificados tanto en el turrén alterado como en la
empresa de frutas, Z. bailii y Z. rouxii tienen una importancia particular por ser potentes
alterantes de alimentos con baja a,, y alto contenido en azucares. Por este motivo y
teniendo en cuenta la elevada frecuencia con que la especie Z. bailii fue encontrada en el
turrén alterado y en la empresa de las frutas parece probable que esta ultima haya sido la
fuente de la contaminacion. Por otra parte, aunque Z. rouxii no se detectd en el turrén
alterado, su presencia en la empresa que elabord las frutas lo convierte en alterante
potencial de turrones elaborados con dichas frutas. Para la prevencion y el control de la
alteracion de los alimentos por levaduras, es necesario abordar estudios de trazabilidad
de las mismas a lo largo de la cadena de produccion y asi poder establecer el origen de
la contaminacién. En este sentido, las técnicas moleculares resultan de gran interés. Es
deseable que dichas técnicas posean una gran capacidad para diferenciar entre cepas,
para de esta manera asegurar el seguimiento de las mismas en el entorno de produccion
y almacenamiento del alimento. Como veremos a continuacion, en el caso de las
especies Z. bailii y Z. rouxii no esta bien establecido qué técnica es la mas adecuada
para diferenciar a nivel de cepa. Por este motivo, antes de estudiar en que punto de la
fabricacion de las frutas se encuentra el origen de contaminaciéon por estas levaduras en
los turrones alterados se llevd a cabo un estudio comparativo utilizando tres técnicas

moleculares con la finalidad de obtener el mayor grado de diferenciacioén posible.

2.2.1. Estudio comparativo de métodos para la caracterizacion de cepas de Z.

bailii y Z. rouxii.

Actualmente se dispone de un gran numero de técnicas para la discriminacién de
cepas de levaduras. Sin embargo, la capacidad discriminatoria de las mismas puede
variar de unas especies a otras. En el caso del género Zygosaccharomyces, existen
pocos estudios que aborden la caracterizacion molecular de sus especies a nivel de
cepa. Existen datos preliminares obtenidos en las especies Z. bailii, Z. bisporus, Z.
fermentati, Z. mellis y Z. rouxii a partir de la aplicacion del analisis de restriccion del
mtDNA (Guillamén y col., 1997) o en cepas de Z. bailii, Z. bisporus, Z. fermentati y Z.
rouxii mediante la utilizacion de electroforesis de cromosomas (Torok y col., 1993).
Esteve-Zarzoso y colaboradores (2003) aplicaron la restriccion de mtDNA con Hinfl a las

10 especies del género, sin embargo, aunque permitia la diferenciacion de cepas dentro

95



Capitulo 2

de una misma especie, en la mayoria de casos los patrones eran muy similares,
diferenciandose tan soélo por la presencia/ausencia de una banda. Por tanto, hasta el
momento, no conocemos el método mas oOptimo para obtener un maxima resolucion
intraespecifica en el género Zygosaccharomyces. En el presente trabajo, se ha abordado
un analisis de los polimorfismos genéticos a nivel intraespecifico de cepas de referencia
obtenidas de la Coleccion Espanola de Cultivos Tipo (CECT) (Tabla 9). Para ello, se
aplicaron tres técnicas moleculares (RAPD-PCR, amplificacién de microsatélites y RFLP
de DNA mitocondrial) cuya capacidad para discriminar a nivel de cepa ha sido descrita
previamente para otras especies de levaduras (Pina y col., 2005; Baleiras Couto y col.,
1996a, 1996b; Ibeas y col., 1996; Petersen y col., 2002).

A continuacion, se describen los resultados obtenidos con cada una de las técnicas

aplicadas a 13 cepas de referencia de Z. bailli (Tabla 20) y 21 de Z. rouxii (Tabla 21).

2.2.1.1. Anadlisis de polimorfismos del DNA mitocondrial.

Las cepas de referencia de Z. bailii y Z. rouxii se sometieron a analisis de restriccion
del mtDNA con las endonucleasas Ddel, EcoRV, Hinfl, Rsal y Taql. De todos ellas, Hinfl
fue la que proporcioné mayor variabilidad en ambas especies. Como se muestra en la
Figura 6, los resultados fueron visualizados en geles de agarosa. El tamafio de los
fragmentos se calculé con el marcador de DNA de fago A digerido con Pstl. Las
digestiones con Hinfl dieron lugar a patrones moleculares con un nimero de bandas
variable, entre 8 y 17, con tamarfios entre 0,8 y 4,7 Kb. En la tablas 20 y 21 se resumen
los diferentes patrones obtenidos con este enzima en todas las cepas de referencia de Z.
bailiiy Z. rouxii analizadas. La técnica proporcion6 gran variabilidad, siendo mayor en Z.
bailii que en Z. rouxii. Asi, se determinaron 9 patrones diferentes en las 13 cepas de Z.
bailii (que corresponde a un 69% de variabilidad) y 9 patrones en las 21 cepas de Z

rouxii analizadas (43%).
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Z. bailii Z. rouxii
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Figura 6. Patrones moleculares obtenidos mediante restricciéon del mtDNA con la endonucleasa
Hinfl en cepas de referencia de Z. bailii y Z. rouxii, descritas en la Tabla 20 y 21. (m) es el
marcador DNA fago A digerido con Pstl.

2.2.1.2. Amplificacion de microsatélites.

Otra de las técnicas aplicadas fue la amplificacion de microsatélites, que son
secuencias de 2 a 10 pb repetidas en tandem a lo largo del genoma, hipervariables en
longitud como consecuencia de errores en las replicacion del DNA. Se utilizaron dos
oligonucledtidos, (GTG)s y (GAC)s (Tabla 13), para la diferenciacién de las cepas de Z.
bailii y Z. rouxii de referencia, siguiendo el protocolo previamente descrito por Baleiras
Couto y colaboradores (1996b). En la Figura 7 se muestra un ejemplo de algunos
patrones obtenidos para cada una de las especies analizadas con ambos
oligonucledtidos. Las amplificaciones generadas dieron lugar a patrones de 5 a 7 bandas,
con un tamano molecular que variaba entre 0,25 y 1,7 Kb aproximadamente.

Las tablas 20 y 21 también muestran los resultados obtenidos con la amplificacion
de microsatélites, que proporcionaron menor resolucion que la restriccion de mtDNA.
Cuando se utilizé el oligonucletido (GTG)s se observaron 4 patrones diferentes en las 13
cepas de Z. bailii (30% variabilidad), y 4 patrones en las 21 cepas de Z. rouxii (19% de
variabilidad). Sin embargo, cuando se utilizé el oligonucleétido (GAC)s, se obtuvo menos

variabilidad, con tan sélo 3 patrones diferentes en Z. bailii y 1 patrén para Z. rouxii.
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(a) (b)

Z. bailii Z. rouxii pb Z. bailii Z. rouxii

2072
1500

600

100

Figura 7. Ejemplo de patrones obtenidos tras la amplificacion de microsatélites en cepas de Z. bailii y Z.
rouxii de referencia, con los oligonucleétidos (a) (GTG)s, que proporcion6é mayor variabilidad y (b) (GAC)s, con
el que se obtuvo un nivel de resolucién muy bajo. De izda a dcha, en (a) cepas de Z. bailii: CECT 1931
(patrén B), CECT 1932 (patrén C), CECT 1933 (patrén C), CECT 1939 (patrén B); cepas de Z. rouxii: CECT
11941 (Patrén C), CECT 11923 (Patrén C), CECT 11930 (Patron C), CECT 11928 (Patron B), CECT 11926
(Patron D), CECT 11929 (Patréon B); en (b) cepas de Z. bailii: CECT 11931 (Patron B), CECT 11932 (Patrén
C), CECT 11933 (Patrén C), CECT 11939 (Patrén A), CECT 11922 (Patréon A), CECT 11940 (Patron C);
cepas de Z. rouxii, todas con Patron A: CECT 1230, CECT 1231, CECT 1232, CECT 10132. (m) es el
marcador de 100 pb.

2.2.1.3. Amplificacion mediante RAPD-PCR.

Tal y como se describe en el apartado 8.4.5 de Materiales y Métodos y con la
finalidad de obtener el maximo grado de discriminacién posible entre las cepas
pertenecientes a las especies Z. bailii y Z. rouxii, se llevaron a cabo amplificaciones
arbitrarias del DNA de ambas especies mediante RAPD-PCR. Para ello se utilizaron 9
oligonucledtidos de secuencia arbitraria (OPA 2, 3, 7, 8, 9, 10, 11, 15y 16) (Tabla 7), de
forma que se pudiera determinar cuales proporcionaban mayor informacién en cuanto a
variabilidad intraespecifica. Para valorar la reproducibilidad del ensayo de RAPD, cada
reaccion se realizdé en 3 réplicas, utilizando DNA procedente de distintas extracciones y
de cultivos independientes. Los resultados se analizaron en geles de agarosa,
comparando las bandas de cada perfil con el marcador de tamanos moleculares de 100
pb. Cada uno de estos cebadores gener6 entre 3 y 8 bandas, de entre 0,4 y 2 Kb. En la
Tabla 20 se detallan los patrones de RAPD obtenidos para las cepas de Z. bailii de
colecciones de cultivo. Los distintos oligonucledétidos proporcionaron patrones diferentes,
indicando que podian utilizarse para identificacién de cepas. Asi, el oligonucleétido OPA

3 reveld 2 patrones, los OPAs 2, 7, 8 y 9 dieron tres patrones cada uno, OPA 11 cuatro
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patrones y OPA 10 y OPA 15 proporcionaron la mejor discriminacion a nivel de cepa en
esta especie, obteniéndose 5 patrones respectivamente. En la Figura 8a se muestran los
perfiles obtenidos con los dos oligonucleétidos mas resolutivos a nivel intraespecifico en
Z. baillii, OPA 10y 15.

Los resultados obtenidos en la caracterizacion de las 21 cepas de referencia de Z.
rouxii se muestran en la Tabla 21. Los oligonucleétidos 2, 7, 8, 9, 11 y 16 dieron lugar a 2
patrones diferentes, OPA 10 a tres, OPA 15 proporciond 4 patrones y finalmente OPA 3,
que dio lugar a 7 patrones, fue el oligonucleétido mas resolutivo en la discriminacion de
cepas de Z. rouxii. La Figura 8b muestra los perfiles de RAPD generados por el OPA 3 en
la especie Z. rouxii.

Comparando el poder discriminatorio de las tres técnicas utilizadas, la amplificaciéon
de microsatélites y el ensayo RAPD aparecen como las técnicas que dan lugar a menor
variabilidad, en comparacién con el analisis de restriccion del mtDNA con Hinfl. En el
caso del analisis de RAPD, la mayor variabilidad a nivel de cepa se obtuvo con OPA 10y
OPA 15 para Z. bailii, y OPA 3 para Z. rouxii. Por tanto, y de acuerdo con estos
resultados, proponemos la combinacion de andlisis de RFLP de mtDNA con Hinfl y
analisis de RAPD con OPA 10 y OPA 15 como el mejor procedimiento para caracterizar
cepas de Z. bailii, mientras que el andlisis de restriccion del mtDNA con Hinfl y RAPD con
OPA 3 serian mas adecuados para la diferenciacién de cepas de Z. rouxii.

(b)

(a)
. Z. rouxii [(OPA 3)
Z. balliil (OPA 10) Z. bailiil(OPA15)

pb
m1 2 3 4 5 m1 2 3 4 5 m3 45 6 1 2 7

600 —

100 —

Figura 8. Perfiles de RAPD obtenidos con los oligonucleétidos mas discriminantes, (a) OPA 10 y
OPA 15 (Z. bailii) y (b) OPA 3 (Z. rouxii), y que se detallan en la Tabla 20 y 21. (m) es el marcador
de 100 pb.
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Tabla 20. Patrones obtenidos mediante restriccion de mtDNA, PCR de microsatélites y RAPD en cepas de referencia de Z. bailii.

RFLP RAPD
Designaciéon Origen de DNAmt PCR microsatélites
CECT® aislamiento )
Hinfl (GTG)s (GAC)s OPA2 OPA3 OPA7 OPA8 OPA9 OPA10 OPA11 OPA15 OPA16

1898 Insecto, I A A 1 1 1 1 1 1 1 1 1

cerveza,Tokio
1924 desconocido I A B 1 1 1 1 1 1 1 2 1
11042 Mosto de uva Il A B 1 1 2 2 1 2 2 3 1
11043 Vino (turbio) ] A B 1 1 1 1 1 1 3 4 1
11352° desconocido v A B 2 1 1 1 1 1 3 2 1
11922 Zumo VIl D A 1 1 2 2 1 3 3 2 1

concentrado

de naranja
11931 Mosto de pera Vil B B 1 1 1 1 1 1 3 2 1
11932 Zumo de \% C C 3 2 1 3 2 4 4 5 1

manzana
11933 Mayonesa \% C C 3 2 1 3 3 4 3 5 1
11939 Mosto de uva Vi B A 1 1 3 2 1 2 2 3 1
11940 Miel \% C C 1 2 1 3 2 4 4 5 1
11952 Vino turbio IX A B 1 1 1 2 1 5 3 2 1
11954 Mosto de uva Il A A 1 1 3 2 1 2 2 3 1

2 CECT, Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo; ® Previamente clasificada como Zygosaccharomyces bisporus.
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Tabla 21. Patrones obtenidos mediante restriccion de mtDNA, PCR de microsatélites y RAPD en cepas de referencia de Z. rouxii.

RFLP PCR microsatélites RAPD
Designacion DNAmt
CECT? Origen de aislamiento
Hinfl (GTG)s (GAC)s OPA2 OPA3 OPA7 OPA8 OPA9  OPA10 OPA11  OPA15 OPA 16
1230 Miel | A A 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1231 Bombdn de sirope de | B A 1 1 1 1 1 1 1 1 1
naranja
1232 Mosto concentrado de I B A 1 1 1 9 9 1 1 9 1
uva negra
10132 desconocido n B A 1 2 1 1 2 2 1 1 1
10137 Pasa de Corinto \Y B A 1 1 1 2 2 1 1 1 1
10312 Pastel de higo \Y B A 1 1 1 2 2 1 1 1 1
10313 Higo seco \Y B A 1 1 1 2 2 1 1 1 1
10350 Higo seco v B A 1 7 1 2 2 1 1 1 1
10377 Phoenix dactilifera \Y B A 1 1 1 1 2 1 1 1 1
10381 Melaza d’e cafia de Vi E A 1 1 1 1 2 1 1 1 1
azucar
10427 Miel v B A 1 4 1 2 2 1 1 1 1
10445 Mermelada de ciruela Vil B A 1 3 1 9 9 1 1 9 1
fermentada
10633 Miel VIl B A 1 4 1 2 2 2 1 1 1
11149" Uva IX B A 1 7 1 2 2 1 1 2 1
11941 Salsa de soja c A 2 5 2 3 1 3 2 3 2
11923 Salsa de soja c A 2 5 2 3 1 3 2 4 2
11930 Salsa de soja v c A 2 5 2 3 1 3 2 4 2
11928 Mosto cor;c\;l(;ntrado de I B A 1 9 1 9 9 1 1 1 1
11926 Mosto co:i:/:ntrado de I D A 1 6 9
11929 Limonada v B A 1 1 1 1 1
11927 Mosto concentrado de I B A 1 9 1 1 1 9 1

uva

@ CECT, Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo; ® Previamente clasificada como Zygosaccharomyces mellis; ° Cepa tipo de Z. polymorphus .
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2.2.2. Trazabilidad de cepas de Z. bailii y Z. rouxii en la empresa de frutas

confitadas.

Como se ha comentado anteriormente, una vez identificada la especie responsable
de la alteracion del turrén, interesaba conocer el origen de contaminacion por cepas
pertenecientes a dicha especie. La importante implicacion de las especies Z. bailiiy Z.
rouxii en la contaminacion de las frutas confitadas, utilizadas en la elaboracién de los
turrones, nos llevd a la aplicacion de técnicas moleculares que permitieran la
diferenciacion a nivel de cepa. Teniendo en cuenta estudios previos (Esteve-Zarzoso y
col., 2003; Guillamén y col., 1997), y los resultados obtenidos en el apartado anterior con
cepas de referencia, se decidié abordar el mismo analisis en las cepas de Z. bailiiy Z.
rouxii aisladas de distintos puntos de la cadena de produccion de los turrones alterados.
Para ello, segun los datos obtenidos en el apartado anterior, se aplicaron las técnicas que
habian resultado mas resolutivas para la diferenciacién de cepas en cada especie,. Asi,
se aplico el analisis de restriccion del mtDNA con Hinfl a ambas especies, y la
amplificacién mediante RAPD-PCR con OPA 10 y OPA 15, para caracterizar las
levaduras de la especie Z. bailii. En el caso de los aislados identificados como Z. rouxii, la
técnica de RAPD se realiz6 con el OPA 3.

