£
o
VNIVERSITAT
B VALENCIA
Universitat de Valencia
Facultat de Ciéncies Biologiques
Departament de Micrabiologia i Ecologia

| 8

APLICACION DE LAS TECNICAS FISH,
PCR ESPECIFICA Y 16S-ARDRA AL
ESTUDIO DE LA POBLACION
TERIANA ASOCIADA AL PROCESO
DE VINIFICACION

LUCIA BLASCO ESCRIVA
VALENCIA 2009



La presente tesis doctoral ha sido dirigida por la Dra. Isabel Pardo Cubillos
y por el Dr. Sergi Ferrer Soler, Profesores Titulares del Departamento de
Microbiologia y Ecologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la

Universidad de Valencia.

Burjassot, Mayo 2009

Fdo. Dra. Isabel Pardo Cubillos Fdo. Dr. Sergi Ferrer Soler






Cuando se cierra una puerta se abre una ventana
Anoénimo



Durante nuestra vida ocurren ciertos sucesos que van marcandonos, a veces buenos y
otras no tanto. En ese camino que recorremos encontramos a personas que nos apoyan, Nnos
dan su carifio, nos hacen reir, o llorar, muy buenos amigos que nunca olvidaremos y otros que
simplemente pasan de largo. A todos aquellos con los que he compartido durante mi recorrido
algunos momentos quiero agradecerles de todo corazon su apoyo, su compafiia, sus consejos

y el haberme escuchado cuando més lo necesitaba.

Me gustaria agradecer a mis directores de Tesis, Isabel Pardo y Sergi Ferrer el haberme
dado la oportunidad de realizar la tesis doctoral en su grupo de investigacion y por el apoyo

mostrado durante todo el periodo de realizacién de la Tesis.



Abreviaturas:

A Acetobacter
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et al. et altri
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Introduccion

La vinificacién es un proceso biotecnologico de origen ancestral. El vino es un
alimento alcoholico obtenido tras la fermentacion del mosto de uvas por las levaduras.
Aunque esencialmente son las levaduras las que desarrollan el papel principal en la
fermentacion también se encuentran implicados muchos otros microorganismos, entre
los que destacan las bacterias lacticas (BL), responsables de la fermentacion malolactica
(FML) y de algunas alteraciones (Davis et al., 1988; Lonvaud-Funel, 1999), y las

bacterias acéticas (BA) responsables fundamentalmente del picado acético.

Las proporciones relativas de las especies que integran la microbiota presente en la
superficie de la uva se ven afectadas por un gran nimero de factores. Entre estos
factores se incluyen influencias climaticas como la temperatura y la pluviosidad (Longo
et al., 1991; Querol y Barrio, 1990; Querol et al., 1990), el grado de madurez de la
cosecha, (Martinez et al., 1989; Rosini et al., 1982), el uso de fungicidas (Bureau et al.,
1982), el estado sanitario de los frutos (Longo et al., 1991) y, en menor proporcion, la
variedad de uva (Lafon-Lafourcade, 1983). El origen de los microorganismos del vino
estd en la materia prima, en la maquinaria de bodega (prensas, tanques, depositos,
bombas, etc.) y en la utilizacion de cultivos iniciadores (Bureau et al., 1982; Fleet,
1993; Kunkee y Goswell, 1977; Lafon-Lafourcade, 1983; Longo et al., 1991; Martinez
et al., 1989; Querol et al., 1990; Sapis-Domercq et al., 1977). La microbiota presente en
la materia prima se halla en la pruina (capa cérea) del fruto y estd compuesta por

levaduras, hongos filamentosos y bacterias.

La composicién quimica final del vino depende de la materia prima de la que
procede, de las transformaciones de los componentes del mosto que llevan a cabo los
microorganismos, y de las modificaciones quimicas y bioquimicas que se producen
durante la elaboracion y crianza. Debido al elevado niimero de variables que afectan en
la produccién del vino podemos encontrar una amplia gama de vinos distribuidos por

todo el mundo.
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1.1 Ecologia de las bacterias lacticas y acéticas asociadas al proceso
de vinificacion

Las BL se encuentran en baja proporcion en uvas sanas (menos de 100 células por
gramo de fruto) (Fleet, 1993; Lafon-Lafourcade et al., 1983). Las especies de BL
aisladas de mosto son principalmente Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus
plantarum, y en menor proporcion Lactobacillus bobalius, Lactobacillus brevis,
Lactobacillus hilgardii, Lactobacillus confusus, Lactobacillus uvarum y Leuconostoc
paramesenteroides (syn. Weissella paramesenteroides) (Chalfan et al., 1977; Maiies et.
al., 2008a, Mafies et. al., 2008b, Pardo y Zaniga, 1992; Rodas et al., 2003; Rodas et al.,
2005). Las BL son responsables de la FML, un proceso de desacidificacion beneficioso
para vinos muy acidos, pero también pueden dar lugar a alteraciones que deprecian la

calidad del vino.

., 2 4 .

Las BL suelen hallarse en una concentracion del orden de 10°-10 ufc mL™ en los
mostos recién estrujados. A lo largo de la fermentacion la concentracion de las BL
disminuye como consecuencia de tres fenomenos: la competencia con levaduras, y su

sensibilidad al SO, y al etanol. Generalmente, tras la fermentacion alcohdlica (FA) el

numero de BL aumenta hasta 10’-10° ufc mL" y, como consecuencia, se produce la
FML. Varios autores han demostrado que en mostos recién estrujados y durante los
primeros momentos de la FA se encuentran especies de lactobacilos homofermentadores
y heterofermentadores facultativos, tales como Lactobacillus mali, L. plantarum o
Lactobacillus casei (Costello et al., 1983; Davis et al., 1986a), asi como especies de
metabolismo heterofermentador estricto como L. brevis, y Leuconostoc dextranicum
(actualmente Leuc. mesenteroides subsp. dextranicum) (Chalfan et al., 1977; Lafon-
Lafourcade et al.,, 1983). Conforme la fermentacion progresa, los lactobacilos
homofermentadores van cediendo paso a especies de lactobacilos heterofermentadores
estrictos, tales como L. brevis, L. hilgardii, Lactobacillus fructivorans (syn. L.
trichodes), Lactobacillus fermentum (syn. L. cellobiosus) y a cocos, tales como
Pediococcus parvulus, Pediococcus damnosus, Pediococcus pentosaceus y Oenococcus
oeni (Davis et al., 1986a, Pardo y Zuiiiga, 1992; Pan et al., 1982). Sin embargo, también
se han aislado especies heterofermentadoras facultativas (L. plantarum y Pediococcus

spp.) al final de la FA o en vinos acabados, en los que incluso han llegado a realizar la
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FML (Chalfan et al., 1977; Costello et al., 1983; Davis et al., 1986a; Davis et al.,
1986b; Pan et al., 1982). Recientemente se han descrito nuevas especies del género
Lactobacillus asociadas a la vinificacion Lactobacillus nagelii, Lactobacillus kunkeei,
Lactobacillus bobalius Lactobacillus vini y Lactobacillus uvarum (Edwards et al.,
2000; Edwards et al., 1998; Rodas et al., 2006, Maifies et al., 2008a; Maiies et al.,
2008b).

Las BA se pueden encontrar en elevadas concentraciones en mostos, sobre todo si
estos provienen de uvas en mal estado o rotas, y los microorganismos que se suelen
aislar pertenecen a las especies Acetobacter aceti, Acetobacter pasteurianus y
Gluconobacter oxydans (Drysdale y Fleet, 1988; Lafon-Lafourcade y Joyeux, 1981).

Aunque el acido acético puede ser producido por hongos filamentosos, levaduras y
BL, las principales responsables del picado acético son las BA. Las BA estan muy
difundidas en la naturaleza: se aislan a partir de las uvas maduras, suelos y bebidas
alcoholicas fermentadas. El 30% de los mostos al comienzo de la FA las contienen
(Ribéreau-Gayon et al., 1980). La concentracién de BA en mostos procedentes de uvas
sanas es de 10%-10° ufc mL™, mientras que en los que proceden de uvas dafiadas o
infectadas es de 10° ufc mL™. La especie aislada mayoritariamente en mosto de uvas
sanas suele ser G. oxydans, (Splittoesser y Churney, 1992; Sponholz, 1993), mientras
que en uvas en mal estado se han encontrado también las especies A. aceti y A.
pasteurianus. La presencia de G. oxydans unicamente en estadios tempranos de la
fermentacion puede explicarse por su baja tolerancia al etanol (De Ley et al., 1984b). A
mitad de fermentacion se encuentran A. aceti y Gluconacetobacter liquefaciens,
especialmente cuando la cantidad de SO, es baja. En fermentaciones en las que se ha
adicionado SO, A. pasteurianus es la especie dominante y suele predominar hacia el fin
de la fermentacion, debido a su mayor tolerancia al etanol (De Ley et al., 1984b). Otros
autores han descrito también la presencia de Gluconacetobacter hansenii durante la FA
(Du Toit y Lambrechts, 2002; Gonzalez et al., 2004). La evolucion de BA puede diferir
en distintas vinificaciones, asi en vinos franceses y australianos A. aceti y A.
pasteurianus son las especies dominantes a lo largo de toda la vinificacion (Drysdale y
Fleet, 1985; Joyeux et al., 1994). Al final de la FA y por efecto de los trasiegos la
poblacion de BA aumenta hasta 10° ufc mL™ y la especie mayoritariamente aislada es

A. aceti. Las condiciones de microaerofilia que se dan en las barricas permiten la
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supervivencia e incluso el crecimiento de las BA en vinos durante la crianza. Una
poblacion de 100 células es suficiente para alterar el vino conservado en barricas,
solamente con el aire que penetra a través de la madera (Joyeux et al., 1983; Ribéreau-
Gayon, 1985). La propiedad de mantenerse viables en condiciones de anaerobiosis
explicaria la supervivencia y lento crecimiento de estos microorganismos en el vino
almacenado bajo condiciones aparentemente anaerobicas (Drysdale y Fleet, 1985;
Joyeux et al., 1983). Esto es un nuevo concepto para la enologia, que hasta ahora habia
asumido que las BA eran estrictamente aerobias, y que s6lo se podian desarrollar en
aquellas barricas que no estaban llenas en su totalidad (Bartowsky et al., 2003). Durante
la crianza de vinos espafioles la tinica especie que se ha aislado es A. aceti, sin embargo,
en la de los vinos de Burdeos aunque la mayoritaria es esta especie, también se ha
aislado A. pasteurianus (Gonzalez et al., 2004; Guillamoén et al., 2003; Joyeux et al.,
1984). En vinos australianos y surafricanos la especie predominante es A. pasteurianus,
aunque en los Gltimos se ha aislado también Ga. liquefaciens en proporcion inferior
(Drysdale y Fleet, 1985; Joyeux et al., 1994). Recientemente se ha descrito una nueva
especie perteneciente al género Acetobacter, Acetobacter oeni, en vinos tintos alterados

de la region de Dao en Portugal (Silva et al., 2006).

Como se puede deducir de lo dicho, el mosto no es estéril, y normalmente no se
practican operaciones que garanticen la eliminacién total de microorganismos. Sin
embargo, factores tales como la progresiva anaerobiosis del medio provocada por la FA,
la accion selectiva del SO, y el aumento de la concentracion de etanol van a condicionar
la evolucion de las poblaciones microbianas. Asi, desapareceran progresivamente los
microorganismos aerobios por las condiciones de anaerobiosis que se crean, y los mas

sensibles al SO, y al etanol.
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1.2 Actividades beneficiosas y perjudiciales de bacterias lacticas y
acéticas en mostos y vinos

Las BL pueden ser beneficiosas o perjudiciales en el vino, en funcién de la especie
o cepa de la que se trate, del momento en el que se desarrollen y de los sustratos del

vino a los que ataquen. En cambio, el desarrollo de BA siempre esta relacionado con

alteraciones.

1.2.1 Efectos beneficiosos de las bacterias lacticas: Fermentacion malolactica

La FML es un proceso llevado a cabo por las BL en los vinos, generalmente una
vez concluida la FA. Consiste en la transformacion del 4cido malico presente en el vino
en acido lactico y CO,. Esta reaccion estd catalizada por el enzima maloléctico y
requiere de la presencia de NAD" y de Mn"2 El enzima malolactico esta presente en

todas las bacterias asociadas al proceso de vinificacion (Sponholz, 1993).

La transformacion del 4cido maélico en lactico es de gran interés para mejorar el
gusto de aquellos vinos que tienen una excesiva acidez total, ya que se rebaja la acidez,
aumenta el pH, mejora el gusto, y proporciona mayor estabilidad microbiolédgica al vino,
al desaparecer un sustrato que puede ser utilizado por las bacterias para su crecimiento

(Bousbouras y Kunkee, 1971; Costello et al., 1985; Davis et al., 1985).