Los resultados de este analisis mostraron que el total de 90 cepas de Z. bailii
aisladas de las frutas confitadas, jarabes y turréon, compartian un patrén unico cuando se
aplicaba el analisis de restriccion del mtDNA (Figura 9). De la misma forma, se obtuvo un
unico patrén para los 85 aislados de Z. rouxii analizados (Figura 9).

La técnica de RAPD con OPA 3 evidencio la presencia de dos patrones distintos,
Ay B, en los aislados de Z. rouxii (Figura 10), mientras que la aplicacion de los OPAs 10
y 15 mostrd un unico patrén en todos los aislados de Z. bailii analizados (Figura 10). Los
patrones A y B de RAPD se pudieron observar en cepas de Z. rouxii distribuidas en toda
la cadena de produccion de las frutas confitadas, tanto en las piezas de fruta como en los
jarabes. Por ofra parte, la unica cepa de Z. bailii (con patrén Unico obtenido mediante
restriccion de mtDNA y RAPD con OPA 10 y 15), se encontraba distribuida en diversas
muestras de fruta confitada y jarabe en la empresa productora de dichas frutas. Ademas,

la cepa presente en la fruta del turrén alterado mostré este mismo patron.
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Z. bailii Z. rouxii

Figura 9. Ejemplos de patrones de restriccion de mtDNA con Hinfl que mostraron las cepas de Z
bailii y Z. rouxii, aisladas de las frutas confitadas y de turrones alterados. La linea m corresponde

al marcador de tamarios moleculares: DNA de fago A digerido con Pstl.

OPA-10 OPA-15 OPA-03
Z. bailii Z. rouxii

Figura 10. Ejemplos de patrones de RAPD que mostraron las cepas de Z. bailii y Z. rouxii aisladas

de frutas confitadas y turrén alterado. La linea m corresponde al marcador de 100 pb.

103



Capitulo 2

2.3. Discusion.

Hasta hace poco, la contaminacién de los alimentos por levaduras no era
considerada como un inconveniente importante en la industria alimentaria. Como
consecuencia del aumento considerable en la escala de produccion de alimentos y
bebidas, de la utilizacion de tecnologias mas modernas de procesado, de la gran
variedad de nuevas formulaciones y de la tendencia a reducir el uso de conservantes, la
alteracion por levaduras se ha convertido en un problema serio para las industrias de
alimentos (Loureiro y Querol, 1999; Loureiro y Malfeito-Ferreria, 2003; van der Vossen y
Hosfstra, 1996).

La deteccion y el seguimiento de cepas de levaduras alterantes de forma rutinaria,
podria ser de gran utilidad para resolver problemas de contaminacion en la industria, y
por tanto, evitar pérdidas econdémicas. El presente trabajo constituye un ejemplo de la
aplicacion de técnicas moleculares de identificacién y caracterizacion para resolver un
problema de alteracion por levaduras a nivel industrial. En concreto, la alteracion de un
turrén de frutas confitadas que tuvo como efectos negativos el abombamiento y rotura de
los envases como resultado de la produccién de gas por parte de los microorganismos
alterantes. En un caso de alteracion microbiana, el primer aspecto a tener en cuenta es el
referente a la identificacion del microorganismo responsable de dicha alteracién. Puesto
que el turron objeto de estudio se compone de una mezcla de mazapan y frutas
confitadas, fue necesario aislar los microorganismos presentes en ambos ingredientes.
En concreto, se aislé una levadura a partir de las muestras de fruta y un hongo
filamentoso a partir del mazapan. La levadura fue identificada como Z. bailii por la técnica
de analisis de restriccidon de la region ribosomal 5,8S-ITS, y el hongo filamentoso como N.
mauritiicola mediante la secuenciacion de los dominios D1/D2 del gen 26S rRNA. Puesto
que N. mauritiicola es un hongo tipicamente fitopatdgeno, estos datos estaban indicando
que nos encontrabamos ante un caso tipico de alteracion por una levadura, en concreto
la especie Z. bailii cuya capacidad fermentativa y habilidad para crecer en alimentos con
baja a,, y alto contenido de azucar es bien conocida (Tokuoka, 1993).

Puesto que las frutas contenidas en el turrén procedian de una empresa distinta a la
del turrén, procedimos al aislamiento e identificaciéon de las levaduras presentes en la
empresa que elaboré dichas frutas, para confirmar la presencia de la especie Z. bailii en
dicha emresa. Efectivamente, se identificd la presencia de esta levadura en distintas
muestras de jarabe y fruta confitada a lo largo de la cadena de produccion de dichas

frutas, e incluso en concentraciones muy elevadas en algunos casos.
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Ademas, se identificaron las especies de levadura Z. rouxii, D. hanseniiy S. roseus
en distintos puntos de la empresa. Las especies S. roseus y D. hansenii se describen
como levaduras xerotolerantes (Jermini y col., 1987; Tilbury, 1980a; Tokuoka y col.,
1985), pudiendo crecer en jarabes y frutas confitadas y producir alteracion. Sin embargo,
S. roseus es una especie no fermentativa y D. hansenii presenta una fermentacion de la
glucosa débil o ausente (Kurtzman y Fell, 1998), por lo que a pesar de estar presentes en
la empresa de las frutas no suponen un riesgo potencial para la empresa del turrén en lo
que se refiere al abombamiento y rotura de envases. La presencia de S. roseus, aunque
esporadica en distintas muestras de la fabrica indicaria una falta de higiene en todo el
proceso de elaboracion, que podrian dar lugar a la formacién de colonias rosas en la
superficie de las frutas. La identificacion de Z. rouxii en muestras tomadas durante la
fabricacion y almacenamiento de las frutas confitadas es destacable, ya que se trata de
una especie osmotolerante, y por tanto tipica de alimentos con baja a,, (Tokuoka, 1993).
Asi, fue la Unica especie observada en muestras de naranja, y responsable de la
fermentacion de uno de los jarabes de cereza utilizado en la elaboracién de cereza
confitada. Aunque no se aisl6 en el turrén alterado, su presencia en la fabrica de frutas ha
de tenerse en cuenta ya que podria ser fuente de contaminacién y alteracién de turrones
con los mismos efectos que en el caso que nos ocupa.

Desde un punto de vista industrial, ademas de la identificacion del agente causal de
la alteracién, la determinacion del origen de la contaminacion es de gran relevancia pues
permite a la empresa adoptar medidas correctoras. Para tal fin, es necesario realizar una
discriminacién rapida a nivel intraespecifico.

En el presente estudio, se ha analizado la capacidad de tres técnicas moleculares
(RFLP mtDNA, RAPD-PCR y amplificacién de microsatélites) para diferenciar cepas de
referencia pertenecientes a la especie que causé la alteracion (Z. bailii). El estudio se
extendié igualmente a la especie Z. rouxii, por su interés para la industria de turrén
debido a su potencialidad como alterante, y asi proporcionar herramientas para su
diferenciacion a nivel de cepa. Aquellas técnicas que proporcionaron un mayor poder
discriminatorio (RFLP de mtDNA y RAPD), se aplicaron para la caracterizacion de cepas
de Zygosaccharomyces aisladas de distintos puntos de la cadena de produccion de frutas
confitadas, asi como de muestras almacenadas. En la cadena de produccién, se
determind la presencia de una cepa de Z. bailii y 2 cepas de Z. rouxii, en el momento del
muestreo. Dichas cepas estaban presentes de forma permanente en la fabrica,
encontrandose tanto en muestras obtenidas durante la fabricacion como en muestras
almacenadas. La cepa de Z. bailii aislada en la fabrica y en el turrén alterado resultaron

ser idénticas indicando por tanto que el foco de la contaminacién que causo la alteracién
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se encontraba en la empresa que elaboré las frutas confitadas. La cepa alterante estaba
presente a concentraciones elevadas en los jarabes los cuales son continuamente
reutilizados. Z. rouxii estaba igualmente presente en jarabes. La humedad relativa que
contienen los jarabes asi como los cambios de temperatura, favorecen un crecimiento
mas rapido de las levaduras (Stratford, 2005). Esto indica que los jarabes son un foco
importante de contaminacion por levaduras en la cadena de produccion de las frutas
confitadas y por tanto, periodos largos de almacenamiento de las frutas en su propio
jarabe no son recomendables (Martorell y col., 2005b).

Este estudio, muestra cémo los métodos moleculares de identificacion y
caracterizacion de levaduras pueden aplicarse para resolver un problema industrial de
alteracion al determinar el agente causal de la misma, asi como el origen de la
contaminacion. Asi, al establecer las herramientas idéneas para la diferenciacion de
cepas de una misma especie, se ofrece a las empresas la posibilidad de monitorizar la
cadena de produccion alimentaria, evitando importantes pérdidas econémicas, asi como

conflictos entre productores y distribuidores o consumidores.
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El control de la alteracion de alimentos debida a la actividad de las levaduras, es
uno de los aspectos mas importantes en los programas de conservacién alimentaria.
Parametros tales como la temperatura, adicion de conservantes y pH son utilizados para
inhibir o destruir las levaduras, y en general, los microorganismos (Marechal y col., 1999).
La aplicacién de conservantes alimentarios es una practica realizada durante siglos.
Algunos, como los aceites esenciales, son sustancias de origen natural (Conner y
Beuchat, 1984; Moleyar y Narasimham, 1992), y se han utilizado para inhibir levaduras de
diversas especies alterantes, como Torulaspora delbrueckii, Zygosaccharomyces bailii,
Pichia membranaefaciens, Dekkera anomala, Yarrowia lipolytica y Saccharomyces
cerevisiae (Araujo y col., 2003). Otros conservantes son los acidos organicos débiles
(sorbico, benzoico o acético), que frecuentemente se encuentran de forma natural en
algunos alimentos (frutas y hortalizas). Estos conservantes se utilizan habitualmente en
alimentos de pH bajo, incluyendo zumos de frutas, refrescos, vino y salsas, cuya
alteracion esta frecuentemente causada por levaduras, hongos filamentosos y bacterias
acéticas (Beuchat, 1982). Las resistencias que muestran las levaduras frente a estos
conservantes quimicos esta suponiendo un problema en la industria alimentaria, ya que
producen un incremento en los niveles de conservantes aplicados (Piper y col., 2001).
Ademads, determinadas practicas en el procesado y almacenamiento de algunos
alimentos estan ocasionando un incremento de las incidencias de alteracion por
levaduras, ya que algunas de ellas son tolerantes a pH bajos y pueden crecer en
condiciones de baja a, (levaduras osmotolerantes o xerotolerantes) (Tilbury, 1980a,
1980Db).

En el capitulo anterior se muestra la implicacion de dos especies de levadura, Z.
bailii y Z. rouxii, en la alteracion de turron de frutas confitadas, asi como la utilidad de las
técnicas moleculares para el establecer el origen de contaminacion en la cadena de
produccion. Ambas especies pudieron aislarse de frutas confitadas y jarabes con un
elevado contenido en azucar, lo que revela su elevada osmotolerancia. Sin embargo,
datos previos en la bibliografia muestran que Z. bailii presenta una osmotolerancia mas
moderada en comparacion con Z. rouxii, y que no puede crecer por debajo de a,, de 0, 85
(Jermini y Schmidt-Lorentz, 1987). Por otra parte, el suceso de alteracion en los turrones,
y que obligd a su retirada del mercado, muestra la necesidad de aplicar nuevas medidas
de conservacién que aseguren su estabilidad. Teniendo en cuenta que determinados
rasgos fisiolégicos, asi como la tolerancia y adaptacion a condiciones extremas, son
responsables de la capacidad alterante de estas levaduras, consideramos de gran interés
evaluar dichos aspectos en cuatro cepas aisladas de la cadena de produccion de dichos
turrones : 2 cepas de Z. bailii (CECT 12001 y CECT 12002) y 2 de Z. rouxii (CECT 12003
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y CECT 12004). Ademas, a modo comparativo, se han incluido otras especies alterantes

que fueron aisladas de distintos alimentos y bebidas (Tabla 11).

3.1. Caracteristicas fisioloégicas.

3.1.1. Crecimiento a 4 y 37°C.

Se analiz6 la capacidad de crecimiento a temperaturas de 4 y 37°C. El crecimiento
a 37°C es una caracteristica tipica de algunas levaduras presentes en habitats
restringidos y especificos (determinadas especies de Candida, Kluyveromyces,
Rhodotorula, Debaryomyces o Saccharomyces) (Deak y Beuchat, 1996; Kurtzman y Fell,
1998), siendo mas comun en bacterias patégenas. En este ensayo, esta capacidad sélo
se observé en la cepa de Pichia guilliermondii (395). Ademas, entre las cepas de Z. bailii
analizadas, Unicamente las cepas CECT 12001 y CECT 12002, aisladas de jarabe y
turrén de frutas confitadas, desarrollaron crecimiento a 37°C, mientras que las otras
cepas de Z. bailii (592, 593, 594), no mostraron esta capacidad. Por otra parte, se evalud
el crecimiento de las cepas de levadura a 4°C, ya que es un factor importante a
considerar en alimentos conservados en frio o en congelaciéon. Las temperaturas frias
suponen un factor limitante para el crecimiento de la mayoria de las levaduras alterantes
tipicas. Sin embargo algunas especies, mayoritariamente basidiomicetos y no
fermentativos, pueden crecer a bajas temperaturas (Davenport, 1980b). En el caso de las
cepas analizadas en este estudio no se observé crecimiento a 4°C, con la excepcion de
las cepas Z. lentus (398) y P. guilliermondii (395), que si mostraron esta caracteristica.
Estudios previos han mostrado que la adaptacién de las levaduras a bajas temperaturas
se debe a cambios en la composicidon de los acidos grasos de la membrana,
produciéndose un aumento de la proporcion de acidos grasos insaturados (Watson,
1987). Esta caracteristica indicaria que dichas cepas presentan un potencial para la
alteracion de productos conservados en frio, como refrescos, zumos de frutas y salsas,
una capacidad que unicamente se habia descrito en la especie Z. lentus (Steels y col.,
1999).

De acuerdo con estos datos, no todas las cepas pertenecientes a la misma especie
han mostrado la misma capacidad de crecimiento a diferentes temperaturas. Esto es
destacable en el caso de la capacidad de crecimiento a 37°C de las cepas de Z. bailii
CECT 12001 y CECT 12002.
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3.1.2. Crecimiento a pH bajo.

En general, el pH de los alimentos y bebidas tiene un rango entre 2,5 y 7,5. En
concreto, los alimentos acidos (refrescos, sidra, zumos de frutas, jarabes) estan
asociados a la alteracion por levaduras, debido a su capacidad de crecimiento a pH 2.

En este estudio, todas las cepas analizadas presentaron la capacidad para crecer
en medios a pH muy bajo. Asi, Z. lentus (398) y P. guilliermondii (395) crecieron a pH 1,9,
las cepas de Z. bailii y Z. rouxii fueron tolerantes a pH 2,2 y Candida magnoliae (397), la
cepa mas resistente, crecio a pH 1,75 (Tabla 22). Estos resultados explicarian la
presencia de estas cepas en alimentos acidificados, como zumos de frutas, salsa,

mermeladas, frutas confitadas y refrescos, y por tanto su capacidad para alterarlos.

3.1.3. Produccién de gas.

El signo mas visible de alteracion por levaduras es la produccion de exceso de gas,
dando lugar no sélo a la pérdida de las propiedades del alimento, sino también a la
deformacion de recipientes o “tetrapaks”, rotura de latas o en casos extremos, a la
explosion de botellas de vidrio. El exceso de produccion de gas por las levaduras es el
resultado de la fermentacién de azucares que, dependiendo de la especie de levadura,
dara lugar a un volumen de gas variable y por tanto a la presién formada. Por ello, en el
presente ensayo, se ha evaluado la capacidad de las cepas de levadura para formar gas
a partir de la fermentacion de glucosa anadida en distintas concentraciones al medio de
cultivo. Los resultados se muestran en la Tabla 22.

Se determinaron volumenes de gas bastante similares en todas las cepas crecidas
en medio YDP (2% de glucosa) a 25°C. Sin embargo, cuando las cepas fueron cultivadas
en medio YPD con 18 % de glucosa se observaron algunas diferencias. Asi, Z. lentus, y
las cepas de Z. bailii y Z. rouxii mostraron una elevada produccién de gas (Tabla 22), en
comparacion con P. guilliermondii, C. halophila y C. magnoliae. Ademas, se determiné
que, entre todas las cepas de Z. bailii analizadas, las cepas CECT 12001 y CECT 12002
(aisladas de jarabe y turrén) producian elevados volimenes de gas, 190 y 186 mL
respectivamente (Tabla 22). Estos resultados, muestran la elevada capacidad
fermentativa de estas cepas en medios con elevado contenido en azicar. Ademas, se
confirma asi que ambas cepas son las responsables de la alteracion de los turrones por
fermentacion de las frutas confitadas que contenian (tal y como se concluye en el capitulo

anterior).
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Tabla 22. Osmotolerancia, crecimiento a bajo pH, produccién de gas y temperatura de inhibicion

del crecimiento de las cepas analizadas en este estudio.

Produccion Produccion

Cepas® G;l:cM(;s Min. pH (-Eé) de(gl_a)s e de(gl_a)s €
Zygosaccharomyces lentus, 398 3,75 1,9 48 29 170
Zygosaccharomyces bailii, 594 3,9 2 48,5 30 118
Zygosaccharomyces bailii, CECT 12001 4 2,2 52,5 29 190
Zygosaccharomyces bailii, CECT 12002 4,05 2,2 52,5 30 186
Zygosaccharomyces bailii, 593 4 2,15 52,5 30 111
Zygosaccharomyces bailii, 592 4,25 2,2 52,5 20 133
Zygosaccharomyces rouxii, CECT 12003 >5 2,2 47,5 31,5 28
Zygosaccharomyces rouxii, CECT 12004 >5 2,2 46,5 31,5 102
Pichia guilliermondii, 395 3,2 1,95 46,5 26 16
Candida halophila, 396 4.4 2,6 43 28 98
Candida magnoliae, 397 4,75 1,75 51 30 48

T.I. Temperatura de inhibicién del crecimiento. ® Las levaduras se incubaron a 25 °C; ® En medio

YPD con 2% de glucosa; °En medio YPD con 18% de glucosa.

3.2. Tolerancia y adaptacion a condiciones extremas.

3.2.1. Temperatura inhibitoria del crecimiento.

El tratamiento térmico es uno de los métodos mas efectivos y comunes para la
conservacion de alimentos y bebidas. Por ello, se ha analizado la temperatura minima
inhibitoria (T.M.1.) del crecimiento de las cepas incluidas en el estudio.

En general, cuando se determind la T.M.l. del crecimiento en medio YPD se
observd una resistencia térmica moderada en todas las cepas. Se determind que las
cepas de Z baili eran mas termoresistentes que las otras especies, tolerando
temperaturas de 52,5°C (Tabla 22). Candida magnoliae resistio tratamientos térmicos de
51°C, mientras que C. halophila crecié hasta temperaturas de 43°C. El crecimiento de las
cepas de Z. rouxii, P. guilliermondiiy Z. lentus se inhibié aproximadamente a 47°C.

Por otra parte, algunos solutos incluidos en los medios de cultivo o que estan
presentes en el alimento pueden modificar la temperatura éptima del crecimiento de la
levadura o su tolerancia a tratamientos térmicos. Por tanto, para analizar la influencia de

la glucosa en la resistencia de la levadura a la temperatura, se determiné la T.M.I. del
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crecimiento de la cepa Z. baili CECT 12002, utilizando medios con concentraciones
crecientes de glucosa (hasta 5 M). Se observé que esta cepa resistia hasta 70°C,
especialmente cuando se cultivd en medios que contenian entre 3-3,5 M de glucosa
(Tabla 23). Este resultado mostré el efecto protector que tiene la glucosa sobre las
células, ya que esta cepa habia incrementado la temperatura inhibitoria del crecimiento
desde 52,5°C (en medio YPD con glucosa 0,1 M) a 70°C (en medio YPD con glucosa
3,5M). Ademas, tal y como se describe en el apartado 5.1 de Materiales y Métodos, el
tratamiento térmico se aplicd en distintos tiempos de la fase de crecimiento de la
levadura, tras 10 min y 4 h de la inoculacién. Segun lo observado, cuando el tratamiento
térmico se aplicé a los 10 min de la inoculacion, las células en fase estacionaria eran mas
resistentes al “shock” térmico”. Sin embargo, cuando el tratamiento se aplicé una vez
transcurridas 4 horas desde la inoculacién, las células (que estaban en fase exponencial

de crecimiento) eran mas sensibles al “shock” térmico.

Tabla 23. Temperatura de inhibicién del crecimiento de la cepa Z. bailii CECT 12002, en medios

con concentraciones crecientes de glucosa.

A los 10 min. de la inoculacién A las 4 h de la inoculacién
a el e a e sz
Glucosa (M) T2 de |r:h|b|C|on Glucosa (M) T2 de II:thICIOﬂ
(°C) (°C)
0-0,75 50 0-1,5 50
1-2,75 55 1,75-4 55
3-4,25 60-70 4,25-5 n.c®
455 n.c®

@ No se obtuvo crecimiento

3.2.2. Osmotolerancia.

Todas las cepas analizadas fueron capaces de crecer en medio que contenia hasta
60% p/v de glucosa, por lo que podrian considerarse como osmotolerantes (Tilbury,
1980a, 1980b). Fueron necesarias 2 semanas para obtener crecimiento, y tras 4
semanas, se determind la concentracion minima de glucosa inhibitoria (C.M.l.) del
crecimiento de las levaduras. Las cepas CECT 12003 y CECT 12004, pertenecientes a la
especie Z. rouxii, fueron las mas osmotolerantes, pudiendo crecer en medios con 5 M de

glucosa (90% p/ v) (Tabla 22). Las cepas de Z. bailii toleraron hasta 4 M de glucosa (72%
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p/v), mostrando asi una elevada osmotolerancia. Ademas, las dos cepas pertenecientes
al género Candida, 396 y 397, mostraron también una elevada resistencia a glucosa,
creciendo en medios con 4,75 M de glucosa (85,5% p/v). La cepa de Pichia guilliermondii

fue mas sensible a glucosa, creciendo hasta 3,2 M (57,6% p/v).

3.2.3. Adaptacion a glucosa.

Se analizé la capacidad de adaptacién a medios con altas concentraciones de
glucosa de las cepas incluidas en el estudio, como mecanismo de adaptacién de las
levaduras alterantes a condiciones ambientales extremas.

En la Figura 10 se muestran los resultados obtenidos en este ensayo. Tras 3
semanas de incubacién en medios con concentraciones crecientes de glucosa, todas las
cepas de Z. bailii mostraron una C.M.l. de 4 M, en medio YPD a pH 4. Tras la adaptacion,
la C.M.l. se incremento, y algunas cepas fueron capaces de crecer en medios hasta con
4.5y 5 M de glucosa. La cepa de Z. lentus (398), incrementd la C.M.I. hasta 4,3 M (ver
Figura 11), mientras que la cepa de Z. rouxii CECT 12003 se adapté hasta
concentraciones de glucosa de 5,5 M. Finalmente, Pichia guilliermondii (395) mostré
también capacidad de adaptacion a glucosa, incrementando la C.M.I. de 3,15 a 4,6 M. No
se pudo determinar adaptacién a glucosa en el caso de las cepas de C. magnoliae y C.

halophila.

M.I.C. Glucosa (M)
w
NN NN N

398 594 12001 12002 593 592 12003 12004 395 396 397

Cepas

Figura 11. Crecimiento de levaduras adaptadas (rojo) y no adaptadas (azul) en YPD con glucosa, pH 4
a 25°C. Las levaduras son: Z. lentus 398, Z. bailii (594, 12001, 12002, 593, 592), Z. rouxii (12003,
12004), P. guilliermondii 395, C. halophila 396 y C. magnoliae 397.
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3.3. Tolerancia a conservantes alimentarios.

Se analizé la capacidad de resistencia de las cepas de levadura a distintos
compuestos que habitualmente se utilizan en la industria alimentaria como conservantes
o desinfectantes (Tabla 14). Se determind la C.M.l. de cada compuesto obtenida para
cada cepa en medio YPD a pH 4. Se observd que todas las cepas de Z. bailii
presentaban un elevada resistencia a la mayoria de compuestos analizados (Tabla 24).
Asi, estas cepas fueron muy tolerantes a acido sérbico, acido benzoico, acido acético,
acido cinamico, etanol y dimetildicabonato (DMDC). Especificamente, las cepas aisladas
de jarabe y turrén de frutas confitadas, CECT 12001 y CECT 12002, fueron las mas
resistentes a acido soérbico (8,15 mM), acido acético (510 mM), etanol (1,95 M) y SO, (4,8
mM). Ambas cepas mostraron un comportamiento similar en cuanto a tolerancia a
conservantes, lo que esta en concordancia con estudios previos que, mostraron mediante
técnicas moleculares que se trataba de la misma cepa (Martorell y col., 2005b).

La cepa de Z. lentus crecié en medio YPD con 6,3 mM de acido sérbico, 3,6 mM de
acido benzoico, 2,25 mM de acido cinamico y 4,8 mM de sulfito sédico, mostrando asi
una elevada tolerancia a estos conservantes. Las otras especies incluidas fueron menos
resistentes, y unicamente Z. rouxii (CECT 12003) y la cepa de C. magnoliae presentaron
elevada tolerancia al acido benzoico (Tabla 24). Ademas, es importante destacar la
capacidad de P. guillermondiiy C. magnoliae para crecer en medios que contenian hasta
1,9 mM de DMDC. Las cepas CECT 12003 y CECT 12004 pertencientes a la especie Z.
rouxii y que se aislaron de jarabe alterado, mostraron varias diferencias en cuanto a la
resistencia a algunos conservantes: acido benzoico, &cido cinamico y sulfito sédico.

Finalmente, en cuanto a la resistencia a desinfectantes, se determiné que las dos
cepas de Candida, 396 y 397, eran resistentes al acido peracético (Tabla 24), mientras
que solo la especie Candida magnoliae fue tolerante a elevadas concentraciones de
peréxido de hidrogeno. No se observaron diferencias significativas en cuanto a la

resistencia a hipoclorito sédico.
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Tabla 24. Concentracion minima inhibitoria de los conservantes y desinfectantes analizados en este estudio. Las levaduras fueron crecidas en

YPD, pH 4 a 25°C.

Acido

Acido

Acido

Acido

Acido

Hipoclorito

Cepas sérbico benzoico acético  cinamico Etanol SO DMDC peracético sodico H0;
mM mM mM mM M mM mM mM mM mM

Z.lentus, 398 6,3 >3,6 280 2,25 0,91 4.8 1,2 5 3 4

Z. bailii, 594 >9,0 3,6 370 3,05 1,8 2,2 >1,9 3 2,25 5

Z. bailii, CECT 12001 8,15 3,6 510 2,45 1,95 >4.8 >1,9 5 2,5 11

Z. bailii, CECT 12002 7,65 3,35 490 2,5 1,95 >4.8 >1,9 5,25 2,7 12,5

Z. bailii, 593 7,3 2,75 450 2 1,9 1,7 >1,9 4,25 3,5 10

Z. bailii, 592 8,2 3,1 555 2,1 >2 1,1 1,8 55 2,5 10

Z. rouxii , CECT 12003 2,85 >3,6 110 >1,1 1,6 3,4 1,7 3,25 2,75 13,5

Z. rouxii, CECT 12004 2,8 3,05 106 0,91 1,7 4.1 1,7 3,25 2,55 16

P. guilliermondii, 395 1,35 1,1 67,5 0,35 1,15 2,6 >1,9 3,1 3,1 12

C. halophila, 396 1,1 2,4 82,5 0,27 1,15 0,4 0,52 7.8 2,5 6

C. magnoliae, 397 2,85 >3,6 >165 >1,1 1,35 4,1 >1,9 9 2,5 >24

¢ ojnpden
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3.4. Discusion.

Un gran numero de levaduras descritas hasta el momento estéan asociadas a
alimentos y bebidas (Kurtzman y Fell, 1998), sin embargo muy pocas especies son
responsables de su alteracion (Pitt y Hocking, 1997). Para la industria alimentaria, las
especies del género Zygosaccharomyces son muy problematicas (James y Stratford,
2003). En concreto las especies Z. bailii y Z. rouxii se caracterizan por su resistencia a
conservantes como los acidos organicos débiles, su extrema osmotolerancia y su
capacidad para fermentar azicares de tipo hexosa (Thomas y Davenport, 1985). Es por
ello que son frecuentes alterantes de alimentos como zumos de frutas, refrescos, jarabes,
miel y salsas.

En el capitulo anterior, se describe un caso concreto de alteracion por estas
levaduras en turrén elaborado con frutas confitadas. La aplicacion de la técnica de
secuenciacion de los dominios D1/D2 del gen 26S rRNA, nos permitié identificar cuatro
especies de levadura, siendo Z. rouxii y Z. bailii las mas frecuentes a lo largo de la
cadena de produccién de las frutas. Ademas, se aplicaron distintas técnicas moleculares
para determinar las cepas responsables de la alteracion del turrén, asi como las rutas de
contaminacion durante el proceso de elaboracion. De esta forma, se determind un Unico
patrén genético en los aislados de Z. bailii, y dos patrones distintos en las cepas de Z
rouxii (Figuras 4 y 5). Con el objetivo de conocer su potencial como alterantes, se ha
evaluado el comportamiento fisiolégico de dos cepas de Z. bailii (CECT 12001 y CECT
12002) y dos de Z. rouxii (CECT 12003 y CECT 12004; con patrones moleculares Ay B
respectivamente), que fueron aisladas de jarabe fermentado y de turrén alterado (Tabla
19). Ademas, en el analisis se incluyeron otras levaduras alterantes, Z. lentus, Pichia
guilliermondii, Candida halophila y Candida magnoliae, para analizar si existen
diferencias significativas en cuanto a su comportamiento fisioldgico en diferentes
condiciones extremas de crecimiento.

Se considera que los alimentos que contienen mas de > 30% p/v de azucar tienen
un efecto antimicrobiano, aunque las levaduras crecen normalmente hasta un 45% p/v.
Sin embargo, algunas levaduras pueden crecer y alterar alimentos con mas de >67% p/v
de azucar, considerandose asi osmotolerantes (si crecen a >50% p/v, 0,88 a,) u
osmofilicas (si crecen a un 60% p/v de azucar) (Stratford, 2005). En este estudio, se ha
mostrado la osmotolerancia de todas las cepas analizadas cuando éstas se cultivaron
previamente en medios con glucosa. En concreto, las cepas de Z. rouxii mostraron la mas
elevada osmotolerancia, en concordancia con descripciones previas que muestran que

esta especie puede crecer a a,, de 0,65 en sacarosa/glicerol (Barnett 2000; Thomas y
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Davenport, 1985; Tilbury, 1980a, 1980b). Las cepas de Z. rouxii CECT 12003 y CECT
12004, fueron extremadamente osmotolerantes, capaces de crecer en medios con
glucosa hasta 5 M (aproximadamente 90% p/v). Por otra parte, las levaduras
pertenecientes a Z. bailii se describen como osmotolerantes moderadas en comparacion
con Z. rouxii, y no crecen por debajo de a, de 0,80 (James y Stratford, 2003). Sin
embargo, en este estudio se observé que las cepas de Z. bailii CECT 12001 y CECT
12002, podian crecer en medio con 4 M de glucosa (72% p/v), incluso se adaptaron a
medios con un contenido en glucosa de 5 M. Por tanto, estas cepas podrian considerarse
como levaduras osmofilicas, ya que son capaces de crecer a mas de un 60% p/v de
glucosa (Stratford, 2005). La elevada osmotolerancia que mostraron estas cepas podria
explicar asi su presencia en alimentos con tan elevado contenido en azucar, como las
frutas confitadas y el turron (que pueden contener hasta 67% p/v glucosa). Finalmente,
de todas las cepas analizadas, destaco la capacidad de Candida magnoliae para crecer
en medios con un contenido en glucosa de hasta 85,5% pl/v, lo que apoya datos previos
que sugieren la elevada osmotolerancia de algunas especies del género Candida
(Stratford y col., 2002; Stratford y James, 2003).