La modificacion de otros compuestos que intervienen en el perfil organoléptico de
los vinos no es consecuencia directa de la FML sino de la utilizacion de otros sustratos
por las bacterias durante su crecimiento en el mosto o el vino; asi por ejemplo, el acido
citrico da lugar a diacetilo, acetoina y 2,3-butanodiol (Ribéreau-Gayon, et al., 2000).
Estas modificaciones pueden mejorar las caracteristicas del vino, siempre que sus
valores se encuentren dentro de unos margenes aceptables (Amerine et al., 1982; Davis

etal., 1986b).

Sin embargo, la FML no siempre tiene efectos positivos, ya que cuando tiene lugar
en vinos de baja acidez da lugar a sabores muy planos. Ademas, la subida de pH puede
provocar una pérdida de color y aumenta el riesgo de desarrollo de especies microbianas

perjudiciales. (Davis et al., 1985).
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1.2.2 Efectos perjudiciales de las bacterias lacticas

Los aztcares son la principal fuente de carbono y energia para las BL y son
catabolizados por la via fermentativa. En el mosto de uva se encuentran principalmente
glucosa y fructosa y también pequeias cantidades de disacaridos y pentosas (Ribéreau-

Gayon et al., 2000).

Las BL pueden exhibir dos tipos de metabolismo respecto a las hexosas:
homofermentativo y heterofermentativo: El metabolismo homofermentativo se
caracteriza porque las hexosas son fermentadas via Embden-Meyerhof, dando lugar
exclusivamente a dacido lactico. El metabolismo heterofermentativo supone el
catabolismo de las hexosas mediante la via del 6-fosfogluconato, dando lugar a CO,,
etanol o acido acético, y acido lactico, en cantidades equimoleculares (Lonvaud-Funel,

1999; Garcia et al., 1992).

Cuando las BL se desarrollan en mosto o en vino donde quedan azlcares ocurre una
alteracion denominada acidificacion, o picado lactico que se caracteriza por un
incremento significativo de la concentracion de acido lactico y, en algunos casos

también de acido acético.

Si las BL heterofermentativas se desarrollan en mostos o en vinos conteniendo
elevadas cantidades de fructosa residual se produce manitol, a este proceso se le
denomina fermentacion manitica (Sponholz, 1993; Sudrez e Iiiigo, 1990). La presencia
de manitol proporciona un gusto agridulce y a esta alteracion se le denomina vuelta

manitica.

Las BL también pueden transformar los acidos organicos presentes en el mosto o en
el vino. Los principales acidos organicos presentes en mostos son el tartarico (2-6 g L),
el malico (1-6.5 g L™), el citrico (0.5-1 g L") y el ascorbico y el gluconico en cantidades
inferiores a las anteriores (Flanzy, 2000). Como consecuencia de la actividad
microbiana durante la fermentacion de los mostos, otros acidos pueden aparecer como

el pirtvico, L o D-lactico, succinico, acético, citramalico, oxalacético y fumarico.

El 4cido tartarico es el acido mas abundante en el vino, existen pocas especies de
BL capaces de degradarlo y todas ellas se encuentran dentro del género Lactobacillus
(Radler y Yannissis, 1972). La capacidad de degradar este acido es dependiente de cepa
(Pardo, 1987; Radler y Yannissis, 1972). La ruta de degradacion de este acido difiere
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segun la especie, asi en L. plantarum los productos finales son acido lactico, acético y
CO,, mientras que en L. brevis se produce acido succinico, acético y CO,. Como
consecuencia de la degradacion del acido tartarico se produce aumento de la acidez fija

y de la acidez volatil del vino y a esta alteracion se la denomina vuelta tartarica.

Otro acido que puede ser atacado por las BL es el acido citrico, que se escinde en
una molécula de oxalacetato y otra de acetato mediante la citrato liasa. El oxalacetato da
lugar a piruvato, que es fuente de compuestos acetoinicos tales como: diacetilo, acetoina
y 2, 3-butanodiol. El diacetilo es un compuesto que en bajas cantidades (3-4 mg L) es
beneficioso en el aroma de los vinos. Sin embargo, cuando excede estas concentraciones

provoca un indeseable sabor a mantequilla o a suero de leche en los vinos.

La presencia de acido sorbico en el vino es consecuencia de su adicion por el
hombre como antimicrobiano. Algunas BL son capaces de reducirlo hasta sorbinol, lo
que confiere al vino un olor semejante al que se produce el cortar las hojas del geranio.
La presencia del sorbinol es detectable a muy bajas concentraciones (0.1 pg L"), de ahi
su peligrosidad. Edinger y Splittoesser (1986) confirmaron que O. oeni podia realizar
esta reduccion y demostraron que las cepas de Pediococcus y Lactobacillus no podian

llevarla a cabo.

Otros sustratos susceptibles de ser utilizados por las BL son los aminoacidos, que
estan presentes en el mosto o en el vino, y pueden dar lugar a aminas bidgenas o a
precursores del carbamato de etilo, ambos productos considerados peligrosos para la
salud humana. Las aminas bidgenas son indeseables en todos los alimentos y bebidas
porque absorbidas en alta concentraciéon pueden producir dolores de cabeza,
alteraciones respiratorias, palpitaciones cardiacas, hiper o hipotension y fenomenos de
alergia. Por su parte, el carbamato de etilo es considerado como potencial cancerigeno.
Durante la FML las BL varian significativamente el contenido en compuestos
nitrogenados del vino (Van Vuuren y Dicks, 1993). La descarboxilacion de algunos
aminodcidos presentes en el vino, como la histidina y la tirosina, puede dar lugar a la
produccion de aminas biogenas tales como histamina y tiramina respectivamente
(Vidal-Carou et al., 1990b). La mas peligrosa por sus efectos en el hombre es la
histamina, aunque las otras pueden potenciar su efecto (Vidal-Carou et al., 1990a). La

formacion de aminas bidgenas ha sido descrita en especies tales como P. parvulus
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(Landete et al., 2005), O. oeni (Guerrini et al., 2002; Lonvaud-Funel y Joyeux, 1994)
L. hilgardii (Farias et al., 1993), L. brevis (Landete et al., 2005), L. mali (Landete et al.,
2005) y L. plantarum (Arena et al. 2007). Estos compuestos se producen mas
frecuentemente y en mayor cantidad en vinos de pH alto y concentraciones de SO, bajas
(Garcia et al., 1992; Landete et al., 2005; Vidal-Carou et al., 1990b). El etil carbamato
es un carcindgeno encontrado en muchos alimentos y bebidas fermentados, incluido el
vino (Ough y Amerine, 1976). Se forma como consecuencia de la reaccion quimica del
etanol con algun precursor del etil carbamato tales como la citrulina, urea o carbamil
fosfato, formados durante el catabolismo de la arginina por parte de levaduras o BL
(Ough y Amerine, 1988). Aunque los niveles de citrulina en el vino son bajos, pueden
traducirse en concentraciones de carbamato de etilo superiores a 15 ng L™, que es el
limite voluntariamente establecido en vinos para este compuesto (Liu et al., 1994;
Pardo, 2003). Liu et al., (1994), demostraron que existia una buena correlacion entre la
degradacion de arginina, la produccion de citrulina y la formacion de etil carbamato
durante la FML realizada con una cepa de O. oeni en un vino de laboratorio (Romero et

al., 2009).

Algunas BL de los géneros Leuconostoc, Pediococcus y Lactobacillus pueden
producir polisacaridos a partir de los azlcares. La presencia de estos polisacaridos en
vino cambia sus propiedades reologicas dandole un aspecto viscoso u oleoso (alteracion
denominada ahilado o grasa). La alteracién puede ocurrir en los tanques al final de la
FML pero la mayoria de los problemas se producen en vinos embotellados. Este tipo de
vinos generalmente no presenta ningin otro defecto organoléptico y pueden
comercializarse tras un adecuado tratamiento, que suele consistir en agitacion del vino y
posterior sulfitado y filtracion. También puede realizarse un tratamiento de calor antes
del embotellado a fin de proteger a estos vinos (Ribéreau-Gayon et al., 2000; Sponholz,
1993).

Otra alteracion que pueden provocar las BL es el amargor producido como
consecuencia de la degradacion del glicerol (formado por las levaduras durante la FA)
para dar lugar a la formacion de acroleina. La acroleina por si misma no es amarga pero
reacciona con los grupos fendlicos de los antocianos dando sensacion de amargor. Por
ello, esta alteracion es mas frecuente en vinos tintos de alto contenido fendlico que en

vinos blancos. Su umbral de deteccion es bajo (10 ppm). La capacidad de degradar el
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glicerol no estd muy extendida entre las BL, sin embargo se ha encontrado que algunas
cepas de P. parvulus, Leuc. mesenteroides y L. cellobiosus si la presentan (Sponholz,
1993).

El “olor a ratén” o mas bien a orina de raton, es otra alteracion que se puede
presentar en vinos y estd causado por la presencia de acetamida. Este olor es
consecuencia de la formacion de tres bases heterociclicas 2-acetiltetrahidropiridina, 2-
etiltetrahidropiridina, 2-acetil-1-pirrolina. Las vias de formacién de estos compuestos
atn son desconocidas, aunque Costello y Henschke (2002) sugieren que se forman a
partir del catabolismo de los azucares y del de los aminoacidos ornitina y lisina en
presencia de etanol. Las bacterias responsables de la formacion de estos compuestos son
L. hilgardii, L. brevis y L. cellobiosus. Esta alteracion no es muy comin y suele ocurrir
con mayor probabilidad en vinos de baja acidez insuficientemente sulfitados (Sponholz,

1993).

El “olor animal” se debe a la formacién de fenoles volatiles como el 4-vinilfenol,
4-vinilguayacol, 4-etilfenol y 4-etilguayacol. Se ha demostrado que algunas cepas
pertenecientes a los géneros Lactobacillus y Pediococcus son responsables de la sintesis
de etilfenoles, aunque también los producen levaduras de los géneros

Brettanomyces/Dekkera (Muiioz et al., 2005).

1.2.3 Efectos perjudiciales de las bacterias acéticas

La propiedad fisiologica mas caracteristica de las BA asociadas a la vinificacion es
su capacidad de producir acido acético a expensas de la oxidacion del etanol del vino.
Este proceso se conoce como avinagramiento, acetificacion, picado o acescencia; se
suele denominar picado a la fase inicial de la alteracion, limitada a las capas
superficiales del vino donde comienzan a desarrollarse las BA, y avinagramiento al
desarrollo mas intenso y avanzado que ocupa un mayor volumen de liquido (Suarez y

Tiiigo, 1990).

Las BA han sido objeto de pocos estudios, a pesar de ser muy corrientes en los
vinos. El poco interés que ha suscitado este grupo de bacterias en el mundo enoldgico se
debe a que tienen un metabolismo aerobio estricto por lo que s6lo pueden desarrollarse

en la superficie de contacto vino-aire (Lafon-Lafourcade y Joyeux, 1981), por ello se
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consideraba que su presencia no constituia un problema si se evitaba la exposicion al

aire de los vinos.

La formacion de acido acético por parte de las BA va siempre acompafiada de la
formacion de acetato de etilo, cuya presencia es siempre negativa en la apreciacion
organoléptica, ya que confiere el olor a pegamento caracteristico del vino picado, y que
es perceptible a partir de 18 ppm (Sefridge y Amerine, 1980). Esta es la sustancia
responsable de los verdaderos caracteres de la acescencia (Soufleros y Bertrand, 1979).
El 4cido acético que posee un umbral de percepcion muy bajo, confiere el caracter de

acritud a los vinos picados.

Los primeros trabajos sobre identificacion de cepas aisladas de vinos y de los
factores que favorecen su desarrollo o su inhibicion se deben a Dupuy y Melamed
(1956). En el caso de uvas infectadas por Botrytis cinerea, la rotura de la piel del grano
por el hongo hace que el zumo de la baya esté expuesto a los microorganismos
presentes en la superficie facilitando el crecimiento de las BA. Por eso se encuentra una
alta concentracion de acido gluconico en las uvas botritizadas, debido a la
transformacion de la glucosa en acido gluconico por parte de Gluconobacter (Sponholz,
1993). Los trabajos de Joyeux et al. (1984) evidenciaron que A. aceti y G. oxydans
utilizan las pequefias cantidades de etanol que sintetizan las levaduras al inicio de la
fermentacion para producir acido acético. Este proceso sucede con mucha mas

velocidad en vinos terminados expuestos al aire.

Las BA son capaces de ocasionar otra serie de alteraciones distintas a la
degradacion del etanol, asi algunas cepas de A. pasteurianus pueden degradar
ligeramente el glicerol a dihidroxiacetona, influyendo de esta manera en la calidad del
vino (Yamada y Kondo, 1984). A. aceti y A. pasteurianus producen acetaldehido y
acetato de etilo (Lafon-Lafourcade y Joyeux, 1981) y catabolizan el 4cido L-malico y el
citrico, lo que conduce a una fuerte acetificacion. Numerosos estudios mencionan la
capacidad ambas especies de oxidar totalmente los acidos lactico, pirivico y acético, a

anhidrido carbonico y agua (De Ley, 1961).

Ademas de provocar todas estas alteraciones en la composicion del vino, las BA
pueden inhibir parcialmente el crecimiento de Saccharomyces cerevisiae y por tanto

alterar la marcha de la FA llegando incluso a su paralizacion (Drysdale y Fleet, 1989;
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Lafon-Lafourcade, 1983). Se ha comprobado que el 4cido acético producido por las
bacterias actiia como inhibidor de las levaduras; ciertas cepas de Gluconobacter son
capaces de segregar otras sustancias “antilevaduras” todavia desconocidas (Suérez e
Ifiigo, 1990). El desarrollo previo de las BA en el mosto de uva influye posteriormente
sobre el crecimiento y el metabolismo de las BL. Este fendmeno parece variable segin
la edad de cultivo y las especies de BA y lacticas presentes (Joyeux et al., 1983). Asi, en
mostos que hayan sufrido un breve desarrollo de BA (G. oxydans y de A. aceti durante 3
dias) se favorece el crecimiento del crecimiento de O. oeni y de L. hilgardii y se

estimula la FML (Joyeux et al., 1983).

En la practica de la conservacion del vino, se tiene interés en limitar lo maximo
posible el numero de las BA que contiene el vino, utilizando técnicas apropiadas de
clarificacion, filtraciéon y sulfitado; sin embargo, un vino siempre tiene suficientes
bacterias para sufrir un picado acético si se dan las condiciones adecuadas para su

desarrollo (Ribéreau-Gayon, et al., 2000).
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1.3 Posicidn taxondmica de bacterias lacticas

El grupo de BL carece de entidad taxondmica como tal, comprende a un grupo de
microorganismos muy heterogéneo que comparten una serie de caracteristicas
bioquimicas y estructurales: son Gram positivos de metabolismo quimiorganotrofo, no
esporulados, catalasa-negativo, desprovistos de citocromos, anaerobios, microaerofilos
o aecrotolerantes, acidofilos o acidotolerantes, y estrictamente fermentadores
produciendo acido lactico como producto final de la fermentacion de azticares (Holt et

al., 1994).

La 7%y 8 ediciones del “Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology” recogian
la existencia de cuatro géneros dentro de las BL: Streptococcus, Lactobacillus,
Leuconostoc y Pediococcus; la clasificacion de las cepas en cada uno de ellos venia
determinada por los mismos criterios que utilizd Orla-Jensen (1919). En la actualidad
existen 19 géneros en el grupo de las BL tipicas, los cuales forman una linea de
descendencia comun con otras bacterias Gram+ de contenido en G+C <50%, a esta
linea de descendencia se la llama rama Clostridium. La proliferacion de géneros dentro
del grupo de las BL ha sido el resultado de la aplicacion de técnicas de caracterizacion
muy potentes que han proporcionado informacion tanto a nivel de fenotipo como de
genotipo. Los nombres de estos 19 géneros de BAL son Aerococcus, Atopobium,
Carnobacterium, Enterococcus, Fructobacillus, Paralactobacillus, Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus,
Vagococcus y Weissella (Doyle y Meng, 2006; Endo y Okada, 2008; Holzapfel y
Wood, 1998; Leisner et al., 2000). Otros géneros muy relacionados filogenéticamente
con los anteriores, son Alloiococcus, Dolosigranulum, Globicatella y, Lactosphaera. El
género Bifidobacterium que en ocasiones se ha considerado como perteneciente a las
BL en funcion de sus semejanzas bioquimicas, constituye una linea de descendencia
distinta, la denominada rama Actinomycetes con un porcentaje de C+G >50%
(Holzapfel y Wood, 1998).

De todos estos géneros de BL s6lo 4 se han descrito en vinos Lactobacillus,
Leuconostoc, Oenococcus y Pediococcus. El género Lactobacillus es el mas extenso en
cuanto a numero de especies se refiere y constantemente se estan describiendo nuevas,

en la actualidad hay mas de 100 especies validadas (Euzéby, 1998-2006; Felis y
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Dellaglio, 2007). Algunas de las antiguas especies de este género se han transferido a
tres nuevos géneros Carnobacterium, que comprende ademas algunas BL atipicas
asociadas a productos refrigerados de carne o pescado, Weissella un género de reciente
creacion en el cual se agrupan antiguos lactobacilos y algunas especies de Leuconostoc,
como Leuc. paramesenteroides, y Atopobium en el que también se encuentran algunas
antiguas especies de Streptococcus. En la 8 edicion del “Bergey’s Manual of
Determinative Bacteriology” el género Leuconostoc estaba formado por 6 especies:
Leuc. mesenteroides, Leuc. dextranicum, Leuc. cremoris, Leuc. lactis, Leuc. oenos y
Leuc. paramesenteroides. Estudios posteriores de hibridacion ADN-ADN y ARN-ADN
demostraron que las tres primeras especies en realidad constituian subespecies de Leuc.
mesenteroides (cremoris, dextranicum y mesenteroides). El analisis de secuencias de los
genes ribosomales 23S llevaron a la conclusion de que Leuc. 0enos constituia una linea
evolutiva independiente del género Leuconostoc y se propuso su reclasificacion en un
nuevo género y especie: O. oeni. Igualmente ocurri6 con la especie Leuc.
paramesenteroides, de la cual se observd que presentaba una mayor homologia interna
con algunos lactobacilos heterofermentativos que con los propios Leuconostoc, por ello
se defini6 un nuevo género Weissella donde se agruparon todas estas especies de
elevada homologia. Muy recientemente, cuatro especies del género Leuconostoc
(Leuconostoc durionis, Leuconostoc ficulneum, Leuconostoc fructosus, y Leuconostoc
pseudoficulneum) descritas en los tltimos afios se han reclasificado en un nuevo género
Fructobacillus con los nombres de Fructobacillus durionis, Fructobacillus ficulneum,
Fructobacillus fructosus y Fructobacillus pseudoficulneum (Endo y Okada, 2008).
Otras tres nuevas especies Leuconostoc holzapfelii, Leuconostoc inhae y Leuconostoc
kimchii han sido descritas en los ultimos afios (de Bruyne et al., 2007; Kim et al. 2000;
Kim et al. 2003), de manera que en la actualidad el género estd formado por 11 especies
(Leuconostoc carnosum, Leuconostoc citreum, Leuconostoc fallax, Leuconostoc
gasocomitatum, Leuconostoc gelidum, Leuconostoc holzapfelii, Leuconostoc inhae,
Leuconostoc kimchii, Leuconostoc lactis, Leuconostoc mesenteroides y sus tres
subespecies, y Leuconostoc pseudomesenteroides). El género Pediococcus tal y como se
describia en el “Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology”, el “Bergey’s Manual of
Determinative Bacteriology” de 1994 y el “The Prokaryotes” en su ultima edicion,

estaba formado por nueve especies. Sin embargo, Bergan et al. (1984), basandose en un
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estudio de composicion celular en acidos grasos e hidratos de carbono de los géneros
Aerococcus y Pediococcus consideraron que la especie P. urinaequi era un sinénimo
posterior de la especie Aerococcus viridans, por lo que el género Pediococcus solo
tendria 8 especies. En un trabajo posterior de Collins y colaboradores, basandose en
estudios de homologias DNA-DNA y de comparacion de secuencias del 168,
demostraron que sé6lo Pediococcus acidilactici, P. damnosus, Pediococcus dextrinicus,
Pediococcus inopinatus, P. parvulus y P. pentosaceus forman un grupo filogenético
coherente, mientras que Pediococcus urinaequi y A. viridans forman una linea evolutiva
diferente y presentan elevada homologia entre ellos confirmando lo hallado por Bergan.
No se encontraron especies filogenéticamente afines a Pediococcus halophilus por lo
que propusieron su reclasificacion en un nuevo género Tetragenococcus. En los ultimos
afios se han descrito nuevas especies pertenecientes al género Pediococcus, de forma
que actualmente contiene las especies P. acidilactici, Pediococcus argentinicus (De
Bruyne et al., 2008) Pediococcus cellicola, Pediococcus claussenii, P. damnosus, P.
dextrinicus, Pediococcus ethanolidurans, P. inopinatus, P. parvulus, P. pentosaceus,
Pediococcus siamensis (Tanasupawat et al., 2007) y Pediococcus stilesii (Euzéby,
2008).

El género Oenococcus hasta fecha muy reciente contenia una inica especie, O. oeni
(syn. Leuc. oenos), sin embargo recientemente se ha descrito la existencia de una
bacteria lactica que parece pertenecer a este mismo género y para la cual se propone el
nombre de Oenococcus kitaharae (Endo y Okada, 2006). Esta bacteria no se ha aislado

de vino, no presenta actividad malolactica, ni es acidéfila.

La relacion actual de las especies aceptadas de BL (“Approved List of bacterial

Names”, Euzéby, 1998-2008) puede consultarse en la siguiente direccion electronica:

http://www.bacterio.cict.fr y sus caracteristicas mas relevantes en la Tabla 1.
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Tabla 1. Caracteristicas de los géneros de BL presentes en el vino (Dicks, 1995; Schleifer
et al., 1995; Stiles y Holzapfel, 1997).

Categoria
Género metabolica  Tipo de isémero del Morfologia Tipo de
respecto a acido L-lactico celular agrupacion
hexosas
. D(-), L(+) y DL, segtin la Bacilos Células aisladas,
Lactobacillus  Homo/heterolactico ) ]
especie 1-5umx 0.5-1 um  parejas o cadenas
. L(+) y DL, segin la Cocos
Pediococcus ~ Homolactico ) Parejas o tétradas
especie 0.5-1 pm
Cocos
Leuconostoc  Heterolactico D(-) Parejas o cadenas
0.5-1 um
Cocos
Oenococcus Heterolactico D(-) Parejas o cadenas
0.5-1 um
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1.4 Posicién taxonémica de bacterias acéticas

La novena edicion del “Bergey's Manual of Systematic Bacteriology” (Buchanan
y Gibbons, 1984) clasificaba las BA dentro de la familia Acetobacteraceae y reconocia
s6lo 2 géneros: Acetobacter y Gluconobacter. El primero estaba compuesto por 7
especies A. aceti, A. liquefaciens (actualmente Gluconacetobacter liquefaciens), A.
pasteurianus, A. hansenii (actualmente Gluconacetobacter hansenii), Acetobacter
diazotrophicus  (actualmente  Gluconacetobacter  diazotrophicus), Acetobacter
europaeus (actualmente Gluconacetobacter europaeus) y Acetobacter methanolicus, y
el segundo Gluconobacter, compuesto unicamente por la especie G. oxydans. El actual
estatus taxonomico de las BA fue reconsiderado en la revision de Swings y De Ley
(1981) y De Ley et al. (1984a), pero hubo que esperar hasta la aplicacion de técnicas de
andlisis numérico (Gossele et al., 1982; Kersters y De Ley, 1975), de perfiles de acidos
grasos (Yamada et al., 1981b), de proteinas solubles (Gosselé et al., 1982; Gosselé et
al., 1983; Swings et al., 1980), y de hibridacion rARN-ADN (Gillis, 1978; Gillis y De
Ley, 1980; Sievers et al., 1994a; Swings et al., 1980; Yamada et al., 1981a; Yamada et
al., 1984), para establecer de forma concluyente la posicion taxondmica de las BA.
Estudios taxondmicos mas recientes basados en secuencias parciales del 16S rARN han
mostrado que especies pertenecientes hasta ese momento al género Acetobacter
pertenecian a un nuevo género denominado Gluconacetobacter (Yamada et al., 1997).
En la misma publicacion se recoge la descripcion de un nuevo género de la familia
Acetobacteraceae, el género Acidomonas (Yamada et al., 1997). En los tltimos afios se
han definido otros dos nuevos géneros: Asaia (Yamada, 2000) y Kozakia (Lisdiyanti et
al., 2001). Actualmente se reconocen 34 especies de BA, incluidas en los 6 siguientes
géneros: Acetobacter (A), Gluconobacter (G), Acidomonas (Ac), Gluconacetobacter
(Ga), Asaia (As), y Kozakia (K) (ver Figura 1). La lista de especies actualmente
validadas pertenecientes a la familia Acetobacteraceae, una rama de las bacterias
acidofilicas en la subdivision a-Proteobacteria (De Ley et al., 1984b; Sievers et al.,
1994a), puede consultarse en la  siguiente  direccion  electronica:

http://www.bacterio.cict.fr (“Approved List of bacterial Names”, Euzéby, (1998-2008)).