Otra caracteristica que contribuye a la capacidad alterante de las levaduras del
género Zygosaccharomyces es la posibilidad fermentar de forma vigorosa los azucares
de tipo hexosa, como la glucosa y la fructosa (Pitt y Hocking,1997; Thomas y Davenport,
1985). En este estudio, se observd que las cepas de Z. bailii, Z. rouxii y Z. lentus
producian una elevada cantidad de gas por la fermentacién de glucosa presente en el
medio de cultivo. Especialmente, las cepas de Z. bailii CECT 12001 y CECT 12002,
aisladas de jarabe alterado y fruta confitada, dieron lugar a los valores mas elevados en
cuanto a produccion de gas, o que muestra su elevado potencial como alterantes de
alimentos azucarados. Ademas, ambas cepas crecieron inusualmente a 37°C, una
capacidad solo descrita en la especie Z fermentati dentro del género
Zygosaccharomyces (Kurtzman, 1998). Adicionalmente, tras la aplicacion de tratamientos
térmicos utilizando medios con concentraciones crecientes de glucosa, se observo un
aumento de la termoresistencia de Z. bailii. Se pudo determinar que la cepa Z. bailii
(CECT 12002) incrementaba su resistencia a altas temperaturas (entre 60y 70°C) cuando
se utilizaban medios con mayores concentraciones de glucosa (entre 3 y 3,5 M). Ademas,
las células en fase de crecimiento exponencial mostraron mayor sensibilidad al
tratamiento térmico. Estos resultados estan en concordancia con datos aportados por
otros autores, que sugieren que la glucosa actua protegiendo las células de temperaturas
extremas (Gibson, 1973; Iwahashi, 1995). Los tratamientos térmicos constituyen sistemas

de conservacion habitualmente utilizados en la fabricacion de frutas confitadas, y en
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general en alimentos y bebidas. Por tanto, la aplicacion de elevadas temperaturas podria
ser insuficiente para una buena conservacién de alimentos con elevado contenido en
azucar.

Las medidas de conservacion en la industria alimentaria son esenciales para evitar
los problemas de contaminacion antes mencionados. Factores como altas temperaturas,
conservantes o medidas higiénicas son frecuentemente utilizados en la industria. Los
acidos organicos, aunque son constituyentes naturales de los alimentos, se emplean
principalmente en alimentos acidos, para prevenir el crecimiento de levaduras y hongos.
Esto se debe a que son mas efectivos a pH bajo. Es bien conocida la elevada resistencia
de Z. bailii al acido sérbico y benzoico (Steels y col., 1999). Estos conservantes estan
permitidos en Europa, aunque sélo se afiaden a unos niveles especificos dependiendo
del tipo de alimento (Anon., 1989). Su uso estad muy extendido en alimentos como jarabes
de frutas, dulces, productos de panaderia, vino y refrescos (Stratford y Eklund, 2003). En
este trabajo, se ha demostrado la gran resistencia de todas las cepas de Z. bailli a estos
acidos. Ademas, estas cepas también mostraron elevada tolerancia a otros conservantes
analizados, como el 4cido acético y acido cinamico, que habitualmente se utilizan para la
conservacion de salsas, dulces y bebidas (Anon., 1989). En concreto, las cepas CECT
12001 y CECT 12002 mostraron un nivel de tolerancia similar a todos los conservantes
estudiados. Ambas cepas fueron extremadamente resistentes a SO,, un conservante
tradicional de vino y sidra y que también se aplica a frutas frescas y desecadas en niveles
bajos, para mantener la calidad organoléptica. Por tanto, no es de extranar que muchos
alimentos conservados con sulfito, presenten alteraciones dominadas por Z. bailii (Deak y
Beuchat, 1996). Esta caracteristica se observo también en Z. lentus, corroborando asi los
datos obtenidos por otros autores (Stratford, 2005; Thomas, 1993). Esta cepa, ademas de
ser resistente a SO,, crecid en medios con 6,3 mM de acido soérbico, 3,6 mM de acido
benzoico y 2,25 mM de acido cinamico, indicando asi el potencial de esta especie para
crecer en alimentos con conservantes (Steels y col.,1999; 2002). El etanol, ademas de
estar presente en bebidas alcohdlicas, también se utiliza en alimentos envasados, como
los productos de panaderia (Kalathenos y Russell, 2003). Estos productos son
susceptibles de alteracion por levaduras de las especies Z. bailii y Z. rouxii (Deak y
Beuchat, 1996). En este estudio, se determindé que las cepas de Z. bailii y Z. rouxii
analizadas, mostraban gran resistencia a etanol en comparacién con las especies Z
lentus, P. guilliermondii y Candida. Otro compuesto analizado es el DMDC (Velcorin™),
que se utiliza en la industria como esterilizante en refrescos, vino, sidra y cerveza. Los

resultados obtenidos en este caso mostraron que Z. lentus era mas sensible al DMDC
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que las cepas de Z. bailii y Z. rouxii analizadas. Ademas, Pichia guilliermondii y Candida
magnoliae desarrollaron la misma resistencia a DMDC que las cepas de Z. bailii.

Por otra parte, los biocidas como el acido peracético, hipoclorito sédico y peréxido
de hidrogeno se han utilizado extensamente en la industria. Estudios previos han
demostrado su efectividad como bactericidas, fungicidas y esporicidas (Baldry, 1983). La
accion de los tratamientos de higiene con acido peracético e hipoclorito sédico ha sido
estudiada frente a bacterias, bacteriofagos y biofilms, sugiriendo resistencias bacterianas
(Bore y col., 2005; Chantarapanont y col., 2004; Spoering y Lewis, 2001; Stopforth y col.,
2002). Sin embargo, existen pocos trabajos sobre la tolerancia de las levaduras a los
compuestos desinfectantes (Bundgaard-Nielsen y Nielsen, 1996, Buschini y col., 2004).
Asi, Buschini y colaboradores (2004) determinaron que el hipoclorito sédico y el acido
peracético resultaban genotdxicos, con una efectividad similar sobre S. cerevisiae. Sin
embargo, en nuestro caso se ha determinado una accién diferente de ambos
compuestos, observandose en general una mayor sensibilidad de las levaduras al
hipoclorito sédico. Ademas, Candida halophila y C. magnoliae resultaron ser mas
resistentes al acido peracético, mientras que la especie mas resistente a peréxido de
hidrogeno fue C. magnoliae. Estos resultados pueden ser de gran utilidad para poder
establecer buenos programas de saneamiento industrial, que contribuya a la ausencia de
especies alterantes despues de la limpieza y desinfeccion.

En general, la fisiologia de los dos aislados de frutas confitadas pertenecientes a Z.
bailii (CECT 12001 y CECT 12002) fue muy similar: produjeron mas cantidad de gas que
el resto de cepas de Z. bailii, crecieron inusualmente a 37°C y mostraron una destacada
tolerancia a los conservantes. La caracterizacién de estas cepas mediante técnicas
moleculares (analisis de restriccion del mtDNA y RAPD con OPA 10 y OPA 15) sugiri6
que ambas cepas eran idénticas (Martorell y col., 2005b), resultado que se corroboré
mediante los ensayos fisiologicos. Las dos cepas de Z. rouxii, CECT 12003 y CECT
12004, también aisladas de la empresa de frutas confitadas, mostraron mas diferencias
en su fisiologia y resistencia a conservantes: se pudo observar distinta morfologia
colonial, mientras que una cepa CECT 12003 (que mostré el patron A mediante RAPD-
PCR), resultdé ser muy resistente acido benzoico y cinamico. Estos resultados de
caracterizacion fisiolégica estan en concordancia con los obtenidos mediante técnicas
moleculares (RFLP de mtDNA y RAPD con OPA 3), y que permitieron determinar dos
patrones genéticos, A y B, mostrando que se trata de cepas distintas.

En conclusién, las cepas aisladas de la fabrica de frutas confitadas, identificadas
como Z. bailiiy Z. rouxii, desarrollaron un comportamiento fisioldégico particular, tal como

la resistencia a conservantes de tipo acido débil, extrema osmotolerancia y capacidad de
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adaptacion a glucosa y a elevadas temperaturas; asi como capacidad para crecer a pH
muy bajo y fermentar la glucosa, produciendo elevadas cantidades de gas. Las
caracteristicas fisiologicas de estas cepas no sélo justifican su presencia en alimentos
con elevado contenido en azucar y conservantes, como las frutas confitadas y jarabes,
sino su potencial para contaminar y alterar otro tipo de alimentos. El presente estudio
muestra la importancia de realizar un estudio conjunto, tanto a nivel molecular como a
nivel fisiolégico, de las levaduras responsables del suceso de alteracion alimentaria. Esto
permitira establecer un balance entre los sistemas de conservacion, utilizados para
mejorar la calidad del producto y alargar su vida media, y los tratamientos de higiene

apropiados en cada caso en la industria.
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A lo largo de los capitulos anteriores se ha insistido en el hecho de que el papel de
las levaduras en la alteracion de alimentos y bebidas estd empezando a suscitar un gran
interés por parte de las industrias de alimentos. Un buen ejemplo lo constituye la industria
vinica donde serios problemas microbiolégicos son causados por levaduras, entre otras
cosas porque el vino constituye un medio de cultivo muy apropiado para su desarrollo. Su
rigueza en acidos organicos, aminoacidos, restos de azucares, factores de crecimiento y
sales minerales contribuyen a ello. Entre los efectos de alteracion mas importantes
destacan la formacién de peliculas en la superficie del vino durante su almacenamiento,
la formacién de sedimentos y produccion de gas en vino embotellado, o malos aromas y
sabores durante la produccién y embotellado del vino (Loureiro y Malfeito-Ferreira, 2003).

Las levaduras del género Dekkera (forma perfecta de Brettanomyces) estan
descritas como las principales alterantes en vinos tintos, ya que pueden producir
elevadas cantidades de compuestos fendlicos (4-etilfenol y 4-etilguaiacol) que, si superan
un limite (620 ug/L), dan lugar a aromas desagradables en el vino tinto (Chatonnet y col.,
1992, 1995, 1997). La especie mas representativa del género es D. bruxellensis (Mitrakul
y col., 1999, Rodrigues y col., 2001b). Recientemente se ha descrito por primera vez que
especies pertenecientes a otros géneros de levadura son igualmente productoras de
fenoles volatiles (Dias y col., 2003a). Entre ellas, solo Pichia guilliermondii posee cepas
con capacidad para producir 4-etilfenol en concentraciones tan elevadas como las
observadas en D. bruxellensis (Dias y col., 2003a). Sin embargo, ninguna de estas cepas
fueron aisladas de vinos por lo que la presencia de P. guilliermondii en los mismos como
alterante con capacidad de producir olores fendlicos esta todavia por demostrar. Con esta
idea, en el presente trabajo, se han aislado a partir de distintos origenes, incluyendo vino,
un gran numero de cepas en base a su capacidad de liberar olor a fenol en medio
diferencial de Dekkera/Brettanomyces. Dichos aislados se han identificado
molecularmente en busca de cepas pertenecientes a la especie P. guilliermondii y se ha
estudiado su capacidad para producir eficientemente 4-etilfenol.

Por otro lado, la alteracion del vino por levaduras productoras de 4-etilfenol supone
un problema grave para las bodegas ya que los olores producidos son tan desagradables
(establo, cuero) que el rechazo por parte del consumidor esta asegurado. Esto obliga a
que una vez detectado el agente causal y sobre todo la alteracion, los endlogos se vean
en muchas ocasiones obligados a parar el proceso. Por tanto, en el caso de este tipo de
alterantes interesa asegurar su ausencia a lo largo de la cadena de produccién evitando
asi riesgos econdmicos importantes. En este sentido, el conocimiento de la ruta de
contaminacion seria de gran utilidad pues permitiria a las bodegas adoptar medidas

correctoras. Actualmente, no esta claro cual es la ruta de entrada en vinos de las
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levaduras pertenecientes a las especies D. bruxellensis y P. guilliermondii. Por este
motivo, hemos considerado asi mismo interesante abordar aspectos relacionados con la
procedencia de las mismas y explicar asi su presencia tanto en la bodega como en el

vino.

4.1. Aislamiento e identificacion de levaduras productoras de 4-etilfenol.

En colaboracién con el grupo del Dr. Virgilio Loureiro, se aislaron levaduras
productoras de 4-etilfenol a partir de muestras procedentes de distintas bodegas
ubicadas en diversas regiones de Portugal, Espafia y EEUU. En concreto, se tomaron
muestras a partir de barricas, prensas y bombas de salida. Ademas, en el trabajo se han
incluido cepas aisladas a partir de uva (frutas y raspones), de vino (tintos y blanco
espumoso) e insectos presentes en el ambiente de la bodega (Drosophila sp.). Tal y
como se describe en el apartado 6 de Materiales y Métodos, se utilizé el medio DBDM,
que permite detectar las especies productoras de 4-etilfenol (Dias y col., 2003b;
Rodrigues y col., 2001b).Todas las cepas que fueron capaces de crecer en medio DBDM
y producir olor fendlico se seleccionaron, y se confirmd su capacidad para producir 4-
etilfenol mediante cromatografia de gases.

Cada uno de estos asilados se identificO mediante analisis de restriccién de la
region 5,8S-ITS. Como resultado, un total de 63 cepas, presentaban un tamano de
amplificado de 485 pb y un patron de restricion de 255+140+90 (Cfol), 375+95 (Haelll) y
270+215 (Hinfl), fueron identificadas como Dekkera bruxellensis. Ademas, 32 cepas
fueron identificadas como Pichia guilliermondii, con un tamafo de amplificado de 625 pb y
patrones de restriccion de 300+260+65 (Cfol), 400+115+90 (Haelll) y 320+300 (Hinfl).
Dicha identificacion se confirmé mediante secuenciacion de los dominios D1/D2 del gen
26S rDNA en 3 cepas representativas de cada patron, obteniéndose un 99% de
homologia con las secuencias de las bases de datos pertenecientes a D. bruxellensis y P.

guilliermondii (Blastn).

4.2. Caracterizacién molecular de aislados de D. bruxellensis y P.

guilliermondii.

La caracterizacion a nivel de cepa de los aislados productores de 4-etilfenol
identificados en el apartado anterior, era necesaria para poder estudiar el origen de
contaminacion por estas levaduras en vino, asi como las rutas de contaminacién y los

puntos criticos a lo largo de la bodega. Para tal fin, es necesaria la utilizacién de técnicas
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con gran capacidad para diferenciar a nivel de cepa. En este caso, se ha utilizado la

técnica de analisis de restriccion del mtDNA y la técnica de RAPD-PCR.

4.2.1. Dekkera bruxellensis.

Los aislados identificados como D. bruxellensis fueron caracterizados mediante el
analisis de restriccion del mtDNA utilizando el enzima de restriccion Hinfl. De esta
manera, se determinaron 3 patrones moleculares diferentes que se denominaron A, By C
(Figura 12a). El patron A fue el mas comun (Tabla 25) y estaba presente en un total de 58
cepas de las 63 analizadas. Estos aislados se obtuvieron de diferentes paises (Portugal,
Espafia y EEUU) y dentro de Portugal, se aislé de diferentes areas geograficas (Alentejo,
Dao, Estremadura y Ribatejo). Ademas, se encontraron en distintos tipos de muestras, en
concreto, madera de barrica, vino (tinto, blanco y espumoso) y en insectos. El patrén B
fue compartido por 4 aislados, 3 de ellos obtenidos en las regiones de Ribatejo y Alentejo
(Portugal) a partir de diferentes vinos, y uno cedido por la Escuela Superior de
Biotecnologia (Portugal). Finalmente, s6lo un aislado procedente de vino de la region
portuguesa de Dao mostro el patrén C (Tabla 25).

De estos datos se deduce que los aislados de D. bruxellensis muestran una baja
variabilidad. Para conseguir un mayor nivel de discriminacién, las 58 cepas que
compartieron el patron mayoritario (A) se sometieron a un nuevo analisis molecular
utilizando la técnica de RAPD-PCR ya que trabajos previos habian mostrado la capacidad
de esta técnica para discriminar cepas de coleccion pertenecientes a esta especies
(Mitrakul y col., 1999). Esta técnica proporcioné un mayor nivel de discriminacion que el
analisis de restriccion del mtDNA. Se obtuvieron 5 patrones diferentes con los
oligonucledtidos OPA 2 y OPA 3, y 6 patrones con el oligonucleétido OPA 9 (Figura 13).
Sin embargo, la maxima resolucion se observé tras combinar los resultados
proporcionados por cada uno de los tres oligonucleétidos obteniendose 12 haplotipos o
patrones compuestos. De ellos, el patron compuesto n® 2 fue el mas comun, presente en
16 aislados de diferentes regiones de Portugal y EEUU, y distintos origenes como vino,
madera de barrica e insectos. Doce cepas aisladas de vinos espafoles y portugueses, y
de madera de barrica, mostraron el patrén compuesto n° 4. Los patrones n° 6 y n° 11
también fueron frecuentes, determinados en 9 y 7 cepas respectivamente, pero limitados
a las bodegas 6 y 11 de Alentejo (Portugal). Los otros patrones no fueron tan frecuentes y
algunos de ellos sélo estaban representados por uno o dos aislados.