Estas bacterias son Gram negativas, acrobias estrictas y de morfologia variable;

generalmente las células son bacilares en pareja y a veces forman cortas cadenas. Su
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tamafio varia entre 0.4 a 1 um de ancho y de 0.8 a 4.5 pm de largo, siendo frecuentes las
formas de involucion mas alargadas e irregulares. Hay especies inmoviles, mientras que
otras son moviles presentando flagelos polares o peritricos. Algunas especies estan

pigmentadas y a veces producen celulosa u otros polisacaridos (De Ley et al., 1984b).

Los criterios bioquimicos y fisiolégicos que se utilizan para la identificacion a
nivel de género en las BA son su capacidad para oxidar D,L-lactato a CO, y H»O, el
grado de oxidacion de etanol, la capacidad para formar pigmentos solubles en agua, la
capacidad de oxidar glicerol, la de producir acido 5-cetogluconico a partir de glucosa, y
la propiedad de crecer en medios que contengan etanol y acetato como unica fuente de
carbono (Drysdale y Fleet, 1988; Bulygina et al., 1992; Sievers et al., 1994a; Swings et
al., 1992; Urakami et al., 1989). Asi, las especies de los géneros Acetobacter y
Gluconacetobacter oxidan etanol a acido acético, pero también pueden oxidar
completamente este acido a CO, y H,O. Las especies de Gluconobacter se caracterizan
por su incapacidad para oxidar el acético hasta CO, y H,O y por oxidar parcialmente el
etanol a acido acético. El género Acidomonas se caracteriza por su capacidad para
crecer en metanol. El género Asaia por su incapacidad para crecer en un medio con una
concentracion superior al 0,35% de acido acético. Ademas de por estas caracteristicas
metabolicas los géneros Acetobacter y Gluconacetobacter, pueden diferenciarse de los
otros en base al tipo de ubiquinona que presentan, asi Acetobacter presenta la

ubiquinona Q9 y Gluconobacter la ubiquinona Q10 (Tréek y Teuber, 2002).
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A pasteuriavus

A peroxydans
G asaii
A seizygii
A lovaniensis
3 cerinus
G frafeuris
G oxpdans

Ga. johavmae

Ga. azofocaptans

Ga. digzofrophicus

Ga. sacchari
Ga. liguefaciens
Ga. xplinus

Ga. europasus
Ga. infermedius
Ga. oboediens
Ga. havsenii

A pomorum

A eshuniensis
Aadef A fropicalis
A orleanensis

A orienfalis
A cibinogensis
A indowiensis
K. baliensis
Ga. swaminathani ana

As. bogoremsis

As. sigmensis

Ac. methanolica

Ga. enfar

R globiformes

Figura 1. Arbol filogenético construido en base a la secuenciacién del gen ribosomal 16S

de BA (Fuentes et al. 2003)

Las principales especies encontradas en el vino pertenecen a los géneros

Acetobacter, Gluconacetobacter y Gluconobacter, y son A. aceti, Acetobacter oeni, A.

pasteurianus, Ga. liquefaciens, Ga. hansenii y G. oxydans (Gonzalez et al. 2004; Ruiz
et al., 2000; Ribéreau-Gayon et al., 2000).
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1.5 Métodos de identificacion, tipificacion y deteccion de bacterias del
vino

La identificacion de un microorganismo consiste en asignarlo a una especie
validada y bien caracterizada en base a las propiedades que presentan los
microorganismos que se comparan. La tipificacion consiste en la discriminacion entre
cepas muy relacionadas entre si y pertenecientes a la misma especie pero no al mismo
clon. La deteccion de un microorganismo en una muestra consiste en obtener la
evidencia de su presencia en esa muestra mediante distintas metodologias. Tanto la
identificacion como la tipificacion son de importancia capital para llevar a cabo estudios
sobre dinamicas de poblaciones en el vino, asi como sobre la implantacion de las cepas
inoculadas. Las técnicas que permiten la deteccion son muy importantes a la hora de
determinar la presencia de determinados microorganismos responsables de alteraciones

en los vinos.

1.5.1 Bacterias lacticas

La identificacion de las BL de los vinos ha sido abordada con diferentes técnicas.
Las primeras identificaciones se llevaron a cabo utilizando criterios fenotipicos que
incluian aspectos tales como morfologia y agrupamiento celular, caracteristicas
fisiologicas, y caracteristicas bioquimicas. Muchos investigadores han llevado a cabo la
caracterizacion bioquimica y la identificacion de las BL del vino usando métodos
miniaturizados, tales como la galeria API 50 CH (Costello et al., 1983; Davis et al.,
1988; Dicks y Van Vuuren, 1988; Lafon-Lafourcade y Joyeux, 1979; Milliére et al.,
1989; Tracey y Britz, 1987; Wibowo et al., 1985). Estas galerias simplifican mucho las
tareas de identificacion, sin embargo hay que ser cautos en la interpretacion de los
resultados, ya que especies distintas pueden presentar el mismo perfil fermentativo, lo
que lleva a identificaciones incorrectas (Ribéreau-Gayon, et al., 2000). Ademas,
especies de lento o dificil crecimiento como O. 0eni son muy poco reactivas en este
sistema y por tanto muestran perfiles fermentativos diferentes de los que se obtienen en
sistemas no miniaturizados (Jensen y Edwards, 1991; Pardo et al., 1988). También se

han publicado trabajos en los que se aplican técnicas de taxonomia numérica para la
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identificacion de BL del vino, en los cuales se analizan un gran numero de

caracteristicas fenotipicas (Tracey y Britz, 1987).

Durante los tltimos afios, la aparicion de nuevas herramientas de biologia molecular
ha permitido la identificacion de especies de BL del vino de forma mas rapida y segura.
Los primeros métodos moleculares empleados para la identificaciéon de estos

microorganismos fueron el andlisis de proteinas totales (Dicks, 1995; Dicks y Van
Vuuren, 1988; Dicks y Van Vuuren, 1990; Du Plessis et al., 2004), el de acidos grasos

celulares (Schmitt et al., 1989; Tracey y Britz, 1989) y la hibridacién de acidos
nucleicos; en este ultimo apartado se incluyen técnicas de hibridacion ADN-ADN que
hacen uso de sondas marcadas de ADN total y que se pueden aplicar sobre colonia
(Lonvaud-Funel et al., 1989; Lonvaud-Funel et al., 1991), sobre células enteras (in situ)
(Sohier y Lonvaud-Funel, 1998) o sobre ADN purificado (Dicks et al., 1990;
Schillinger et al., 1989). También se incluye en esta metodologia la hibridacion ADN-
rARN, en la cual se basa la hibridacion fluorescente in situ o FISH; en este ultimo caso
se utilizan sondas de ADN de unos 20-28 nucleotidos complementarias de regiones
especificas de los ARN ribosomicos 16S y marcadas con fluorocromos (Blasco et al.,
2003). Otras técnicas identificativas se basan en la reaccion en cadena de la polimerasa
o PCR, entre ellas estan la PCR especifica (Bartowsky y Henschke, 1999; Sohier et al.,
1999; Zapparoli et al., 1998), PCR multiplex (Mora et al., 2000), RAPD (Guerrini et
al., 2003) y la amplificacion de secuencias que codifican para los espacios intergénicos
16-23S rARN (ISR o ITS) (Chenoll et al., 2003) o para la region V3 del 16S rARN
(Guerrini et al., 2003). Otras técnicas combinan la amplificaciéon por PCR de las
regiones que codifican para los genes ribosomales o sus espaciadores (ISR o ITS) con la
digestion de los productos de amplificacion: 16S-ARDRA y RFLP-ITS (Chenoll et al.,
2003; Rodas et al., 2003). Otra metodologia utilizada para la identificacion de las
bacterias del vino ha sido el ribotipado, que se basa en la digestion del ADN total con
enzimas de corte frecuente y posterior hibridacion de las bandas generadas con sondas
ribosomales marcadas (Rodas et al., 2005; Viti et al., 1996). Algunas de las
metodologias descritas también son ttiles para la discriminacion de cepas dentro de la
especie (tipificacion); las técnicas que se han utilizado para tal fin han sido: el analisis
de los perfiles de restriccion del ADN total con enzimas de corte frecuente (REA)

(Prévost et al., 1995; Viti et al., 1996) y de corte infrecuente (PFGE-RFLP) (Daniel et
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al., 1993; Guerrini et al., 2003; Kelly et al., 1993; Pardo et al., 1998; Sato et al., 2001;
Zapparoli et al., 2000), el analisis de perfiles de RAPD (Zapparoli et al., 2000), el
ribotipado (Viti et al., 1996), la PCR multiplex (Reguant y Bordons, 2003), los analisis
de polimorfismos de fragmentos de amplificacion (AFLP) (Kunene et al., 2000) y la
secuenciacion de genes housekeeping (MLST) (De Las Rivas et al., 2004).

Algunas de estas técnicas se han utilizado también para el desarrollo de métodos de
deteccion de BL en vinos, tales como la PCR especifica, PCR cuantitativa, la
hibridacion sobre colonia, in situ o FISH. Uno de los métodos mas prometedores por su
sencillez y rapidez en la obtencion de resultados es el método del FISH, que permite la
deteccion, identificacion y el recuento de especies en medios naturales (Amman et al.,
1990b; Bottari et al., 2006). Este método requiere el disefio de sondas que hibriden con
los ARNr (Amman et al., 1990b; Blasco et al., 2003). Actualmente las bases de datos de
secuencias del gen 16S rADN estan creciendo con gran rapidez. Con la ayuda de
paquetes informaticos estas secuencias pueden ser examinadas, y se pueden disefar

sondas utiles para identificar a diferentes niveles taxonomicos.

En la Figura 2 se muestra el poder resolutivo de diferentes técnicas moleculares.
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FAMILIA GENERO ESPECIE SUBESPECIE |CEPA

Secuenciacion de ADN

A D

FISH

erfil ae proteinas celulares totales

rep-PCR .

Figura 2. Poder discriminante de las técnicas moleculares (adaptado y modificado de
Savelkoul et al., 1999). FISH: Hibridacion fluorescente in situ; ARDRA: Analisis de restriccion
del ADN ribosémico amplificado; tARN-PCR: analisis del espaciador intergénico codificante
de un ARN de transferencia; ITS-PCR: andlisis del espaciador intergénico 16S-23S; RFLP:
analisis de polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion; RFLP-PFGE: andlisis de
fragmentos de restriccion del ADN total cortado con enzimas de baja frecuencia de corte;
AFLP: analisis de polimorfismos de fragmentos de digestion y posterior amplificacion
selectiva; RAPD: analisis de fragmentos de amplificacion generados con cebadores que se unen
aleatoriamente al ADN total; rep-PCR: analisis se fragmentos de amplificacion de elementos
repetitivos.