La discriminacion a nivel de cepa mediante RAPD-PCR, result6 ademas de gran

utilidad para establecer diferencias entre aislados de D. bruxellensis procedentes de una
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misma bodega, y asi estudiar su trazabilidad. En el caso de la bodega 6, y debido a la
gran diversidad de fuentes de aislamiento, se pudo detectar el patrén compuesto n°® 2 (el
mas comun) en vino joven o embotellado, insecto y madera de barrica, y el patrén
compuesto n° 6 en insectos y madera de barrica (Tabla 25). En concreto, las cepas
aisladas de madera de barrica mostraron 5 patrones diferentes (2, 4, 6, 11, 12). Esta
observacion indicaria que los insectos facilitan la propagacion de las levaduras de la
especie D. bruxellensis dentro de la bodega, que estan presentes en los vinos antes de
su envejecimiento en la barrica. La presencia de los haplotipos 4 y 12 tanto en cepas
aisladas de madera de barrica (bodega 6), como en aislados de vinos obtenidos de
diferentes bodegas, corrobora la hipotesis anterior, que sugiere que el origen de

contaminacion no procede de la madera de las barricas.

(a) (b)

m A B C DEF G m

pb

11059

5080
4649
4505

2577
2443
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1700
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805

Figura 12. Patrones de restriccion de mtDNA obtenidos con Hinfl en cepas de (a) D.
bruxellensis y (b) P. guilliermondii, descritas en la Tabla 25 y 26. Marcador molecular:
DNA A digerido con Pstl.
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OPA 2 OPA 3 OPA 9
pb m 12 3 45m m12 3 45m

2072 __

1500 —
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100 —

Figura 13. Patrones de RAPD obtenidos con los OPA 2, 3 y 9 en las cepas de D. bruxellensis
que compartian el patron A resultante de la restriccion del mtDNA (Hinfl), y que se detallan en

la Tabla 25. El marcador de 100 pb se utilizo como estandar de tamarios moleculares.

4.2.2. Pichia guilliermondii.

Se caracterizaron un total de 32 aislados procedentes de diferentes bodegas de la
region de Alentejo (Portugal), identificados previamente como P. guilliermondii. Para ello,
se utilizé el analisis de restriccion del mtDNA con la endonucleasa Hinfl. En este caso, se
obtuvo una gran variabilidad en el mtDNA, siendo posible determinar 7 patrones de
restriccion diferentes (A-G en Figura 12b). Este alto grado de variabilidad también se
observo en aislados procedentes de una misma bodega (Tabla 26). Este es el caso de la
bodega 6 donde se identificaron 5 patrones diferentes entre las cepas aisladas de barrica
(A, B, C, Dy G)y 3 patrones (E, F y G) entre las cepas aisladas de uva. Asi mismo se
encontraron 2 patrones en la bodega 5 (F y B) y 10 (F y G). Los patrones A, F, y G fueron

los mas comunes, distribuidos en 4 de las bodegas incluidas en este estudio.
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Tabla 25. Patrones de restriccion de mtDNA y haplotipos de RAPD obtenidos en las 63 cepas de D.

bruxellensis analizadas en este estudio.

Cepa DNAmMt
IHinfl

Patron RAPD

Haplotipo Origen

OPA 2

OPA 3

OPA 9

(RAPDs)

1327
1328
1601
1792
2128
2129
2130
2102
2114

2117
2118
544
545
546
548
NP26
NP27
2173
2174
1700
1704
1701
1702
1703
2127
531
532
533
534
536
537
2287
2288
1717

> > >» > >» >» > > >

> >» >» >» > >» >» > > >» > > > > > > > > > > > > > > >

N D NN NN =2 2 -

W NN N N N DN DN DNDDNDNDDNDDNDDNDDNDDNDDNDNDDNDDNDDNDDNDDNDDNDDNDDN

[EE G U Ul G U U G U

N DN N N DN DN DN DNDNDNDNDDNDNMNDNDDNDDN-=_2 2 a4 A a4 A A a -

N D NN NN =2 2

a A D M A DM D DM DM DM DDA D OOWOODNMNDNDDNDDNDDNDDNDDNDMDNDMDNDDN

N DM N N NN 2 Q a

a A~ A A A DA DA DDA DA DA DA DA W WOWDNDDMNDNDNDNDNDNDNDND

Vino blanco espumoso (Ribatejo, Portugal),

Vino tinto (ESB, Portugal)

Vino tinto de diferentes bodegas (D&o, Portugal)

Vino tinto, bodega 6 (Alentejo, Portugal)

Vinos tintos de diferentes bodegas (Ribatejo,
Portugal)

Madera de barrica, bodega 6 (Alentejo, Portugal)

Drosophila, bodega 6 (Alentejo, Portugal)

Vino tinto embotellado (California, EEUU)

Vino tinto de diferentes bodegas (Dao, Portugal)

Vino tinto de diferentes bodegas (D&o, Portugal)

Vino tinto (Utiel-Requena, Espania)

Vino blanco (Estremadura, Portugal)
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Continuacion Tabla 25.

Cepa DNAmt/
Hinfl

Patron RAPD

Haplotipo Origen

RAPD

OPA2 OPA3 oOPAg (RAPDS)

2113 A 2 1 6 6 Vino tinto embotellado, bodega 11 (Alentejo,
Portuaal)

538 A 2 1 6 6 Madera de barrica, bodega 6 (Alentejo,
Portuaal)

539 A 2 1 6 6 "

540 A 2 1 6 6

541 A 2 1 6 6

542 A 2 1 6 6

543 A 2 1 6 (] "

NP22 A 2 1 6 6 Drosophila, bodega 6 (Alentejo, Portugal)

NP24 A 2 1 6 (] "

2132 A 4 3 4 7 Vino tinto barril, bodega 11 (Alentejo,
Portugal)

2133 A 4 3 4 7

2101 A 1 1 4 8 Vino tinto, bodega 6 (Alentejo, Portugal)

2115 A 4 1 4 9 Vino tinto de diferentes bodegas (Ribatejo,
Portugal)

2120 A 4 4 10 "

400 A 5 5 4 1 Madera de barrica, bodega 6 (Alentejo,
Portugal)

401 A 5 5 4 1 "

402 A 5 5 4 1 "

405 A 5 5 4 1 "

411 A 5 5 4 1 "

416 A 5 5 4 1 "

418 A 5 5 4 1 "

419 A 5 1 4 12 "

423 A 5 1 4 12 "

2172 A 5 1 4 12 Vino tinto (Espaiia)

1600 B N.D. N.D. N.D. N.D. Vino blanco espumoso (Ribatejo, Portugal)

1794 B N.D. N.D. N.D. N.D. Vino tinto (ESB, Portugal)

2104 B N.D. N.D. N.D. N.D. Vino tinto, bodega 3 (Alentejo, Portugal)

2121 B N.D. N.D. N.D. N.D. Vino tinto de diferentes bodegas (Ribatejo,
Portugal)

1791 C N.D. N.D. N.D. N.D. Vino tinto de diferentes bodegas (Déo,

Portugal)

N.D.: No determinado
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4.3. Produccion de 4-etilfenol por cepas de D. bruxellensis y P. guilliermondii.

La produccion de 4-etilfenol por las cepas de D. bruxellensis y P. guilliermondii
asiladas, fue analizada cuantitativamente mediante cromatografia de gases. Todas las
cepas de D. bruxellensis produjeron altos niveles de 4-etilfenol (mas de 50 mg/L). Sin
embargo, se obtuvieron diferentes niveles de este compuesto para las distintas cepas de
P. guilliermondii incluidas en el estudio (Tabla 26). De esta forma, se diferenciaron 2
grupos de cepas en funcion del nivel de produccion de 4-etifenol. Un grupo, que incluia
cepas aisladas de distintos origenes como madera de barrica, uvas, prensa rodillo,
insectos, bomba de salida y vino, producian entre 0,1 y 1 mg/L de 4-etifenol. Un segundo
grupo de cepas mostro la capacidad de producir elevadas cantidades de este compuesto,
entre 51 y 68,9 mg/L. Estas cepas se aislaron de madera de barrica, vino, uvas, raspones
e insectos, en diferentes bodegas. Ademas, fue posible determinar una relacién entre los
patrones de restriccion del mtDNA vy el grado de produccién de 4-etilfenol en cepas de P.
guilliermondii . Asi, las cepas altamente productoras de 4-etilfenol mostraron los patrones
de mtDNA F y G, mientras que las cepas con los patrones A, B, C y D producian poca
cantidad de este compuesto. Las cepas altamente productoras de 4-etilfenol, y por tanto,
potencialmente alterantes, fueron aisladas de distintos origenes en 3 bodegas. En la
bodega 6, el patrén F se determind en 4 cepas aisladas de uva y raspones y en una cepa
aislada de vino. En la bodega 5, el patrén F se observé en dos cepas aisladas de uva,
una cepa de Drosophila, y una cepa aislada de la prensa rodillo durante la vendimia. En
las bodegas 6 y 10, se determind la presencia de 4 cepas con el patron G, aisladas de
uvas y raspones. Este patrén también fue obtenido en una cepa aislada de Drosophila en
la bodega 10. Estos resultados indicarian de nuevo que la contaminacion de los vinos en
la bodega por cepas de P. guilliermondii procede del exterior, a través de los racimos de

uva o los insectos que se encuentran en el habitat de produccion del vino.
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Tabla 26. Produccion de 4-etilfenol (4-EF) y patrones obtenidos mediante restriccion de mtDNA en

las cepas de Pichia guilliermondii analizadas en este estudio.

Cepa 4-EF (mg/L) &b DNAmt/Hinfl Origen

407 0,9 A Madera de barrica, bodega 6
408 0,9 B Madera de barrica, bodega 6
409 0,7 A Madera de barrica, bodega 6
410 0,6 C Madera de barrica, bodega 6
412 0,3 A Madera de barrica, bodega 6
413 0,6 D Madera de barrica, bodega 6
414 1,0 A Madera de barrica, bodega 6
421 0,7 B Madera de barrica, bodega 6
422 0,1 B Madera de barrica, bodega 6
420 0,7 A Madera de barrica, bodega 6
430b 51,0 G Madera de barrica, bodega 6
2105 61,5 F Uvas, bodega 5

2106 0,5 E Uvas, bodega 6

2107 0,5 A Drosophila, bodega 1

2108 0,4 A Drosophila, bodega 1

2109 0,4 A Drosophila, bodega 1

2110 0,5 A Vino tinto, bodega 4

2119 0,3 E Uvas, bodega 6

2122 52,4 F Uvas, bodega 5

2125 0,4 B Bomba de salida, bodega 5
2126 53,2 F Prensa rodillo, bodega 5
2131 63,9 F Vino, bodega 6

2134 65,3 F Uvas, bodega 6

2135 60,3 G Uvas, bodega 6

2136 64,4 F Uvas, bodega 6

2137 68,7 G Raspones, bodega 6

2138 61,7 F Raspones, bodega 6

2139 57,5 F Raspones, bodega 6

2141 55,4 G Drosophila, bodega 10

2142 68,9 F Uvas, bodega 10

2143 65,3 F Drosophila, bodega 5

2145 56,4 G Raspones, bodega 10

Produccion maxima de 4-etilfenol (mg/L) en medio sintético con adicién de 100 g/L de acido p-cumarico; b Los datos de

las cepas 2105 a 2110, y 2122 a 2126 fueron obtenidos por Dias y colaboradores (2003a).
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4.4. Discusion.

En el presente estudio se muestra como las especies Dekkera bruxellensis y Pichia
guilliermondii estan ampliamente distribuidas en la bodega, por lo que pueden ser
contaminantes importantes del vino. Dekkera bruxellensis es una de las especies mas
peligrosas para el vino, no soélo por ser responsables de elevados niveles de fenoles
volatiles en éste, sino porque pueden contribuir a la produccidon de aminas biogénicas por
parte de las bacterias lacticas como consecuencia de su auto lisis (Leitao y col., 2000).
Sin embargo, su presencia puede pasar inadvertida en determinadas etapas de
produccion del vino, como la fermentacion, debido al crecimiento lento que presentan con
respecto a otras levaduras y hongos y al uso de métodos de aislamiento inadecuados.

El estudio molecular del conjunto de aislados procedentes de vino y otras fuentes
de la bodega, permitié determinar un elevado grado de polimorfismo genético tanto en D.
bruxellensis como en P. guilliermondii (Martorell y col., 2005c). Las técnicas aplicadas,
analisis de restriccién del mtDNA y RAPD-PCR, fueron muy utiles para tipificar las cepas
de ambas especies. En el caso de D. bruxellensis, se obtuvo baja variabilidad en el
mtDNA con el enzima Hinfl, consiguiendo mayor diferenciacion intraespecifica con
RAPD-PCR. Fue posible observar la presencia de cepas con el mismo haplotipo en
madera de barrica, vino y Drosophila presente en el ambiente de la bodega. Existen
pocos estudios que describen el aislamiento de cepas de D. bruxellensis a partir de los
equipos de la bodega. Estudios previos muestran la presencia de esta especie en uvas,
tanques, barriles y zonas de embotellado (Algualcil y col., 1998; Connel y col., 2002).
Nuestros resultados indican que la contaminacién del vino tiene lugar antes de su
depdsito en la barrica y que los insectos actian como vectores de las levaduras. La
filtracion del vino antes del proceso de envejecimiento en barrica podria evitar los
problemas de contaminacién. Sin embargo, de acuerdo con datos previos, las barricas de
madera se consideran un nicho ecolégico para el crecimiento de D. bruxellensis
(Chatonnet y col., 1992). Ademas, la utilizacion de SO,, agua caliente o la vaporizacion
son insuficientes para el saneamiento de las barricas y la total eliminacion de estas
levaduras (Laureano y col., 2003). Por tanto, seria necesario llevar a cabo un control
microbiolégico mas estricto durante la elaboracion del vino, mediante la aplicacién de
conservantes como SO, o DMDC.

Ademas de la existencia de variabilidad intraespecifica en los aislados de D.
bruxellensis, cabe destacar la amplia distribucién de algunos haplotipos (2, 4 y 12), que
fueron encontrados en cepas de diferentes regiones de Portugal, Espafia y EEUU.

Analisis adicionales de un numero mayor de muestras nos permitirian determinar si la
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observada predominancia del patrén 2 se cumple también en muestras procedentes de
otros paises. Mitrakul y colaboradores (1999), determinaron un menor grado de
polimorfismo (s6lo dos patrones), que puede ser debido a la utilizacion de un numero
pequefio de muestras. De manera similar, de Barros-Lopes y colaboradores (1999)
unicamente determinaron polimorfismo en 7 cepas de D. bruxellensis mediante AFLP.
Aun asi, cabe destacar que, en comparacién con otros géneros como Saccharomyces, el
polimorfismo descrito en este trabajo para D. bruxellensis es mas bajo.

En cuanto a P. guilliermondii, la restricciéon del mtDNA con Hinfl proporciond una
alta variabilidad en las cepas analizadas. Se observaron 7 patrones diferentes, presentes
en cepas de diferentes origenes solo en bodegas de Alentejo (Portugal). Los patrones F y
G fueron los mas relevantes, ya que se encontraron en cepas altamente productoras de
4-etilfenol. Dichas cepas fueron aisladas de uvas, raspones, madera de barrica, vino y
Drosophila, mostrando que las uvas y raspones podrian ser el origen de contaminacion.
Como se ha mostrado, todas las cepas de D. bruxellensis producian altas cantidades de
4-EF, por lo que no pudimos confirmar la existencia de cepas no productoras como
describe Fugelsang (1997). La especie D. anomala es también un conocido contaminante
de cerveza y también productor de 4-EF (Dias y col., 2003b), pero nunca se ha podido
aislar de vinos. De hecho, Mitrakul y colaboradores (1999) aislaron algunas cepas de D.
anomala de vino, y tras la identificacion mediante técnicas clasicas, resultaron ser D.
bruxellensis. En nuestro estudio tampoco hemos aislado cepas de D. anomala, por tanto
D. bruxellensis aparece como la Unica especie representativa del género en vinos (Egli y
Henick-Kling, 2001; Mitrakul y col., 1999; Stender y col., 2001).

En un trabajo previo, Dias y colaboradores (2003a) mostraron la capacidad de P.
guilliermondii para producir 4-EF. Nuestros resultados confirman estas observaciones y
por primera vez se han identificado cepas de P. guilliermondii aisladas de vinos y que son
altamente productoras de 4-EF, a niveles comparables con los producidos por D.
bruxellensis. Ademas, se ha encontrado una relacion entre los patrones de restriccion del
mtDNA y la produccion de 4-etilfenol. Sélo las cepas con patron F o G resultaron ser
altamente productoras de este compuesto, por lo que estos patrones podrian utilizarse
como marcadores moleculares de este comportamiento fisiolégico en P. guilliermondii.
Ademas, para poder valorar el riesgo de alteracion asociado a estas especies, la
produccion potencial de 4-etilfenol deberia investigarse bajo condiciones reales de
produccién de vino.

Como conclusion, los resultados obtenidos muestran que D. bruxellensis y P.
guilliermondii se pueden considerar especies alterantes importantes en la industria vinica,

con capacidad para producir grandes niveles de 4-EF y, por tanto, producir aromas
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indeseables en el vino. Ademas, la aplicacion de técnicas de tipificacion que permitan la
diferenciacion intraespecifica resulta necesaria para establecer las rutas de diseminacion
de las levaduras en el ambiente de produccion del vino. Hemos podido determinar que,
en el caso de D. bruxellensis, la contaminacion no procede de la barrica, sino que estas
levaduras estan presentes en vino joven antes de su envejecimiento en las mismas. De
igual manera, la contaminacion en bodega por levaduras de la especie P. guilliermondii
se produce en etapas tempranas de elaboracion del vino, siendo su origen los racimos de
uva. Se ha demostrado ademas, que los insectos presentes en el ambiente actian como
dispersores de ambas especies en las distintas instalaciones de la bodega. EI
esclarecimiento de las rutas de contaminacién es de gran ayuda para las bodegas ya que
les permite plantear medidas preventivas tales como el control de insectos en el ambiente
de la bodega o la filtracién del vino antes de su envejecimiento. Ademas, este trabajo
constituye una vez mas un ejemplo claro de como las técnicas moleculares son
esenciales para la monitorizacion de levaduras alterantes, siendo por tanto de gran

utilidad su transferencia a los laboratorios industriales.
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En el capitulo anterior tratamos aspectos relacionados con la alteracion del vino,
en concreto el estudio de las rutas de contaminacién por levaduras productoras de 4-
etilfenol. Esta es sin duda la alteracién por levaduras con consecuencias mas graves para
los endlogos debido a la produccion de olores altamente desagrables. Sin embargo,
existen otras especies de levaduras capaces de producir alteraciones con otro tipo de
efectos, como son la produccién de gas, sedimentos y velos, que no se pueden
menospreciar. Entre estas levaduras se encuentra la especie S. cerevisiae cuyo papel
beneficioso en la produccién de vino es bien conocido por ser la levadura predominante
durante la fase de fermentacién. Sin embargo, tras la fermentacion, S. cerevisiae puede
producir alteracién en el vino, bien por una ineficiente eliminacion durante la filtracion del
vino 0 por una contaminacion debido a la presencia de levaduras en la linea de
embotellado o en el tapdn de corcho (Loureiro y Malfeito-Ferreira, 2003). S. cerevisiae se
describe como una importante levadura alterante, ya que presenta una elevada tolerancia
al etanol. Fundamentalmente ha sido aislada de vinos dulces, donde pueden volver a
fermentar los azucares residuales, aunque también se encuentra en botellas de vino
semi-seco.

Por tanto, para permitir a las bodegas realizar intervenciones inmediatas vy
efectivas, la deteccion de las levaduras alterantes debe realizarse de forma rapida. Del
conjunto de técnicas descritas en la introduccién, los métodos basados en PCR resultan
la mejor alternativa. En el caso de S. cerevisiae, se han descrito hasta el momento
diversos métodos para su deteccion. Asi, el analisis de restriccion de amplificados de la
region ribosémica 5,8S-ITS, utilizando las endonucleasas Cfol, Haelll o Hinfl, permite la
identificacion precisa de esta especie. Los perfiles de restriccion para esta especie se
pueden encontrar en la bibliografia (Esteve-Zarzoso y col., 1999; Fernandez-Espinar y
col., 2000) asi como en una base de datos disponible en Internet en la direccion

http://yeast-id.com/. Masneuf y colaboradores (1996) desarrollaron un sistema basado en

la amplificacion por PCR del gen nuclear MET2 y posterior analisis de restriccion. Estos
autores mostraron que los enzimas EcoRI, Maelll, Pstl, y Ncol podian utilizarse para la
identificacion precisa de S. cerevisiae. Otra técnica que actualmente tiene una buena
aceptacion para la deteccion de especies de levadura se basa en la obtencién de
secuencias de los dominios D1/D2 del gen ribosdmico 26S, y su comparacién con
secuencias disponibles en las bases de datos (Arias y col., 2002; Jespersen y col., 2005;
van der Aa Kuhle y col., 2001).

Sin embargo, aunque estas técnicas son rapidas, requieren pasos posteriores de
analisis como la restriccion del DNA o las electroforesis en gel de agarosa, que retardan

la obtencion de los resultados. Ademas, tampoco resultan utiles para la obtencién del
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numero de células, un factor importante a tener en cuenta en el control de alteracién por
levaduras. Como se comenta en el punto 1.4 de la Introduccion, en el caso del vino, no se
conoce el numero exacto de levaduras aceptables ni el potencial de la especie S.
cerevisiae como alterante. Algunos estudios centrados en Z. bailii, consideran que unas
pocas células viables pueden ser la causa de alteracion en vino embotellado (Deak y
Beuchat, 1996). Esto implica que los métodos utilizados para la deteccién de este tipo de
levaduras deben ser muy sensibles, ya que inicialmente pueden estar presentes en bajo
numero. La deteccion y cuantificacion de células en las bodegas se realiza rutinariamente
mediante filtracion en membrana e incubacién del filtro, o bien mediante la técnica de
NMP. Sin embargo ambas técnicas resultan largas, ya que son tediosas y requieren
largos tiempos de incubacion.

La técnica de electroforesis en gel de gradiente de desnaturalizacion (DGGE) y la
deteccién a tiempo real han supuesto un avance significativo de los métodos basados en
PCR. Ambos permiten realizar una cuantificacién de forma simultanea a la deteccién
especifica. Ademas son rapidas y sensibles, por lo que son técnicas muy adecuadas para
su uso en los programas de conservacion. La técnica de DGGE esta siendo muy popular
en microbiologia de alimentos, y ha sido aplicada para la identificacion de S. cerevisiae
en vino (Cocolin y col., 2000; Manzano y col.,, 2005). Sin embargo, resulta menos
sensible y rapida que las técnicas a tiempo real, por lo que son menos utiles en los
programas de prevencién de alteracion de alimentos. Se han desarrollado numerosos
sistemas de PCR a tiempo real para la deteccion y enumeracién de bacterias,
especialmente patégenas, extendiéndose posteriormente a levaduras de interés clinico
(Bialek y col., 2002; Bu y col., 2005; Pryce y col., 2003; Selvarangan y col., 2003; Trama y
col.,, 2005; White y col., 2003). En el ambito de los alimentos, esta técnica ha sido
aplicada recientemente para la deteccion de algunas levaduras (Bleve y col., 2003; Casey
y Dobson, 2004). Hasta el momento, sélo ha sido utilizada en el caso del vino para la
deteccién de la especie alterante D. bruxellensis (Delaherche y col., 2004; Phister y Mills,
2003).

En el presente trabajo, se ha desarrollado un protocolo de PCR a tiempo real para
la deteccion directa y enumeracion de levaduras de la especie S. cerevisiae en muestras
de vino. Para ello se ha utilizado como estrategia de deteccion y cuantificacion el

colorante fluorescente no especifico SYBR-Green.
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5.1. Diseio de oligonucledétidos y especificidad de PCR.

S. cerevisiae esta estrechamente relacionada con las especies S. bayanus, S.
pastorianus, S. paradoxus, S. cariocanus, S. mikatae y S. kudriavzevii. Estas seis
especies, junto con S. cerevisiae, constituyen el complejo Saccharomyces sensu stricto.
De todas ellas, s6lo S. cerevisiae, S. bayanus, S. pastorianus y recientemente S.
paradoxus (Redzepovic y col.,, 2002) estan asociadas a procesos fermentativos. Sin
embargo, S. pastorianus soélo esta presente en la elaboracion de cerveza y S. paradoxus
s6lo se ha aislado una vez de vino (Redzepovic y col., 2002). A pesar que S. cerevisiae y
S. bayanus son las especies mas comunes en la fermentacion vinica, en un trabajo
previo se mostré6 como, debido ha una clasificacion incorrecta, todas las cepas
comerciales de S. bayanus caracterizadas (12 cepas), eran en realidad S. cerevisiae
(Fernandez-Espinar y col., 2001). Por ello, consideramos interesante abordar el disefio de
los oligonucledtidos para la identificacion especifica de cepas pertenecientes a las
especie S. cerevisiae. La proximidad filogenética que presentan estas especies hace que
su diferenciacion resulte dificultosa.

En un trabajo previo, se mostré6 que estas cuatro especies podian diferenciarse
mediante analisis de RAPD-PCR (Fernandez-Espinar y col., 2003), por lo que se
aprovechd este hecho. En dicho trabajo, la amplificacion con el oligonucleétido decamero
OPA 7 (GAAACGGGTG) generd una banda especifica de 1800 pb para la especie S.
cerevisiae. Esta banda estaba presente en las 10 cepas de S. cerevisiae analizadas,
mientras que no se amplificaba en las otras 3 especies (Figura 14). Esta banda se clond y
se secuencio utilizando el DNA de una de estas cepas (CECT 1485). Mediante el
programa informatico Primer Express y la secuencia obtenida, se seleccionaron dos
oligonucledtidos llamados SC1d (directo), el cual conservé los ultimos 8 nucleétidos del
OPA 7 en su extremo 3’ (5 ACATATGAAGTATGTTTCTATATAACGGGTG 3'), y SC1r
(reverso) localizado dentro de la banda de RAPD secuenciada. Estos oligonucleotidos
generaban un producto de PCR con un tamano apropiado para PCR cuantitativa (301
pb). La especificidad de ambos oligonucleétidos se realizé por comparaciéon de sus
secuencias con aquellas disponibles en las bases de datos (Blastn). El oligonucleétido
SC1d mostré una homologia significativa con S. cerevisiae, mientras que en el caso de
SC1r se identificaron otras entradas, pero nunca de levaduras o bacterias aisladas de

vino.
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Para evaluar la efectividad y especificidad de los oligonucleétidos disefiados, se
realizé una PCR convencional con DNA purificado de diferentes cepas de S. cerevisiae
(Tabla 27). También se analizaron 9 cepas pertenecientes a especies asociadas a
alteraciones en vinos y refrescos (C. rugosa, C. vini, C. zeylanoides, D. bruxellensis, |I.
orientalis, P. membranefaciens, S. ludwigii, S. pombe y Z. bailii). Se obtuvo un fragmento
de DNA de tamafno esperado (301 pb) uUnicamente en el caso de las cepas de S.
cerevisiae. La concentracion final de oligonucleétidos elegida para los experimentos fue

60 mM, ya que proporcioné el menor valor de Cr y la mejor especificidad.

Spst Spr Sb Sc

-
. -
-

Figura 14. Patrones de RAPD obtenidos con el oligonucleétido de secuencia aleatoria OPA 7.
Sb: S. bayanus 1941"; Sc: S. cerevisiae 1942\, Spr: S. paradoxus 1939N"; Spst: S. pastorianus
1940"" Spst: S. pastorianus (1940N"), Spr: S. paradoxus (1939, Sb: S. bayanus (19417), SC:
S. cerevisiae (1475, 1477, 1483, 10393, 1485, 1881, 1883, 1894, 1895). (1) La flecha indica el
fragmento de RAPD de 1800 pb especifico de la especie S. cerevisiae. EI marcador de 100 pb

(Gibco BRL, Gaithersburg, MD.) se utiliz6 como estandar de tamafos moleculares.
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Tabla 27. Cepas analizadas en el presente trabajo y resultados de amplificacion por PCR a tiempo

real con los oligonucleétidos SC1d y SC1r.

Especies Cepas de referencia PCR PCR tiempo
convencional® real®
Saccharomyces bayanus CECT (1640, 19417, 1969, - -
1693, 10174)
IFI (369, 371)
Saccharomyces cerevisiae CECT (1462, 1475, 1477,
1483, 1485, 1881, 1882,
1883, 1894, 1895, 1942"", N N

Saccharomyces paradoxus

Saccharomyces pastorianus

Candida rugosa

Candida vini

Candida zeylanoides
Dekkera bruxellensis
Issatchenkia orientalis

Pichia membranefaciens
Saccharomycodes ludwigii
Schizosaccharomyces pombe

Zygosaccharomyces bailii

1985, 10120, 10131, 10322,
10393, 10557, 10995), CR?
PV?

CECT (19397, 10175, 10176,
10308, 11143, 11152, 11158,
11422)

CECT (1940"", 1970, 11037,
11185)

CECT 11889"
CECT 11905"
CECT 11907"
IGC 4801
CECT 10027
CECT 1115'
CECT 10450"
CECT 11197
CECT 11043

Colecciones de cultivo: CECT, Coleccién Espanola de Cultivos Tipo, Valencia, Espafia; IFlI,

Instituto de Fermentaciones Industriales, Madrid, Espafia; IGC, Coleccion de levaduras de Oeiras,

Portugal; *

cepas de panaderia comerciales de S. cerevisiae; b

—/+, ausencia/presencia de

producto de PCR (301 pb); €+, ausencia/presencia de curva de disociacion (T,,, 78,5°C).
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5.2. PCR a tiempo real en cultivos puros.

5.2.1. Deteccion.

Se sometieron a amplificacién por PCR a tiempo real 10 ng/uL de DNA de la cepa
de S. cerevisiae CECT 1485 utilizando el agente intercalante de DNA SYBR-Green. La
curva de disociacion obtenida para el amplificado generado mostré un valor de
temperatura de hibridacién (T,,) de 78,5 °C (Figura 15). La especificidad del sistema se
valoré utilizando las mismas especies que en PCR convencional. De nuevo, la
amplificacion representada por la curva de disociaciéon con la T,,esperada se detecto sdélo
en las cepas que pertenecian a la especie S. cerevisiae (Tabla 27), lo que evidencid la
especificidad del sistema desarrollado. No se observaron productos inespecificos o

dimeros de primer con T,;s. menores.

Derivada
(Fluorescencia)
N
L

?/"’“}\,

-1 T T T T T T 1
60 65 70 75 80 85 90 95

Temperatura (°C)

Figura 15. Analisis de la curva de disociacion del producto de amplificado de S. cerevisiae.

5.2.2. Sensibilidad.

Para determinar el numero minimo de células por mililitro que el método
desarrollado era capaz de detectar, se obtuvo DNA a partir de un cultivo de S. cerevisiae
que contenia una concentracion de 5,6 x 10" UFC/mL, y se realizaron diluciones seriadas
que se sometieron a amplificacion por PCR a tiempo real. Los resultados se

representaron como numero de ciclos respecto a intensidad de fluorescencia (Figura 16).
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Se obtuvieron curvas de amplificacién para concentraciones de células entre 5,6 x 10°
UFC/mL a 5,6 UFC/mL.

Aunque el método resulté muy sensible (5,6 UFC/mL), resulta interesante poder
detectar concentraciones menores a 1 UFC/mL, ya que una sola célula puede crecer
durante al almacenamiento y por tanto causar alteracion. Para incrementar la sensibilidad
del método, se realizaron ensayos de enriquecimiento como se describe en el apartado
4.3 de Materiales y Métodos. Asi, muestras de GPY que contenian entre 0,03 y 0,8
UFC/mL de S. cerevisiae se analizaron por PCR a tiempo real tras un paso de
enriquecimiento. Se pudo observar que, tras 8 horas de enriquecimiento, se detectaban
levaduras en las muestras que contenian 0,8 UFC/mL, mientras que el resto de muestras
(que contenian entre 0,03 y 0,4 UFC/mL de S. cerevisiae) la deteccion tuvo lugar
después de 12h. Estos resultados indicaron que la PCR a tiempo real desarrollada fue
suficientemente sensible para detectar alrededor de 5 UFC/mL directamente en la
muestra, y entre 0,03 y 0,8 UFC/mL de S. cerevisiae, equivalente a 3 UFC/mL en 100 mL,

cuando se combina con un paso de enriquecimiento en YPD.

8 -
5,6 x 10° UFC/mL
5,6 x 10° UFC/mL
6 5,6 x 10* UFC/mL
N 5,6 x 10° UFC/mL
T 4 |
o
c
o
(@]
n
S 2- 5,6 x 10* UFC/mL
= 5,6 x 10 UFC/mL
0 5,6 UFC/mL
-2 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50

Numero de ciclos

Figura 16. PCR a tiempo real con SYBR-Green, especifica para S. cerevisiae (cepa CECT 1485). La
curva representa los cambios de fluorescencia frente a los ciclos de amplificacion de diluciones seriadas

10", a partir de células de la cepa CECT 1485. Las concentraciones se expresan en UFC/mL..
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5.2.3. Eficiencia en la amplificacién.