1.5.2 Bacterias acéticas

La identificacion de BA mediante pruebas bioquimicas, morfoldgicas y fisioldgicas

se basa en los criterios que usaron previamente Visser't Hooft (1925), Asai (1968) y
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Frateur (1950), y han sido utilizados por varios investigadores durante los ultimos
30 afios (Bartowsky et al., 2003; Joyeux et al., 1984; Schuller et al., 2000; Swings y De
Ley, 1981; Yamada et al., 1999). También, como en el caso de las BL, se ha utilizado el
analisis de patrones electroforéticos de proteinas totales con fines identificativos
(Kersters y De Ley, 1975, Gosselé et al., 1983; De Ley et al., 1984b). Pero la mayor
parte de los métodos moleculares de identificacion utilizan el analisis de los acidos
nucleicos con diferentes aproximaciones. Se han identificado especies de BA utilizando
la hibridaciéon ADN/rADN (De Ley y Schell, 1963; Gillis y De Ley, 1980). También se
ha usado la técnica RAPD’s para discriminar las distintas especies de BA del vino
(Bartowsky et al., 2003; Tréek et al., 1997). En ocasiones se utiliza la secuenciacion del
gen del ribosomal 16S ADN para diferenciar entre especies (Sievers et al., 1994b;
Sievers et al., 1996; Schuller et al., 2000). Una técnica de identificacion que se basa en
las diferencias en la secuencia de este gen pero que es de mas sencilla realizacion e
interpretacion es la denominada 16S-ARDRA; consiste en la amplificacion el gen
ribosomal 16S y en la posterior digestion del amplificado (Gonzélez et al., 2005a;
Poblet et al., 2000; Ruiz et al., 2000; Tréek y Raspor, 1999). A veces la identidad de
secuencia entre especies es tan alta que estas técnicas impiden la correcta separacion de
algunas especies. En estos casos se puede recurrir al andlisis de las secuencias
intergénicas 16S-23S (ISR o ITS), que exhiben un mayor grado de variaciéon que las
secuencias de los genes ribosomales 16S y 23S. Ello se debe a que la mayoria de las
bacterias tienen varias copias del operon ribosémico, en cada una de ellas la longitud y
la secuencia de los distintos fragmentos intergénicos pueden variar (Barry et al., 1991;
Kretova y Grones, 2005a; Navarro et al., 1992; Tréek y Teuber, 2002). Por ello, el
analisis de los polimorfismos de los fragmentos intergénicos amplificados puede
constituir por si mismo o combinado con posterior digestion o secuenciacién; una
técnica util para la discriminacion a nivel de género, especie y cepa (Kretova y Grones,
2005b; Ruiz et al., 2000; Tréek y Teuber, 2002; Yukphan et al., 2004a; Yukphan et al.,
2004b).

La secuenciacion de otros genes distintos de los genes ribosomales también se ha
utilizado con fines identificativos. Asi, Tréek (2005) utilizé el analisis de una secuencia
parcial del gen de la alcohol deshidrogenasa dependiente de la quinona pirroloquinolina

para la identificacion de algunas especies en la que el porcentaje de similitud del gen

-25-



Introduccion

16S rADN era superior a 99% (Tréek, 2005). En este trabajo también se recoge el
desarrollo de cebadores especificos para la deteccion de A. aceti. Otras técnicas de uso
comun para detectar BA en distintos medios son la PCR especifica y la hibridacion in
situ (FISH), que pueden aplicarse a nivel de especie, género o incluso familia (Franke et
al., 2000; Franke et al., 2005; Navarro y Komagata, 1999). En los ultimos afios se han
aplicado nuevas técnicas como la electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante
(DGGE) para analizar las poblaciones de BA tanto en vinagre balsimico como en vino

(De Vero et al., 2006; Lopez et al., 2003).

En ocasiones se requieren técnicas que permitan la discriminacidon entre cepas
pertenecientes a la misma especie, algunas de las utilizadas para tipificar BA son: la
distribucion de quinonas respiratorias, el analisis de polimorfismos de amplificacion de
la region repetitiva consenso de enterobacterias (ERIC-PCR), el analisis de
polimorfismos de amplificacion de la region palindromica extragénica (REP-PCR) y el
analisis de los perfiles plasmidicos (Fukaya et al., 1985; Gonzalez et al., 2005;
Gonzalez et al., 2004; Mariette et al., 1991; Yamada y Kondo, 1984). Esta ultima
técnica ha sido recientemente empleada para el analisis de cepas de Gluconobacter y

Acetobacter (Tréek et al., 2000).

Ademas de su utilidad en los estudios de clasificacion, la secuenciacion del rARN
se ha usado para desarrollar métodos rapidos de identificacion bacteriana. Mediante el
analisis de las secuencias parciales del rARN 16S es posible encontrar patrones de
secuencias especificos para grupos, especies o incluso serotipos bacterianos. Para la
identificacion de los microorganismos a nivel de especie, se han desarrollado sondas
especificas de la region variable del rARN 16S de tamafio entre 18-28 nucledtidos. Las
diferencias en las regiones conservadas proporcionan igualmente secuencias para el
diagnostico de grupos de organismos relacionados y pueden ser usadas como dianas
para el disefio de sondas a niveles taxondémicos superiores al de cepa. Sondas
especificas de rARN 16S y 23S han sido aplicadas para establecer diferentes grupos y
especies, asi como en la identificacion de bacterias. La precision de las inferencias
filogenéticas de las secuencias del rARN depende del ntimero de bases comparadas, y
para ser completamente efectivas, al menos deben ser consideradas 1000 bases para

cada organismo (Amann et al, 1990b; Amann et al, 1995).
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Objetivos

Aunque no existe una normativa que contemple el analisis de tipo microbiol6gico en el
proceso de elaboracion de los vinos, no hay que perder de vista el que el vino es el producto
de la fermentacion del mosto de uva y en esta transformacion intervienen gran cantidad de
microorganismos. Estos microorganismos pueden ser beneficiosos, como S. cerevisiae y O.
oeni, o perjudiciales como la gran mayoria de las BL y todas las BA. La adopcion de medidas
de control tempranas que eviten las alteraciones microbianas durante el proceso de
vinificacion o crianza es necesaria para obtener un vino de calidad. Por ello, el objetivo
principal de este trabajo ha sido el desarrollo de una metodologia rapida que permita detectar,

identificar y cuantificar las BL y acéticas en el vino.

Este objetivo general se concreta en una serie de objetivos especificos, que se apuntan a

continuacion

1. Desarrollo de sondas fluorescentes para deteccién, identificacion y cuantificacién de

especie de BL y BA del vino mediante microscopia de fluorescencia.

2. Desarrollo de cebadores especificos para deteccion mediante PCR especifica de BA.

3. Evaluacién de las técnicas desarrolladas frente al 16S-ARDRA como sistemas de

identificaciéon de BA en vino

4. Aplicacion y evaluacién de las técnicas anteriormente descritas (FISH, PCR especifica
y 16S-ARDRA) al estudio de la evoluciéon de BA a lo largo de vinificaciones a nivel de

laboratorio, planta piloto e industriales.
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3.1 Microorganismos, medios de cultivo y de aislamiento, condiciones de

crecimiento generales y condiciones de conservacion

3.1.1 Bacterias lacticas

El listado de cepas de BL de referencia usadas en este trabajo aparece en la Tabla 2.

El crecimiento rutinario de las bacterias se llevo a cabo en MRS (Scharlab) adicionado de
0.5 g L™ de L-cisteina HCl (MRSm) para lactobacilos, pediococos y leuconostocs y en MLO
(Caspritz y Radler, 1983) para O. oeni (ver Anexo I). La incubacion se realiz6 a 28°C durante
5-7 dias para O. oeni, y 2-4 dias para el resto de BL (ver Tabla 1).

El aislamiento y recuento de BL a partir de las muestras procesadas en este trabajo se
realizé por siembra en superficie de las muestras convenientemente diluidas en placas de
MLO (Caspritz y Radler, 1983) y MRS (Scharlau) suplementados con 1mg mL™ de
natamicina, a fin de evitar el desarrollo de levaduras también presentes en las muestras. La
incubacidn de las placas sembradas se realiz6 durante los mismos tiempos y en las mismas

condiciones que se han descrito para el cultivo de cepas puras.
Los métodos de conservacién que se han empleado han sido

a) Subcultivo en liquido para conservacién durante periodos inferiores a una

semana a 4°C; para periodos de hasta 2 meses se mantuvieron en medio sélido a 4°C.

b) Congelacion: para la conservacién a medio plazo (3 meses y 2 afios), se

congelaron a -20°C con glicerol estéril 15% final (v/v).

d) Liofilizacién: para la conservacion a largo plazo se procedio a su liofilizacién.
Las células crecidas en medio liquido hasta inicio de fase exponencial se recogieron
por centrifugacién a 6000 g durante 15 minutos, y se lavaron en igual volumen de una
solucion estéril de &acido glutdmico 0.067 M. Se recuperaron las células por
centrifugacion en las mismas condiciones anteriormente descritas, y se resuspendieron
en un volumen 25 veces menor de la solucion de &cido glutdmico. La suspension
celular obtenida se repartié en tubos de liofilizar, se congelé en N; liquido y se
liofilizd durante 18 horas en un liofilizador Virtis. Posteriormente, los tubos se

cerraron al vacio y se almacenaron a 4°C.
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Tabla 2. Listado de cepas de referencia de BL utilizadas en este trabajo.

Numero | Medios y condiciones
Especies Cepa de de cultivo
acceso® (ver Anexo I)
Lactobacillus brevis CECT 216 M58810
Lactobacillus casei ATCC 334 D86517
Lactobacillus casei CECT 475" D16551
Lactobacillus collinoides CECT 9227 AB005893
Lactobacillus coryniformis CECT 982" M58813
Lactobacillus farciminis CECT 5717 M58817
Lactobacillus hilgardii NCFB 2647 M58821
Lactobacillus mali NCFB 110 M58824
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei CECT 4022" |D79212
Lactobacillus plantarum CECT 748" D79210
Lactobacillus rhamnosus CECT 906" D16552
Lactobacillus zeae ATCC 158207 | D86516
Leuconostoc carnosum CECT 4024" | AB022925
Leuconostoc citreum (syn: Leuc. amelibiosum) CECT 4018 N.D.
Leuconostoc citreum CECT 4025" | AF111948
Leuconostoc fallax DSM 20189" |N.D. MRSm pH 6.5 a 28°C
Leuconostoc gelidum CECT 4026" | AF175402
Leuconostoc lactis DSM 202027 | N.D.
Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris CECT 8727 AB023247
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum CETC 9127 AB023244
Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides | CECT 219" X95978
Leuconostoc pseudomesenteroides CECT 4027" | AB023237
Pediococcus acidilactici CECT 5911 N.D.
Pediococcus acidilactici CECT 5912 N.D.
Pediococcus acidilactici CECT 5913 N.D.
Pediococcus acidilactici CECT 5914 N.D.
Pediococcus acidilactici CECT 5915 N.D.
Pediococcus acidilactici CECT 98 M58833
Pediococcus inopinatus CECT 4777 AJ271383
Pediococcus parvulus CECT 8137 D88528
Pediococcus pentosaceus CECT 923 M58834
Pediococcus damnosus DSM 203317 | D87678 MRSm pH 5.5 a 28°C
Oenococcus oeni CECT 217" M35820 MLO a 28°C
Weissella confusa DSM 20196" | N.D. MRSm pH 6.5 a 28°C

#NUmero de acceso en bases de datos publicas de secuencias de ADN del gen 16S rADN; N.D.: No disponible;

CECT: Coleccién Espafola de Cultivos Tipo; Universidad de Valencia, Burjassot, Spain; NCFB: National
Collection of Food Bacteria c/o NCIMB Ltd Aberdeen, Scotland, United Kingdom; DSM: German Collection of

Microorganisms and Cell Cultures, Braunschweig, Germany; ATCC: American Type Culture Collection,

Manassa, USA.
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3.1.2 Bacterias acéticas

El listado de las cepas de referencia de BA usadas en este trabajo aparece en la Tabla 3.

El crecimiento rutinario de las bacterias se llevo a cabo en los medios descritos en la
Tabla 3 en forma solida o liquida. El cultivo se realizé a 28°C durante 3-4 dias en condiciones

aerdbicas. En el caso de medio liquido la aireacion se consiguié mediante agitacion.

El aislamiento y recuento de BA a partir de las muestras de vinos analizadas en este
trabajo se realiz6 por siembra en superficie en medios MA y medio GYA suplementados con
1 mg mL™ de natamicina y 1 mg mL™ de ampicilina, antibiéticos que evitan respectivamente
el desarrollo de levaduras y BL presentes en las muestras. Las muestras se diluyeron
convenientemente antes de su siembra en los medios sdlidos.

Los métodos de conservacion que se han utilizado para este tipo de cepas han sido los
mismos que para BL con la modificacion de que en la liofilizacion se utiliz6 como
crioprotector inositol al 5% en lugar de &cido glutamico. En el caso de algunas BA la biomasa
que se liofiliz6 procedio de un cultivo crecido sobre placa en lugar de sobre medio liquido, ya

que las células exhibieron mejor crecimiento en medio sélido que en liquido.

-35-



Material y Métodos

Tabla 3. Listado de cepas de referencia de BA utilizadas en este trabajo.

Medios y condiciones

Especies Cepas Numeroade de cultivo
acceso (ver Anexo 1)

Acetobacter aceti CECT 298" X74066

Acetobacter aceti LMG 1693 N.D.

Acetobacter aceti LMG 1372 N.D.

Acetobacter aceti LMG 1531 AJ130729 parcial

Acetobacter oeni CECT 5830" AY829472 MA / GYA 28°C

Acetobacter pasteurianus CECT 474 N.D.

Acetobacter pasteurianus CECT 824 N.D.

Acetobacter pasteurianus DSM 35097 N.D.