En el sistema de PCR a tiempo real disefiado, el éxito en la cuantificacion de células
es dependiente de la linealidad y la eficiencia de la PCR. En nuestro estudio, la linealidad
se estableci6 mediante el coeficiente de correlacion (R?) de la curva de regresion
obtenida a partir de diluciones de células de concentracion conocida. La eficiencia de la
reaccion (E), se establecié mediante la ecuacion: E= (107"/Pendiente)_q

Los valores de Ct obtenidos para concentraciones (en numero de células) entre 5,8
x 10° UFC/mL y 5,8 UFC/mL mostraron una buena linealidad (Figura 17). El grafico de
amplificacion generd una pendiente de -3,53 con un coeficiente de correlacién de
0,990878 y una eficiencia de 0,92.

El ensayo fue lineal a lo largo de 6 6rdenes de magnitud. Estos resultados indican
que solo en este rango de concentraciones es posible cuantificar de una manera precisa
muestras de concentracion desconocida.

Asi mismo, se estudié la reproducibilidad del método mediante comparacién de 8
rectas patron obtenidas de experimentos independientes en medio GPY. Como resultado,
se observd un paralelismo en el analisis de regresién lineal (Figura 18), y los valores de
los intervalos de confianza para la interseccién (con el eje de valores Y) y la pendiente de

cada recta estandar resultaron comparables (Tabla 28).

45 -
40
35 - J
Ct 35
25 1

20 -

0 1 2 3 4 5 6
log,, UFC miI *

Figura 17. Recta estandar obtenida a partir de un cultivo de S. cerevisiae en medio GPY y

muestra de la correlacion entre el numero de ciclos (Ct) y las UFC/mL iniciales (log,, UFC/mL).

Los valores de Ct mostrados representan la media de 3 réplicas. R*= 0,990; Pendiente=-3,53.
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45 -
*R1
A mR2

CH
35 4 é R3
i -
ct 30 * ® - R
¥ X R5
251 ' oR
°
20 | * +R7
15 : : : -R8
0 1 3 4
log, UFCmI™

Figura 18. Reproducibilidad de las rectas patron en medio GPY, construidas en ensayos

independientes. R: regresion.

Tabla 28. Intervalos de confianza de la interseccion y la pendiente de cada recta patron obtenida
a partir de cultivos en medio GPY.

Matriz Recta Intervalo de confianza de Intervalo de confianza de

estandar la interseccion la pendiente

Medio GPY 1 41,64 £1,30 -3,96 £ 0,35
2 40,20 + 2,25 -3,37 £ 0,61

3 43,13 + 2,01 -3,69+ 0,54

4 40,18 + 3,23 -3,61 +0,88

5 42,67 +2,92 -3,99+ 0,79

6 43,13 + 3,26 -3,64 £ 0,88

7 42,60 +2,18 -3,82 £ 0,71

8 43,36 + 2,02 -3,05+ 0,54

Se consideré significativo un nivel de P< 0,05.
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5.2.4. Cuantificacion (correlacion entre PCR a tiempo real y la técnica de

recuento en placa).

Se analizo la capacidad de cuantificacion del método mediante correlacion con el
numero de células estimado por recuento en placa y por PCR a tiempo real. Mediante
diluciones seriadas de una suspension de células en vino dulce (Moscatel) y medio GPY,
se obtuvieron muestras de concentracién conocida, determinandose la poblacion de S.
cerevisiae mediante PCR a tiempo real y recuento en placa. En la Figura 19 se muestra
la buena correlacion obtenida entre los resultados de las dos técnicas de cuantificacion.
Asi, a partir del analisis de regresion, se obtuvieron valores altos de R? 0, 983 en el
ensayo realizo a partir de GPY, y 0,999, 0,999 y 0,991 en los tres ensayos

independientes realizados a partir de cultivos en vino dulce Moscatel.

7 -
6 - r® @ Vino dulce 1
B Vino dulce 2
54 -
Vino dulce 3
4 4 Medio GPY

log10 UFC ml-1 PCR cuantitativa
w

2 4
|
14 *
|
o T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8

log10 UFC mL" Recuento Placa

Figura 19. Correlacion obtenida en el recuento de células de S. cerevisiae en vino dulce y GPY

mediante PCR a tiempo real y recuento en placa.

142



Capitulo 5

5.3. PCR a tiempo real en vino.
5.3.1. Muestras de vino contaminadas artificialmente.
5.3.1.1. Deteccion y sensibilidad.

Se evalud la capacidad de detectar células de S. cerevisiae en vino mediante PCR
a tiempo real. Para ello, se examinaron 2 vinos comerciales diferentes, dulce y tinto. Para
los andlisis, el vino dulce se contaminé artificialmente con 6,8 x 10% 6,8 x 10° y 6,8 x 10
UFC/mL vy el vino tinto con 5 x 10%, 5 x 10 y 5 x 10 UFC/mL. En ambos casos, la PCR a
tiempo real mostré una amplificacién positiva en todas las muestras contaminadas.

Ademas, se valoro el limite de deteccion de células de S. cerevisiae en vino. Como
se describe en el apartado 8.5.5. de Materiales y Métodos, se inocularon células de la
cepa S. cerevisiae CECT 1485 en muestras de vino para generar curvas patrén con un
rango de 3,8 x 10° a 3,8 UFC/mL en vino dulce y de 5 x 10° a 5 UFC/mL en vino tinto. El
sistema de PCR fue capaz de detectar hasta 3,8 UFC/mL en vino dulce y 5 UFC/mL en
vino tinto. Si se comparan estos valores con aquellos obtenidos a partir de cultivos en
medio GPY (5,6 UFC/mL), se podria concluir que la presencia de vino en las muestras no
influye en la sensibilidad del ensayo de PCR a tiempo real desarrollado.

Se llevaron a cabo experimentos de enriquecimiento con objeto de establecer el
tiempo minimo necesario para incrementar la sensibilidad de la deteccidén en muestras de
vino. Los resultaron mostraron que, tras 10 horas de enriquecimiento, S. cerevisiae se
detectaba en vino dulce cuando se partia de una concentracién inicial de 0,8 UFC/mL.
Cuando el cultivo se encontraba en concentraciones entre 0,03 y 0,4 UFC/mL en vino
dulce, se requerian 12 horas de enriquecimiento. En el caso del vino tinto, después de 8
horas de enriquecimiento, la levadura se detecté en la muestra con 0,8 UFC/mL y el resto

de muestras después de 12 horas.
5.3.1.2. Efecto de la presencia de DNA contaminante.

Se estudid la influencia de la presencia de DNA contaminante en la cuantificacién
de células de S. cerevisiae en vino. Durante la fase final de elaboracién del vino, otras
levaduras o bacterias (lacticas y acéticas) pueden estar presentes en elevados niveles.
Por eso, se incluyeron en este ensayo una cepa de la especie D. bruxellensis (CECT
14517) como levadura representativa, y O. oeni (CECT 217") y A. aceti (CECT 298")

como bacterias lactica y acética respectivamente. Como se describe en Materiales y
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Métodos, se combinaron dos concentraciones de células (10? y 10° UFC/mL) de S.
cerevisiae con dos concentraciones del microorganismo contaminante (10?2 y 10°
UFC/mL). EI DNA obtenido se sometiéo a PCR a tiempo real, y posteriormente se aplico a
los valores de Ct resultantes un test ANOVA con un grado de confianza del 5%. El P-
valor obtenido en cada caso (0,4565; 0,8294; 0,0688) en el test ANOVA, indica que la
presencia de DNA levadura o bacteria no afecta significativamente a la cuantificacion del
numero de células de S. cerevisiae. Ademas, se obtuvieron P-valores a partir del analisis
de la interaccién entre el nimero de células de S. cerevisiae y el microorganismo
contaminante. En los tres casos los P-valores fueron mayores de 0,05 (0,5058; 0,6398;
0,4138), indicando que la presencia de otro microorganismo no tiene ningun efecto en la
cuantificacion, independientemente de la concentracion de S. cerevisiae, como se

muestra en la Figura 20.

(a) D. bruxellensis (b) A. aceti
38 f = 38 F ]
35 4 35 | i
Ct 32+ § Ct 32 + ]
29 ¢ 1 29 1 ]
26 8 26 | 1
23 ¢ = 23 & .
102 UFC/mL 108 UFC/mL 102UFC/mL 108 UFC/mL
S. cerevisiae S. cerevisiae
(c) O. oeni
38 F y
35 N
ct 32 ]
29 r q
26t 1
23 t b

102 UFC/mL 108 UFC/mL
S. cerevisiae
Figura 20. Interaccion entre las células de S. cerevisiae y las células de D. bruxellensis (a), A. aceti (b) y O.
oeni (c) presentes en muestras de vino. Muestras que no contenian microorganismo contaminante (—),

muestras que contenian 10 UFC/mL de cada microorganismo (—), muestras con 10° UFC/mL de cada

microorganismo (—).
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5.3.1.3. Influencia del vino en la eficiencia del sistema de PCR a tiempo real.

Se compararon rectas patron obtenidas a partir de medio GPY con rectas patrén
construidas a partir de vino. La recta obtenida con el vino dulce mostré6 una buena
linealidad (R? = 0,990) para concentraciones comprendidas entre 3,8 x 10° UFC/mL y 3,8
UFC/mL, con una eficiencia de 0,882. En el caso del vino tinto, la recta patrén mostré una
buena linealidad (R? = 0,996) para concentraciones entre 5 x 10° UFC/mL y 50 UFC/mL,
con una eficiencia de 0,7939. Se observo paralelismo entre ambas rectas y la obtenida a
partir de cultivos en medio GPY (Figura 21). Sin embargo, se observé ademas que en el
caso del vino dulce y tinto, el valor de Ct de cada dilucidn fue mayor que el equivalente en
la muestra obtenida en medio GPY. Estos resultados sugieren que el vino contiene
sustancias que inhiben la reacciéon de PCR, lo que provocaria a una subestimaciéon del

numero de células. Este efecto fue mayor en el caso del vino tinto.

45 -
40 4
35

Ct |

25 A

20 1

log,, UFC ml

Figura 21. Rectas estandar obtenidas a partir del cultivo de S. cerevisiae en medio GPY (azul),

vino dulce (verde) y vino tinto (rojo).

5.3.1.4. Reproducibilidad del método en vino.

Se analizé la reproducibilidad del sistema de PCR a tiempo real en vino dulce y
tinto. Para ello, se construyeron 4 rectas patrén para ambas matrices, en experimentos
diferentes. Como resultado, se observd un paralelismo entre las regresiones de cada

recta construida con vino dulce (Figura 22) y vino tinto (Figura 23). Ademas, los valores
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de los intervalos de confianza de la interseccion y la pendiente, calculados mediante un

test t-Student, fueron en todos los casos comparables (Tabla 29).

40 -
L 2
35 4 ®
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Figura 22. Reproducibilidad de las rectas patron construidas en vino dulce (Moscatel), a partir de
ensayos independientes. R: regresion.

40 -
A
35 | ¢
- ®R1
30 1 n N BR2
Ct R3
25 n . R4
20 A n ®
15 T T T T T T T 1

0 1 2 3 4 5 6 7 8
log10 UFC mi-1

Figura 23. Reproducibilidad de las rectas patrén construidas en vino tinto (Bobal/Monastrell), a

partir de ensayos independientes. R: Regresion.
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Tabla 29. Intervalos de confianza de la interseccién y la pendiente de cada curva estandar

obtenida a partir de vino dulce (Moscatel) y vino tinto (Bobal/Monastrell).

Matriz Curva Intervalo de confianza de la Intervalo de confianza de
estandar interseccion la pendiente
Vino dulce 1 4433 +219 -3,95+ 0,50
(Moscatel)
2 41,30 £ 2,42 -3,56 + 0,50
3 40,16 + 2,54 -3,49 + 0,53
4 42,09 +2,13 -3,89+ 0,45
Vino tinto 1 46,06 + 2,47 -3,83+ 0,54
(Bobal/Monastrell)
2 4501 +1,17 -4,47 + 0,29
3 44,06 + 1,71 -4,46 + 0,41
4 41,86 + 3,10 -3,17 £ 0,68

Se consider6 significativo un nivel de P< 0,05.

5.3.2. Muestras de vino con contaminacion real.

El sistema de PCR a tiempo real desarrollado se aplico a 8 muestras de vino tinto

proporcionadas por una bodega espafola, 7 botellas y 1 envase “bag in box” de vino

tinto. Dichas muestras presentaban emisién de gas por lo que se sospechd una alteracion

microbiana, muy probablemente por levaduras. En todos los casos, se obtuvo una curva

de disociacion con una T, de 78,5 °C, correspondiente a la especie S. cerevisiae, sin que

se determinaran amplificaciones inespecificas. Este resultado se confirmé analizando 5

colonias, aisladas de una de las botellas, mediante restriccién de la region ribosémica

5,8S-ITS. Como resultado, los 5 aislados mostraron un producto de amplificacién de 850

pb previamente descrito para la especie S. cerevisiae (Esteve-Zarzoso y col., 1999).

Ademas, los patrones de restriccion obtenidos con tres endonucleasas (Cfol:
375+325+150, Haelll: 325+230+170+125 y Hinfl: 375+365+110) revelaron la identidad de

estas cepas como S. cerevisiae.

En un ensayo diferente, el DNA obtenido de cada muestra de vino alterado se

sometio a cuantificacion en el sistema de PCR a tiempo real. Los valores de C;obtenidos

se extrapolaron en la correspondiente recta patron de DNA (de vino artificialmente
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inoculado), cuyas concentraciones variaban desde 5 x 10° UFC/mL hasta 50 UFC/mL.
Los valores de concentracion resultantes se resumen en la Tabla 29.

Simultaneamente, se realizé un recuento de placa a partir de 10 mL de muestra de
vino contaminado. Sorprendentemente, el recuento de células revelé la presencia de
contaminacion sélo en una de las muestras analizadas (B1). En este caso, la correlacion
entre el numero de UFC determinada por recuento en placa (1,8 x 10° UFC/mL) y por
PCR a tiempo real (1,31 x 10° UFC/mL) fue excelente. La no correlacién entre recuento
de células y PCR a tiempo real en el resto de muestras es indicativo de la presencia de

células muertas o no cultivables de S. cerevisiae.

Tabla 30. Cuantificacion de S. cerevisiae en muestras de vino con contaminacién real mediante

recuento en placa y PCR a tiempo real.

Designacion Método de cuantificacion ”
muestra de
. a
vino Recuento PCRa
en placa tiempo real
B1 1,88 x 10° 1,31 x 10°
B2 nd 7,80 x 10°
B3 nd 6,80 x 10?
B4 nd 1,32 x 10°
B5 nd 5,19 x 10°
B6 nd 2,50 x 10°
P1 nd 4,80 x 10°

@ Muestras de vino (Bobal y Monastrell) tomadas de botellas (B) o “bag in box” (P); ® Valores en
UFC/mL; nd: no se detectd crecimiento
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5.4. Discusion.

La PCR a tiempo real ha sido aplicada para detectar de forma rapida y sensible y en
algunos casos, para cuantificar, un gran numero de especies bacterianas asociadas a
alimentos. Sin embargo, hay pocos trabajos que aborden este tipo de estudios en
levaduras, probablemente porque durante décadas se han considerado inocuas para los
humanos. Este es el caso de S. cerevisiae, una especie de levadura que frecuentemente
se usa en la industria para la produccion de alimentos y bebidas. Por esta razon, los
sistemas de PCR desarrollados para la deteccion de S. cerevisiae se han centrado en el
seguimiento a nivel de cepa en fermentaciones inoculadas y naturales (de Barros Lopes
y col., 1996; Lépez y col., 2002; Ness y col.,, 1993). Sin embargo, S. cerevisiae es
también capaz de producir alteracion en alimentos y bebidas, especialmente en bebidas
alcoholicas y refrescos (Deak y Beuchat, 1996), e incluso desarrollar infecciones en
humanos (Murphy y Kanavagh, 1999). Actualmente existe un interés creciente en la
deteccién de levaduras alterantes, por las consecuencias econdmicas que se derivan de
su actividad en los alimentos (Loureiro y Querol, 1999). Por ello, es necesario abordar
meétodos de identificacidon a nivel de especie. Los sistemas basados en PCR se describen
como los mas apropiados para la deteccion de estas especies de levadura. Este es el
caso de la restriccion de la region ribosémica 5,8S-ITS (Esteve-Zarzoso y col., 1999;
Fernandez-Espinar y col., 2000) y del gen MET2 (Masneuf y col., 1996) y la amplificacion
de “intron splice sites” (de Barros Lopes y col., 1998), pero no abordan la enumeracion de
levaduras como la PCR a tiempo real. Es por ello que resulta de gran interés desarrollar
este tipo de sistemas. Ademas, la técnica de PCR a tiempo real presenta otras ventajas
frente a estas técnicas, ya que evita los pasos de digestién y electroforesis, siendo asi un
meétodo mas rapido. Otra novedad que introduce el método es que la extraccion de DNA
se puede realizar directamente a partir de vino, sin un aislamiento previo del cultivo,
contribuyendo a un acortamiento en el tiempo de deteccién. Esto es posible debido a su
mayor sensibilidad, pudiéndose detectar pequefias cantidades de DNA inicial en
comparacion con las técnicas tradicionales de PCR. Ademas, el tiempo necesario para
obtener un resultado final mediante PCR a tiempo real es muy corto, de
aproximadamente 5 horas (entre 2 y 3 horas para la extraccién y precipitacion de DNA en
funcién del nimero de muestras, y 3 horas para la reaccién de PCR a tiempo real). Esta
ventaja permite a las industrias de alimentacion realizar intervenciones mas efectivas.