Acetobacter pasteurianus LMG 1553 AJ130728

Acetobacter pasteurianus LMG 1607 N.D.

Acetobacter pomorum LMG 18848" AJ001632 RAE 28°C

Acetobacter sp. CECT 944 N.D.

Acidomonas methanolica LMG 16687 X73820

Frateuria aurantia LMG 15587 N.D.

Gluconobacter asaii LMG 13907 X80165

Gluconobacter cerinus LMG 13687 X80775

Gluconobacter frateurii LMG 1365 X82290

Gluconobacter oxydans subsp. suboxydans | CECT 360" X73820

Gluconobacter oxydans subsp. suboxydans | CECT 4009 N.D.

Gluconobacter oxydans subsp. oxydans LMG 14087 X73820

Gluconobacter oxydans subsp. sphaericus | LMG 1414 N.D.

Gluconacetobacter diazotrophicus LMG 7603" | X75618 MA/GYA

Gluconacetobacter europeaeus DSM 6160" 721936 gllslcjg(r)]gézgc:g;cirei

Gluconacetobacter hansenii DSM 56027 N.D. europeaeus) 28°C

Gluconacetobacter hansenii LMG 1524 AJ0125443

Gluconacetobacter hansenii LMG 1529 AJ0125444

Gluconacetobacter intermedius DSM 11804 NA

Gluconacetobacter liquefaciens DSM 5603 X75617

Gluconacetobacter liquefaciens LMG 1348 N.D.

Gluconacetobacter oboediens DSM 118267  |N.D.

Gluconacetobacter sacchari DSM 127177 | N.D.

Gluconacetobacter xylinus CECT 315" N.D.

Gluconacetobacter xylinus CECT 473 N.D.

Gluconacetobacter xylinus DSM 2004 N.D.

Gluconacetobacter xylinus LMG 15157 X75619 Gx 28°C

® Nimero de acceso en bases de datos pUblicas de secuencias de ADN del gen 16S rADN; LMG:

(BCCM/LMG) Laboratorium voor Microbiologie Universiteit Gent, Belgium. Ver significado del resto de

abreviaturas de colecciones en Tabla 2.
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3.2 Desarrollo de las técnicas de hibridacion in situ

3.2.1 Disefio de sondas

El disefio de sondas a nivel de especie en los grupos de BL y BA se realizd mediante
andlisis de las secuencias del gen 16S rADN que estan depositadas bases de datos publicas

como GenBank y EMBL. Las especies diana para estos disefios se enumeran en la Tabla 3.

La especificidad de las secuencias disefiadas se analizd virtualmente usando los
programas informéaticos DNAMAN 4.03, Macaw 2.0.5, Bioedit 7.0.5.3 (Hall, 1999) y péginas
de internet como BLAST (Altschul et al., 1991). El disefio de los nucledtidos empleados
como sondas se baso en las zonas de variabilidad del gen ribosomal 16S (V1, V2 y V6). Los
lugares diana de los oligonucle6tidos usados en este estudio se muestran en la Figura 3.

=)
16S rARN
E. coli

G. oxydans
Ga. liquefaciens

A acer

A pasteuriavus
Ga. honsensi

Eub 338

|

*Acetobacteraceae

Figura 3. Esquema de la estructura secundaria del gen ribosomal del 16S en E. coli (organismo
referencia) y posicién de algunas sondas. Se muestran las regiones que presentan variabilidad entre las

distintas especies de bacterias (regiones V).
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Se encarg0 la sintesis y el marcaje de las sondas disefiadas a MGW-Biotech, (Ebersberg,
Germany). Las sondas se marcaron en el extremo 5’ con diferentes fluorocromos (Rhodamine
Red®, 5(6)-Carboxifluoresceina-N-hidroxisuccinamida ester, 6-Fam (carboxifluoresceina),
Alexa Fluor 350, 5(6)-Carboxitrametilrodamina-N-hidroxisuccinamida éster (TAMRA), o
Fluoresceina.

La lista de taxones para las cuales se disefiaron sondas, el nombre de la sonda y el
fluorocromo utilizado para el marcaje fueron: Eubacteria (Eub 338, 6-Fam), L. plantarum
(Lplan, Rhodamine Red®), género Leuconostoc (LU2, Fluoresceina), P. pentosaceus (Ppe,
Fluoresceina), L. brevis (Lbrev, Alexa Fluor 350), L. collinoides (Lcoll, Tamra), L.
corynoides (Lcory, Fluoresceina), L. farciminis (Lfarc, Tamra), L. hilgardii, (Lhirg,
Fluoresceina), L. mali (Lmali, 6-Fam), L. paracasei (Lpara, Fluoresceina), L. zeae (Lzeae,
Tamra), O. oeni (Ooeni, Fluoresceina y Marina Blue), P. damnosus (Pdamn, Rodamine Red®
y Fluoresceina), P. parvulus (Pparv, Tamra y Fluoresceina), familia Acetobacteraceae
(AABI, Fluoresceina), A. aceti (Aacet, Tamra y Fluoresceina), A. pasteurianus/A. pomorum
(Apast, Rodamine Red®), G. oxydans (Goxy, Fluoresceina), Ga. hansenii (Ghans

Fluoresceina), Ga. liquefaciens (Gliqu, Fluoresceina).

3.2.2 Fijacion de las células a partir de cultivo puro, muestras de mosto o vino

Las células procedentes de cultivos puros o de muestras de mosto o vino se fijaron de
modo diferente dependiendo de si se pretendia identificar/detectar BL o BA. Cuando se
trabajo con cultivos puros de BL, se recogieron las células de 3 mL de medio liquido en fase
exponencial, se centrifugaron (5 min a 13000 rpm en una Biofuge 13 de Heraeus), se lavaron
2 veces con 1 mL de PBS (0.13 M NaCl, 10mM NaPO.; 7 mM NaHPO,;, 3mM
NaH,P0O,.2H,0 pH 7.2-7.4), se resuspendieron en 500 uL de PBS frio (4°C), y finalmente se
mezclaron con 500 ulL etanol 96% a -20°C. Las células se almacenaron a -20°C hasta su uso.
En el caso de cultivos puros de BA, la resuspension de las células tras la recuperacion a partir
del medio de cultivo, se realiz6 en 1 mL de PBS que contenia 4% de paraformaldehido,
manteniéndose 1 h a 4°C en esta solucion (Amann et al., 1995; Franke et al., 2000). Los pasos

posteriores se llevaron a cabo como el caso de las BL.

La fijacién de muestras de mosto o vino venia precedida de un recuento de células con la

camara de Thoma, de manera que se pudiera estimar la cantidad de mosto/vino a fijar. Si la
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concentracion de células era baja, la muestra se concentraba mediante centrifugacion y se
resuspendia en PBS, en un volumen menor al de partida, a fin de conseguir en el porta una
concentracion de células de 10%-10° céls cm™. Posteriormente se realizaban 2 lavados con

PBS. El sedimento obtenido se resuspendia en un volumen de 5 mL (1:1 PBS-Etanol 96%).

3.2.3 Hibridacion en porta

3.2.3.1 Gelatinizacion de portas

La gelatinizacion tiene como finalidad aumentar la adherencia de las células al porta. Se
utilizaron portas especiales de 10 pocillos cubiertos con teflén (10 well 6 mm HTC®, Cel-
Line/serie Thermo Fisher Scientific Co., Portmouth, NH) (Amann et al., 1990b). Se lavaron
sumergiéndolos 1 hora en una solucion de KOH al 10% en etanol. Transcurrido ese tiempo, se
enjuagaron con agua destilada y se dejaron secar al aire. Mientras tanto, se prepard la solucion
de gelatinizacion disolviendo 0.1% de gelatina (Swine skin gelatine type A, 175 bloom,
Sigma) y 0.01% de KCr(SO,), a 70°C. Los portas se sumergieron en esta preparacion varias
veces para que se cubrieran bien con una capa de gelatina y se dejaron secar en posicion
vertical sobre papel absorbente. Una vez secos se guardaron en un recipiente cerrado durante

un maximo de 3 semanas para evitar la deshidratacion y por tanto pérdida de propiedades.
3.2.3.2 Aplicacion de las muestras y permeabilizacion

En cada pocillo del porta se coloc6 1 uL de la muestra previamente fijada, y se dejé que
se secara a temperatura ambiente (15 min), tras esto se realizaron deshidrataciones seriadas en

etanol del 50, 80, 96% (3 minutos cada una) para que las células se fijaran al porta.

La permeabilizacidn de las células Gram positivas (BL) requiere del uso de lisozima, ya
que por ser su pared mas dura que las de las Gram negativas, este tratamiento mejora la
entrada de la sonda. Las concentraciones de lisozima ensayadas fueron 0, 0.1, 0.5, 1, 5y 10
mg mL" disueltas en tampén Tris-EDTA (100 mM Tris-HCIl y 50 mM EDTA pH 8). La
superficie de cada pocillo se cubrié con 10 uL de cada una de estas concentraciones a fin de
estimar la concentracién mas adecuada para cada especie. Las temperaturas y los tiempos
testados para la incubacién con lisozima fueron 4°C durante 15, 20 y 30 min y temperatura
ambiente (25°-28°C) durante 5 y 20 min. El tratamiento enzimético se finalizd mediante

enjuagado de los portas con agua estéril destilada y se dejé secar a temperatura ambiente. Los
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portas se deshidrataron mediante inmersion en diluciones seriadas 50, 80, y 96% de etanol (3

min en cada una) y posteriormente se dejo secar al aire.

Para evaluar la influencia de diferentes concentraciones de lisozima, temperaturas y
tiempos de permeabilizacion e incubacion y para analizar la eficiencia de la hibridacion con
las sondas disefiadas se utiliz6 la sonda Eub338 que hibrida con cualquier eubacteria
(Beimfohr et al., 1993). Esta sonda se marcé en el extremo 5’ con fluoresceina y se utilizd
como control positivo de la hibridacion, mientras que la sonda Non338 marcada también con
fluoresceina en el extremo 5’ y complementaria a la sonda Eub338, se us6 como control
negativo para comprobar que no se producia ninguna union inespecifica (Amann et al.,
1990a). También se analizo la influencia de la fase de crecimiento de la bacteria sobre la
intensidad de fluorescencia utilizando para ello células en fase logaritmica y estacionaria de

crecimiento.
3.2.3.3 Hibridacion con una o multiples sondas y montaje

Para la hibridacion de las células con una Unica sonda se adicionaron 9 uL de tampdn de
hibridacién (20 mM Tris-HCI pH 7.2-7.4, 0.9 M NaCl, 0.01% sodio dodecil sulfato (SDS)) y
1 pL de sonda marcada con fluorocromo (50 ng pL™). Se mezclaron tampén de hibridacion y
sonda en proporcién 9:1 y se adiciond la mezcla a cada pocillo. En el caso de la hibridacion
con multiples sondas se adicion6 1 pL de cada sonda marcada con fluorocromo (50 ng pL™) y

se agrego tampon de hibridacion hasta alcanzar un volumen final de 10 uL para cada pocillo

Los portas se colocaron en el interior de una camara himeda equilibrada con 1 M NaCl, y
se incubaron a diferentes temperaturas y tiempos para establecer las condiciones éptimas de
hibridacién para cada una. Cada sonda se ensay6 a la temperatura correspondiente a la Tm de
la sonda con diferentes tiempos de incubacion 2, 4, 6 horas y durante toda la noche. Ademas,
como se pretendia realizar hibridaciones multiples con varias sondas, se ensay0 el efecto de
varias temperaturas (50, 40 y 30°C) y diferentes tiempos de incubacion de (2, 4, 6 horas y
durante toda la noche) sobre la hibridaciéon maltiple. Transcurrido el tiempo de hibridacion, se
elimind la solucion de hibridacién y se aplicaron condiciones més restrictivas para la union
cambiando la concentracion de sales del tampon de lavado (20 mM Tris-HCI pH 7.2, 0.9 M
NaCl, 0.1% SDS), a fin de eliminar la sonda unida a los lugares no especificos. Los portas se
sumergieron durante 15 min en 50 mL de tampén de lavado precalentado a una temperatura

superior a la Tm en 5, 10 0 15°C mas para facilitar la separacion de las uniones no especificas
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(lavado restrictivo). Se validaron estas condiciones consenso comparando los resultados
obtenidos con los que se consiguieron usando las condiciones éptimas para cada especie. Se
usaron tanto cultivos mixtos como puros de BL y BA aisladas en vino. Finalmente, los portas
se enjuagaron abundantemente con agua destilada, se secaron al aire en oscuridad, y se
montaron con Vectashield® Mounting Medium H-1000 (Vector Laboratories, Inc,
Burlingame, USA), poniendo una gota por debajo y otra por encima del cubre, antes de ser

visualizados al microscopio de fluorescencia.