El limite de deteccion del sistema de PCR puede cambiar en funcion de la
especificidad de los oligonucledidos disefiados. En el presente estudio, se utilizé un

amplificado obtenido por RAPD-PCR como secuencia diana para la deteccidon y

149



Capitulo 5

cuantificacion de S. cerevisiae, ya que permitia la diferenciacion de esta especie de otras
del complejo Saccharomyces sensu stricto, asociadas a alimentos (Martorell y col.,
2005d). Los oligonucledtidos disefiados SC1d y SC1r, mostraron una elevada
especificidad para S. cerevisiae. Ademas, fue posible detectar hasta 5,6; 3,8 y 5 UFC/mL
en cultivos en GPY, en vino dulce y tinto respectivamente sin necesidad de
enriquecimiento. Este limite de deteccidén resulté ser bastante bueno, y es similar al
obtenido para otros microorganismos en ensayos similares. Este es el caso del ensayo
de PCR a tiempo real para la deteccion y enumeracién de Dekkera bruxellensis en vino
(Phister y Mills, 2003). Estos autores mostraron un nivel de deteccién de 1 UFC/mL, y no
observaron diferencias cuando el DNA era extraido de medio rico, vino o vino inoculado
con S. cerevisiae. Actualmente, no existe una normativa legal en cuanto al nimero de
levaduras admitidas en vino, unicamente unas recomendaciones propuestas por la OIV
(The Office International de la Vigne et du Vin), (Loureiro y Malfeito-Ferreira, 2003). La
OlV, sugiere que una carga microbiana menor a 10*10° UFC/mL en el caso de
microorganismos que producen sedimentos en suspension, o menos de 10%-10° UFC/mL
para microorganismos que producen sedimentos floculantes. Por debajo de estos niveles,
puesto que no se aprecia turbidez, consideran que el vino es aceptable. Teniendo en
cuenta estas observaciones, el método desarrollado puede considerarse apto, ya que la
minima cantidad de células que permite detectar esta por debajo de las recomendaciones
de la OIV. En el caso de requerir mayor sensibilidad en la deteccion, se puede recurrir a
cultivos de enriquecimiento. De esta manera, en 12 horas se pueden detectar hasta 3
células en 100 mL de vino.

La posibilidad de detectar un bajo numero de células y asi confirmar la ausencia de
S. cerevisiae, es particularmente importante para evitar la alteracion durante el
almacenamiento del vino antes de su comercializacion. La contaminacion inicial con un
bajo nimero de células puede ser una causa potencial de alteracion. Otro aspecto de los
programas de prevencion es la capacidad de detectar cuantitativamente, para poder
estimar el riesgo de contaminacion por S. cerevisiae en muestras de vino. Hasta el
momento no se han abordado estudios de PCR cuantitativa para el caso de S. cerevisiae,
por lo que resulta de gran interés poder optimizar una técnica molecular que permita su
cuantificacion. Los datos obtenidos a partir del analisis de regresion lineal de las rectas
patréon construidas con células procedentes de medio GPY y vino, indicaron una buena
correlacion entre la cantidad de muestra (log de células introducidas) y la cantidad de
producto de amplificacion (representado por las Cys). Como resultado, la cuantificacién
fue precisa para valores de concentracién comprendidos entre 5,8 x 10° y 5,8 UFC/mL
para GPY y entre 3,8 x 10° a 3,8 UFC/mL y 5 x 10° a 50 UFC/mL en vino dulce y tinto
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respectivamente. Sin embargo, cuando se valoré la cuantificacién en muestras de vino, el
numero de células resultdé en ocasiones subestimado. Esto es debido a la presencia de
sustancias inhibidoras presentes en el vino, que pueden afectar a la reaccién de PCR, a
pesar de la adicion de BSA en la mezcla de reaccién. La capacidad del BSA para
disminuir la inhibiciéon podria estar relacionado con su unién a inhibidores (Radstrém vy
col., 2003). Algunos autores ya han destacado una clara diferencia entre los resultados
obtenidos con DNA procedente de cultivos puros, y aquellos cuyo DNA procede
directamente de la matriz alimentaria. Es el caso de Delaherche y colaboradores (2004),
que muestran una capacidad de deteccion para su sistema de PCR a tiempo real muy
baja, no pudiéndose determinar niveles de contaminacion por Dekkera bruxellensis por
debajo de 10* UFC/mL en vino, debido a la presencia de polifenoles o taninos. Phister y
Mills (2003), mostraron que una dilucién 10~" de DNA en agua antes de la PCR a tiempo
real, reducia la variabilidad en los resultados obtenidos a partir de vino tinto, dando lugar
a una mejor correlacién con los resultados mediante recuento en placa. Sin embargo,
esta practica produce una disminucion en el limite de deteccion (Phister y Mills, 2003),
por lo que en el presente trabajo preferimos cuantificar las muestras de vino extrapolando
a rectas patron construidas con la misma matriz (vino dulce o tinto). De esta forma, el
sistema desarrollado permitié la deteccion y cuantificacién de células de S. cerevisiae en
vinos alterados proporcionados por una bodega espanola. De las 8 muestras analizadas,
7 no presentaron crecimiento de levaduras en placas de recuento. Este resultado pone de
manifiesto el problema que plantean los sistemas de PCR para diferenciar entre células
vivas de muertas.

Los sistemas de PCR a tiempo real basados en la transcripcion reversa suponen
una buena alternativa para evitar el problema de falsos positivos resultantes de la
amplificacion de DNA de células muertas (Sheridan y col., 1998). Esto es debido a que la
deteccién de RNAm esta considerada como mejor indicador de viabilidad celular (Keer y
Birch, 2003). En nuestro caso, el producto de RAPD clonado que sirvié para el disefio de
los oligonucledtidos, correspondia al gen NMD3 que codifica una proteina citoplasmatica
esencial para la estabilidad de las subunidades ribosémicas de S. cerevisiae (Ho y
Johnson, 1999). Desafortunadamente, uno de los oligonucleétidos seleccionados, SC1d,
era homologo a la region intergénica y por tanto, no resultd util para transcripcién reversa.
Puesto que SC1d contiene parte del extremo terminal 3’ del cebador usado para la
amplificacién por RAPD (OPA 7), era esencial en la reaccién de PCR para mantener la
especificidad y por tanto insustituible por otro oligonucleétido. A pesar de este
inconveniente, la deteccion de células muertas puede resultar interesante para estimar el

riesgo de alteraciones organolépticas como consecuencia de la actividad de las células
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antes de su muerte. En este sentido, podria ser interesante conocer cual es la
concentracion minima necesaria para que S. cerevisiae cause en el vino efectos
indeseables. Esto se ha estudiado ya en otras especies de levadura, como
Brettanomyces, donde se detectan olores tipicos indeseables cuando la concentracién de
células supera 10° UFC/mL (Chatonnet y col., 1992). Por tanto, nuestro sistema de PCR
a tiempo real basado en la deteccion de DNA permite determinar el problema de la
contaminacion, pudiéndose utilizar como herramienta de diagndstico en los laboratorios
de microbiologia de alimentos.

Por otra parte, existen evidencias de la presencia de células viables no cultivables
de S. cerevisiae y otras especies durante el proceso de envejecimiento del vino (Divol y
Lonvaud-Funel, 2005). Estas formas no cultivables se inducen probablemente por
factores de estrés, tales como la adicion de SO, al mosto durante la fermentacion
alcohdlica. Teniendo esto en cuenta, el protocolo de PCR a tiempo real desarrollado
podria ser de gran interés para detectar y cuantificar estas células, que no se detectarian
por métodos tradicionales como el recuento en placa.

La deteccion directa de S. cerevisiae en vino mediante PCR a tiempo real utilizando
el juego de oligonucleétidos disefiados en este estudio, resultd ser sensible y
reproducible, permitiendo la enumeracién de células en un corto periodo de tiempo (4-5
h). No existen regulaciones nacionales o internacionales, sin embargo el limite de
detecciéon es suficiente y cumple las recomendaciones de la OIV, cubriendo asi las
necesidades de las bodegas. Aunque el método descrito en este estudio se ha realizado
en muestras de vino, se pueden llevar a cabo adaptaciones en otro tipo de alimentos

donde S. cerevisiae supone un riesgo de alteracion.
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Conclusiones

1. Se propone la identificacion y diferenciacion de las especies del género
Debaryomyces mediante secuenciacion de distintas regiones. Asi, las especies D.
carsonii, D. etchellsii, D. maramus, D. melissophilus, D. occidentalis y D. yamadae,
pueden identificarse mediante comparacion de las secuencias de la region 5,8S-ITS. En
el caso de las especies D. castellii, D. coudertii, D. hansenii, D. nepalensis, D.
polymorphus, D. pseudopolymorphus, D. robertsiae, D. udenii y D. vanrijiae se propone la

comparacion de secuencias del gen de la actina (ACT1).

2. La aplicacion de técnicas moleculares, ha permitido resolver un problema
industrial de alteracién por levaduras en un turrén de frutas confitadas. Se ha identificado
que la levadura responsable de la alteracion pertenece a la especie Zygosaccharomyces
bailii y que solo esta presente en la fruta del turrén alterado, pero no en el mazapan;
demostrandose que los jarabes utilizados en la industria elaboradora de dichas frutas,

fueron el origen de la contaminacion.

3. Las especies Zygosaccharomyces rouxii, Debaryomyces hansenii 'y
Sporobolomyces roseus también son levaduras que potencialmente pueden producir
alteracion en frutas confitadas o productos elaborados con las mismas, ya que todas
fueron aisladas a lo largo de la cadena de produccion de la empresa que elaboré dichas

frutas.

4. Se ha demostrado mediante estudios fisiologicos, que las cepas de Z. bailii y Z.
rouxii aisladas de jarabe y turrén poseen elevada resistencia a conservantes de tipo acido
débil y a desinfectantes, asi como una extrema osmotolerancia y capacidad de
adaptacion a altas concentraciones de glucosa. Estas caracteristicas, junto con su
capacidad de crecimiento a pH bajo y una elevada fermentaciéon de la glucosa con
extraordinaria produccion de gas, permiten justificar su presencia en las frutas confitadas,

jarabes y turrén y explicar la alteracién producida en las mismas.

5. La identificacién molecular de 95 cepas de levadura con capacidad para producir
olores fendlicos en medio diferencial DBDM, ha mostrado por primera vez la presencia de
cepas pertenecientes a la especie Pichia guilliermondii en vinos. Ademas, los niveles de
4-etilfenol producidos por dichas cepas fueron del mismo orden que los producidos por
cepas de la especie Dekkera bruxellensis, indicando, por tanto, que ambas especies de
levaduras pueden ser responsables de olores desagradables, que recuerdan a establo y

a cuero en vinos alterados. En el caso de P. guilliermondii , se ha observado una relacion
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entre los patrones obtenidos con la técnica de analisis de restriccion del mtDNA vy la
produccion de 4-etilfenol. En concreto, sélo las cepas con patron F o G producen
elevados niveles de este compuesto y por tanto, estos patrones podrian utilizarse como

un indicador molecular de la presencia en el vino de cepas con capacidad alterante.

6. La tipificacion de los aislados pertenecientes a la especie D. bruxellensis
mediante las técnicas de analisis de restriccion del mtDNA y RAPD-PCR permitio
determinar que la contaminacion del vino por esta especie se produce antes del
envejecimiento del mismo en la barrica, y que los insectos actuan como vectores de
propagaciéon de la levadura en la bodega. Asi mismo, la tipificacion de los aislados
pertenecientes a la especie P. guilliermondii indicd un origen externo de contaminacion
por esta especie en la bodega. La deteccion de los focos de contaminacion permite a las

empresas la adopcion de medidas correctoras.

7. El desarrollo de un sistema de PCR a tiempo real con SYBR-green como agente
fluorescente permite la deteccion, de forma rapida y especifica, de la especie S.
cerevisiae en vinos alterados por dicha levadura. El método es reproducible y muy
sensible permitiendo la deteccién, como minimo, de 3,8 y 5 UFC de S. cerevisiae por mL
de vino dulce o tinto respectivamente, siendo esta sensibilidad suficiente para satisfacer
las exigencias de los bodegueros. Ademas también es util para cuantificar de forma
precisa el numero de células de S. cerevisiae presentes en el vino, lo que permite estimar
el riesgo de alteracién del vino durante su almacenamiento y distribucion. Ademas, el
sistema se puede extender a otros alimentos y bebidas donde S. cerevisiae puede causar

alteracion.
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Resumen

La importancia de las levaduras se conoce desde hace mucho tiempo y con el
desarrollo de la industria, se utilizan no sélo para la elaboracion de un gran numero de
productos fermentados (cerveza, vino, quesos y embutidos), sino también para la
produccion de antibidticos, vitaminas, enzimas, etc. Sin embargo, las levaduras tienen
también un aspecto negativo, debido a su potencial como alterantes de alimentos, lo que
implica pérdidas economicas importantes para las industrias. En el presente trabajo se
abordan aspectos relacionados con la identificacion y caracterizacién molecular de
algunas de las especies tipicamente alterantes, pertenecientes a los géneros
Debaryomyces, Zygosaccharomyces, Dekkera, Pichia y Saccharomyces. El objetivo es
proporcionar a las industrias sistemas nuevos de identificacion rapida de levaduras asi
como mostrar, con ejemplos concretos, la utilidad de la aplicacion de las técnicas
moleculares para resolver problemas a nivel industrial. Asi, se ha determinado que la la
comparacion de secuencias de la region ribosémica 5,8S-ITS y del gen de la actina
resulta el método mas 6ptimo para identificar de forma rapida y precisa las especies del
género Debaryomyces, que estan implicadas en la alteracion de alimentos procesados.
Ademas, el presente trabajo muestra cémo la aplicacion de técnicas moleculares es de
gran utilidad para determinar las levaduras alterantes a lo largo de la cadena de
produccion alimentaria. En el presente trabajo, se muestran dos ejemplos de
contaminacion en la industria, en concreto en la produccion de turrén de frutas confitadas
y en la elaboracién de vino. Se identifico mediante la técnica de RFLPs del mtDNA vy
RAPD-PCR, la especie Zygosaccharomyces bailii fue la levadura responsables de la
alteracion de dichos turrones, siendo los jarabes usados para macerar las frutas el origen
de contaminacién en la cadena de produccién. Ademas, la caracterizacion fisiolégica de
dichas cepas, permitid evidenciar el potencial alterante de estas levaduras, ya que
presentan una elevada resistencia a conservantes alimentarios, adaptacién a bajo pH y
baja a,. Por otro lado, la utilizacion de medios selectivos, como el DBDM, asi como la
técnica de analisis de restriccion de la regién 5,8S-ITS, permitieron identificar las
especies Dekkera bruxellensis y Pichia guilliermondii como las levaduras alterantes mas
peligrosas en el vino, por su gran capacidad para producir elevados niveles de 4-etilfenol,
responsables de olores desagradables en el vino. Mediante las técnicas de RFLPs
mtDNA con Hinfl y RAPD-PCR se determindé que el origen de contaminaciéon de D.
bruxellensis se produce antes del envejecimiento en barrica, y que las levaduras de la
especie P. guilliermondii estan presentes en las uvas y raspones, por lo que proceden del
exterior de la bodega.

Finalmente, y dado que la determinacion del numero de levaduras resulta esencial para

los programas de conservacién de alimentos, se consideré de gran interés desarrollar
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una técnica que permitiera la identificion y simultanea cuantificacion de levaduras
directamente en el alimento. En el presente trabajo, se ha desarrollado un protocolo de
PCR a tiempo real especifico para S. cerevisiae utilizando SYBR-Green como agente
fluorescente. Dicha técnica resultdé ser muy sensible, permitiendo la deteccion de 3-5
UFC/mL en vino. El sistema de PCR a tiempo real desarrollado es también Uutil para
cuantificar de forma precisa el nUmero de células de S. cerevisiae presentes en el vino,
permitiendo de esta manera estimar el riesgo de alteracion del vino durante su
almacenamiento y distribucién. Ademas, el sistema se puede extender a otros alimentos

y bebidas donde S. cerevisiae puede causar alteracion.
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