3.2.4 Hibridacién en filtro

3.2.4.1 Aplicacion de las muestras y permeabilizacion

Las muestras de medio de cultivo, mosto o vino se filtraron mediante el uso de una torre
de filtracion aplicando vacio < 250 mbar. Los filtros usados eran de policarbonato negro de 25
mm didmetro y de 0.2 um de tamafio de poro (Isopore GTBP 2500 membranes; Millipore,
Eschborn, Germany) (Glockner et al., 1996; Tuschak et al., 1999). El volumen a filtrar se
ajusté para conseguir un nimero adecuado de células sobre el filtro (10*-10° céls cm™). Las
células se fijaron sobre el filtro cubriendo éste con 3 mL de PBS durante 3 min, se repitio la
operacion 2 veces eliminando el liquido anterior mediante vacio, posteriormente se
adicionaron 3 mL de etanol 96% y se dejo secar el filtro durante 3 min a temperatura
ambiente. Aquellas muestras que previamente se habian fijado en bodega mediante el

procedimiento descrito en el punto 3.2.2, se filtraron posteriormente en el laboratorio.

Tras la fijacion, las células se permeabilizaron con 200 uL de una solucién de lisozima a
la concentracion éptima para cada especie, tras 5 minutos la solucién se eliminé aplicando
vacio, finalmente se lavé con agua destilada estéril para eliminar cualquier resto de lisozima.
El tratamiento de permeabilizacion con lisozima se obvi6 cuando el objetivo fue la deteccién

de BA en las muestras.
3.2.4.2 Hibridaciéon y montaje

Los filtros secados al aire se pudieron almacenar a temperatura ambiente durante varias
semanas sin que ello tuviese consecuencias negativas sobre la hibridacion posterior. Cada
filtro se cort6 en varias secciones, colocadndose cada una de ellas sobre un porta de vidrio.
Cada seccion se hibridd con diferentes sondas o combinaciones de varias de ellas. Las
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secciones de filtro se cubrieron con la solucién de hibridacion descrita arriba, el volumen a
usar dependio de la superficie de cada seccién, asi para un cuarto de filtro se usaron 100 uL.
Una vez aplicada la solucion se incubd el filtro en una camara himeda equilibrada.
Transcurrido el tiempo de hibridacion a la temperatura adecuada, el filtro se transfirié a un
vial con 50 mL de tampdn de lavado previamente precalentado a temperatura de lavado mas
restrictiva (mas alta), y posteriormente se incubd en flotacién sin agitacion durante 15 min.
Transcurrido este tiempo los filtros 0 secciones de éste se enjuagaron con agua destilada, se
secaron al aire y se montaron con una gota de Vectashield® aplicada debajo y encima del
filtro.

3.2.5 Visualizacién al microscopio

La fluorescencia de las células se detecté con un microscopio de epifluorescencia Leica
DMRB dotado con una lampara de mercurio a alta presién de 100 W y bloques de filtros
Leitz A (UV light exciter BP 340-380nm, beamsplitter RKP 400nm, emitter LP 430nm) para
fluorocros visualizados en azul, 13 (blue light exciter BP 450-490nm, beamsplitter RKP
510nm, emitter LP 520nm) para fluorocromos de fluoresceina que producen una luz verde, y
N2.1 (light exciter BP 515-560nm, beamsplitter RKP 580nm, emitter LP 580nm) para

fluorocromos como la rodamina.

Las microfotografias se obtuvieron usando pelicula a color Kodak Gold 800 ASA. Los
tiempos de exposicion usados fueron 0.10 a 0.30 segundos para microfotografias en contraste

de fase y 10 a 150 segundos en epifluorescencia.

La visualizacion de hibridaciones dobles o triples requirio el uso de diferentes filtros; La
captacion de estas imagenes por microfotografia se realiz6 mediante doble o triple exposicion
de la pelicula, en las condiciones més adecuadas para cada fluorocromo. Asi para captar una
hibridacién marcada con fluoresceina, el tiempo de exposicién (apertura de objetivo) fue de
10-30 s, mientras que para captar el marcaje con rodamina el tiempo fue més prolongado,

unos 120 s y para Marina Blue unos 150 s.

Cuando se quiso realizar microfotografias de las hibridaciones multiples se procedié a
exponer el porta con la hibridacion en el siguiente orden: con el filtro A durante un tiempo de
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100-150 s, a continuacion el filtro N2.1 durante 100-120 s y finalmente con el filtro 13 se

procedi6 a un tiempo de exposicion de 20-30 s.

3.2.6 Estimacion de la pérdida de células durante la hibridacion

Se estudié la pérdida de células durante el proceso de hibridacién mediante recuento de
tres secciones del mismo filtro o de dos portas conteniendo la misma muestra de tres especies

de referencia L. plantarum, Leuc. mesenteroides y L. brevis.

Se hibridaron las muestras con Eub338 y con la sonda especifica para cada especie y se
comparo el resultado con el obtenido tras tefiir las mismas muestras con DAPI (4’-6-diamino-
2-fenilindol). La tincion con DAPI permite observar directamente las células tefiidas sin
necesidad de posterior manipulacion, por ello se utiliz6 como control para comparar la posible
pérdida de células que podria producirse durante la hibridacion y lavados posteriores. Las
secciones de los filtros se colocaron sobre un porta, una seccion se cubrié con 30 pL solucion
DAPI (1 mg mL™ en agua destilada) durante 5 min a temperatura ambiente y en oscuridad, las
otras secciones de filtro se hibridaron con el mismo volumen de solucién de hibridacion que
contenia conteniendo la sonda Eub338 o la sonda especifica de cada tipo de microorganismo.
Después, las secciones de filtro fueron montadas como ha descrito anteriormente en el punto

3.2.4.2 y observadas al microscopio para su recuento.

La comparacion de la pérdida de células durante la hibridacion sobre portas gelatinizados
se llevd a cabo cubriendo los pocillos que contenian a los microorganismos con 10 uL de
solucion DAPI (1 mg mL™ en agua destilada) durante 5 min a temperatura ambiente en
oscuridad. Otro porta conteniendo la misma muestra fijada se hibrid6 con la sonda Eub338 y
con la sonda especifica para cada microorganismo analizado. Ambos portas se montaron y

visualizaron como ha sido descrito en los apartados 3.2.4.2y 3.2.4.3.

Los resultados se expresaron como porcentaje de células visualizadas por hibridacion in situ
frente a las visualizadas con DAPI, tanto en porta como en filtro. La media y desviacién
estandar se calcularon a partir del recuento de 20 campos elegidos al azar en cada seccion de
filtro o porta. Los porcentajes se obtuvieron mediante la relacion entre el nimero obtenido

usando fluorescencia y en nimero de células tefiidas con DAPI en filtro o en porta.
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3.3 Analisis de fragmentos de restriccion del fragmento amplificado del gen
ribosomal 16S: 16S-ARDRA

Se amplificé el gen ribosomal 16S de BA utilizando los cebadores pA y pH descritos
por Edwards et al., (1989). La amplificacion del ADN se llevo a cabo en un volumen de 50
uL. La mezcla de reaccion contenia 200 uM dNTPs, 1 uM de cada cebador, 20 mM Tris-HCI
pH 8.4, 50 mM KCI, 2 mM MgCl,, 2 U de Taq polymerase (Invitrogen Technologies) y 1 uL
de suspension de células. La suspension de células se consigui6 cogiendo una colonia crecida
sobre medio sélido y resuspendiéndola en 20 pL de agua destilada estéril. La amplificacion

para BA se llevé a cabo en un termociclador PTC-100™

(MJ Research). Las condiciones de
amplificacion para BA en cada ciclo comprendian una desnaturalizacion inicial de 5 min a 94
°C seguida de 35 ciclos de amplificacién que consistian en un paso de desnaturalizacion de 30
seg a 94 °C, anidamiento a 62 °C durante 30 s, y extensidon a 72 °C durante 1 min. Las
reacciones fueron completadas con 5 min de elongacion a 72 °C seguido de enfriamiento 4 °C.

Los productos fueron guardados a 4 °C hasta su utilizacion.

Para comprobar el resultado de la amplificacion, se tomaron 10 uL de los productos
amplificados y se resolvieron en geles de agarosa al 1.2% (p/v) SeaKem® LE agarosa (FMC,
Rockland, ME, USA) en 0.5 x TBE. Los geles se tifieron con bromuro de etidio (0.5 ug mL™).
Se utiliz6 1 Kb Plus ladder (Gibco, BRL) como marcador de peso molecular. Las imagenes
fueron digitalizadas con el sistema de captacién de imagen GelPrinter Plus (TDI, Madrid,
Spain). La restriccion de los fragmentos amplificados se llevd a cabo en 20 uL de tamp6n de
incubacion (New England Biolabs) conteniendo 5 U de los enzimas de restriccion (Alul, Bfal
0 Haelll, por separado) y 2-10 uL del producto de PCR que contenia aproximadamente 300
ng uL™ de ADN. Las condiciones en las que se llevaron a cabo las digestiones fueron 37°C
durante 2 horas. El producto de la digestion del 16S rADN se resolvié en geles de agarosa
SeaKem® LE agarosa (FMC, Bioproducts) al 2.0% (w/ v) en 0.5x TBE y se us6 1 Kb Plus
ladder (Gibco, BRL) como marcador de peso molecular. La tincién y digitalizacion de los

geles se llevo a cabo como se ha descrito con anterioridad.

La identificacion se llevo a cabo mediante analisis de semejanza entre los perfiles de los

aislados y los obtenidos con cepas de referencia. Los perfiles se introdujeron en una base de
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datos y fueron comparados mediante el programa BioNumerics de Applied-Biomath,

utilizando el coeficiente de Dice y el método de agrupamiento UPGMA.

3.4 Desarrollo de cebadores especificos para identificacion/deteccion del

género Acetobacter y de algunas de sus especies.

Para identificar o detectar las especies de A. aceti, A. pasteurianus, G. oxydans, Ga.
liquefaciens y Ga. hansenii descritas habitualmente en el vino, se disefiaron cebadores
especificos a partir de las secuencias del gen 16S rADN depositadas en GenBank usando los
programas DNAMAN 4.03, Macaw y BLAST. También se disefiaron cebadores generales
para cualquier especie perteneciente a la familia Acetobacteraceae. La lista de taxones para
las cuales se disefiaron cebadores y los nombres de los cebadores fueron: Acetobacteraceae
(AABf) A. aceti (Aacet), A. pasteurianus/A. pomorum (Apast), G. oxydans (Goxy), Ga.
hansenii (Ghans), Ga. liquefaciens (Gliqu). EI ADN molde de las cepas puras con las que se

comprobd la especificidad de estos cebadores se obtuvo directamente a partir de una colonia.

La reaccion de amplificacion se llevé a cabo en un volumen de 50 pL, la mezcla de PCR
contenia 200 mM dNTPs, 1 mM de cada cebador de la pareja de cebadores (ver Figura 4),
tampdn 10 X (75 mM Tris-HCI (pH 9.0) 50 mM KCI, 20 mM (NH,4)2SO4), 2 mM MgCl,, 1 U
de DNA polimerasa Biotools™ (B&M Labs, S.A.) y 1 uL de suspension celular, obtenida

como ya se ha descrito en el apartado 2.3.

Pb 0 100 200 300 400 500 6OD 700 8OO 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500
I | I | | I | | | | | | | | | |

165 rADN

12B *——o

AABf L

Aacet L

Apast
Gliqu =

Goxy

o Lplpdheds

Ghans L

Figura 4. Lugares de union de las parejas de cebadores, tamafio de los fragmentos amplificados, y

sentido de la reaccion de amplificacion.
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La PCR se llevd a cabo en un termociclador PTC-100TM (MJ Research). Las condiciones
de amplificacion para cada pareja de cebadores se detallan en la Tabla 4.

Tabla 4. Condiciones de amplificacion para las distintas parejas de cebadores.

Iy . . Ga. Ga
Especificidad Acetobacteraceae | G.oxydans | A.aceti |A. pasteurianus hansenii | liquefaciens
. AABf- AABf- AABf- AABf-
Parejas de cebadores AABT-12B Goxy Aacet AABf-Apast Ghans Gliqu
Desnaturalizacion T2 (°C) 94°C
inicial Tiempo 5min
.. | TA(C) 94°C
. Desnaturalizacion Tiempo 20
S Emparcjamiento | —CC) 60 63 58’5 59 61 55
S ! Tiempo 30s 30s 1 min 30s 30s 1 min
® y T2 (°C) 72°C
Extension " :
Tiempo 1min
a (0 0
Extension final T. (€) 12 C
Tiempo 10 min

La especificidad de las parejas de cebadores de PCR se evalud usando cultivos puros de
cepas de referencia de los géneros Acetobacter, Gluconobacter y Gluconacetobacter
previamente descritas en vinos y mostos. Ademas se utiliz6 Acidomonas methanolica
perteneciente a la familia Acetobacteraceae para comprobar que la sonda general AABf-12B
era capaz de detectar a nivel de familia. Como control negativo se emplearon Frateuria
aurantia relacionada previamente con la familia Acetobacteraceae (ya que su nombre original
era Acetobacter auriantium) pero excluida actualmente de la familia Acetobacteraceae, y una

BL perteneciente al género de Lactobacillus (L. plantarum).

3.4.1 Deteccidn de bacterias acéticas en vino mediante PCR especifica

Para la deteccion de BA directamente en muestras de vino, se procedi6é del siguiente

modo:

Se disefié una columna de filtrado para eliminar posibles agentes inhibidores de la PCR
presentes en el vino (ver Figura 5). La columna de filtrado consistia en una jeringa de unos
10 mL de volumen que se rellené con una primera fina capa de algodén (3 mm), sobre ella se
agregd polivinilpirrolidona (PVP, Sigma) hasta alcanzar una altura de 3 cm, después se
colocd otra fina capa de algodon (5 mm). Esta columna se esterilizé en autoclave antes del

filtrado del vino.
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I
— Algodon

—» PVP (polivinilpirrolidona)

——1—» Algodén

7

Figura 5. Columna de filtrado para vino.

Para comprobar la efectividad de la técnica de deteccidon de BA por PCR, se utiliz6 un
vino alterado con picado acético (A), un vino esterilizado por filtracion sin inocular (B) y un
vino esterilizado por filtracion e inoculado con G. oxydans CECT 360, A. aceti (LMG1372) o
A. pasteurianus (LMG 1553) a una concentracién de 10° céls mL™ (C). La filtracion
esterilizante del vino tinto se llevd a cabo filtrandolo a través de un filtro de nitrocelulosa
(Millipore) de tamafio de poro 0,22 pum. Se partié de un volumen original de vino de 50 mL
de cada tipo de vino (A, B y C) de los cuales se tomaron distintos volimenes, que se

procesaron de cuatro diferentes formas (Ver esquema de la Figura 6):
1) PCR directade 1 pL de vino con los cebadores AABfy I12B

2) Centrifugacion de 1 mL de vino a 10000 rpm en una Minifuge (Heraeus) durante 2
minutos, lavado del sedimento con 1 mL PBS y centrifugacion a 10000 rpm durante 2
minutos, resuspension del sedimento en 20 pL de agua, y amplificacion de 1 uL de la

suspension con los cebadores descritos previamente.

3) Filtracion de 2 mL de vino a través de la columna de PVP y amplificacion de 1 pL del

filtrado en las condiciones anteriores.

4) Filtracion de 2 mL de vino a través de la columna de PVP, centrifugacion del filtrado,
y resuspension del sedimento en 20 uL de agua. A continuacion se realizd la

amplificacion en las condiciones ya descritas.
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Vino estéril (By C)

Vino Vino B
Vino control +

0,22 um de poro picado negativo G. oxydans

i s o
A B Cc
N— —
pmrcn 1 %\
directamente de vino 3 4

2

1 mL de vino
centrifugado 2 mL de vino 2 mL de vino
filtrados a través de filtrados a través de
l columna de PVP columna de PVP
Pellet resuspendido

en 20 puL de agua
= >

'

1 pL para PCR l Vino filtrado y

centrifugado
1 pL para PCR

Pellet resuspendido
l en 20 L de agua

!

1 pL para PCR
Figura 6. Descripcion del origen de las muestras analizadas y del modo de proceder para

obtener el ADN molde en este experimento.
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A) Vino picado:
Al: PCR de la muestra directa
A2: PCR de la muestra centrifugada y sedimento resuspendido
A3: PCR de la muestra filtrada con la columna de PVP
A4: PCR de la muestra filtrada con la columna de PVP, posteriormente centrifugada y sedimento
resuspendido
B) Vino filtrado sin inocular (control negativo)
B1: PCR de la muestra directa
B2: PCR de la muestra centrifugada y sedimento resuspendido
B3: PCR de la muestra filtrada con la columna de PVP
B4: PCR de la muestra filtrada con la columna de PVP, posteriormente centrifugada y sedimento
resuspendido
C) Vino filtrado inoculado con una poblacién de 10° céls mL™ de G. oxydans
C1: PCR de la muestra directa
C2: PCR de la muestra centrifugada y sedimento resuspendido
C3: PCR de la muestra filtrada con la columna de PVP
C4: PCR de la muestra filtrada con la columna de PVP, posteriormente centrifugada y sedimento

resuspendido

Para incrementar el poder de deteccidn en la amplificacion directa del vino se realizo
una PCR anidada o “nested PCR” (ver Figuras 7 y 8). Para evaluar la utilidad de este método
en la deteccion de BA del vino se inocularon varios vinos previamente esterilizados por
filtracién, tal y como que se describié con anterioridad, y se inocularon con poblaciones
aproximadamente de 10° céls mL™ de G. oxydans (CECT 316"). Para determinar el umbral
de deteccion de esta técnica mediante este protocolo se realizaron diluciones seriadas (107,
102,107, 10, 10®) del vino inoculado con G. oxydans. De cada una de las diluciones y de la
muestra directa se tomo6 1 pL para la realizacion de una PCR directa tal cual se describe en el
apartado 3.4 de Material y Métodos, y 1 uL de la suspension obtenida tras centrifugar 1 mL
de muestra (5 minutos a 10000 rpm) y resupender el sedimento en 20 uL de agua. De los
productos de las primeras reacciones de PCR se tomd 1 uL y se realiz6 una segunda reaccién
de PCR en las mismas condiciones que la primera PCR (denominada PCR anidada). Para
comprobar la cantidad de células que podia detectarse mediante la técnica de PCR directa y
anidada (umbral de deteccion) se realiz6 un recuento de células en camara Thoma y un
recuento de viables, sembrandose 100 uL de las muestras originales y de las diluciones en

placa de medio solido.
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Figura 7. PCR anidada. En el caso que s6lo deseemos detectar la poblacion total de BA
(Acetobacteraceae totales) es suficiente hacer una PCR con los cebadores AABf-12B. Para
incrementar el limite de deteccion se puede realizar una PCR anidada, es decir una PCR a partir del

producto de amplificacion obtenido en la primera PCR.
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Figura 8. PCR anidada. En el caso de desear detectar una especie concreta de BA en el vino, se
puede realizar una PCR que amplifique un gen existente en todas las bacterias, el 16S rADN, de modo
que si la poblacion originaria es pequefia el ADN de la misma se aumentara ligeramente. Después se
puede realizar una PCR anidada a partir del producto de la primera, con lo cual utilizando cebadores

especificos amplificaremos aquel ADN de la especie diana a detectar.
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Para visualizar los productos obtenidos de la de la amplificacién por PCR, se realiz6 una
electroforesis en gel de agarosa. En cada pocillo se cargd un volumen de 10 uL (8 uL de
muestra + 2 uL de tampédn de carga) y 5 puL de 1Kb Plus (Invitrogen) como marcador de peso
molecular, en un gel de agarosa 1 % (p/v) en TBE 1X. La electroforesis se realiz6 en tampén
TBE 1X durante 30 min a 100 V, y posteriormente el gel se tifio en bafio de bromuro de

etidio. La imagen del gel se capturd del mismo modo descrito en el punto 3.3.

3.5 Secuenciacion del gen 16S rADN

En el caso de algunos aislados se recurrié a la secuenciacion del gen 16S rADN. Para ello
se amplificé este gen como se ha descrito previamente en el punto 2.3. Los productos de
amplificacion se purificaron utilizando el kit “UltraClean PCR clean up” (MoBio) y se
secuenciaron en un secuenciador automatico ABI-PRISM 377 (PE_Applied Biosystems),
utilizando el kit de secuenciacién “ABI Prism BigDye Terminador cycle sequencing ready
reactin kit” (PE_Applied Biosystems). Los cebadores utilizados se describen en la tabla 5y se
muestra su posicion en la Figura 9. Se obtuvieron asi 4 secuencias que se alinearon y
fundieron dando lugar a una secuencia consenso del gen ribosomal 16S; entonces se realizo

un BLAST con cada una de las secuencias obtenidas para adscribir los aislados a especie.

Tabla 5. Cebadores utilizados para la secuenciacién del gen 16S

Cebador | Secuencias 5’23’

pA AGAGTTTGATCCTGGCTCAG

pH AAGGAGGTGATCCAGCCGCA | Fdwards etal., 1989
Si-d_ |ACTACCAGGGTATCTAA et trab

S2-i | TGTGGAATTCCCAGTGT ste trabajo

SECUENCIACION 16S rADN

QJ g_li! 1?0 2?0 3E|]U 4?0 5?0 6E|J[! ??II B?U 9[]!0 1IJIE]U 11IUU 12I00 13|U[! 14IUIJ ISIUU

& 52 [ ]

® pH o

[ glesypemye "~ """ ]
® pA | |

e 51d p ]

Figura 9. Esquema de las posiciones de los cebadores utilizados en secuenciacion en el 16S rADN.
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3.6 Estimacioén de la viabilidad de las células en las muestras

Se utilizé el kit DEAD/LIVE BacLight® para cuantificar las bacterias vivas y muertas
presentes en las muestras. Este ensayo se basa en la tincién del ADN de células. El kit de
viabilidad para bacterias LIVE/ DEAD BacLight® es un método de tincién doble. En este
proceso, las células son tratadas con dos colorantes de union al ADN: SYTO9 e loduro de
Propidio (PI). SYTQ9 difunde a través de la membrana celular intacta y se une ADN celular,
mientras que Pl s6lo es capaz de penetrar en células de membrana dafiada y una vez dentro se
une al ADN. Este método de tincion dual permite la efectiva separacion entre células viables
y muertas. La viabilidad de las células se estima de acuerdo al nimero de células coloreadas
en verde (vivas) divididas por la suma de las células coloreadas de verde y rojo (muertas),

expresada en tanto por ciento.

Para estimar la viabilidad celular en las muestras, se recogieron 50 puL de muestra, a los
que se adicionaron 950 pL de agua estéril filtrada, se centrifugaron a 13000 rpm durante 3
minutos, se elimin6 el sobrenadante y se realizaron 2 lavados con 1 mL de agua estéril. Tras
el segundo lavado se resuspendieron las células en 1 mL de agua estéril y filtrada, se
afiadieron 3 uL de la mezcla de los reactivos del kit SYTO9/PI en proporcién 1:1 y se
mantuvo la solucién en oscuridad durante 15 min. Transcurrido ese tiempo se filtraron las
bacterias a través de un filtro de policarbonato de 25 mm de didmetro para proceder a su

visualizacién y a su recuento, con microscopio de epifluorescencia.

Para comprobar que no se perdian células se realizé una tincién de una seccion del mismo

filtro tefiido con 100-200 pL de DAPI a una concentracién 50 pg mL™.

Los estudios de estimacion de la viabilidad de las bacterias en vinos se realizaron durante
las experiencias a nivel industrial llevados a cabo en la Cooperativa Vinicola de de Ontinyent

(Valencia), que se describen a continuacion en el punto 3.7.1.
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3.7 Aplicacion de las técnicas desarrolladas para el seguimiento de bacterias

lacticas y acéticas en muestras naturales

3.7.1 Estudio de la evolucion de las poblacién de BA durante una vinificacion

industrial

Se realizé el seguimiento de la microbiota acética durante la vinificacién en tinto de dos
lotes de 45 hectolitros de mosto (A y B) que contenia proporciones variables de distintas uvas
(90% Tempranillo 5% Garnacha y 5% otras variedades mezcladas). La vinificacion se realiz6
en condiciones industriales en la Cooperativa Vinicola de Ontinyent (Valencia). El llenado
del tanque A se inici6 antes que el del B. En ambos casos se afiadieron 8.1 mg L™ de de SO,.
En el momento de la toma de muestras las caracteristicas del mosto fueron pH 3.44 y
densidad (D2o20) de 1050 en el caso del tanque A 'y pH 3.53 y densidad 1090 en el caso del
tanque B. Tras 96 horas de fermentacion desde el inicio de llenado del tanque A, se realiz6 un
descubado en ambos depositos, mezclandose a partes iguales los vinos de los tanques A y B
en un nuevo tanque C de 90 HL, donde el vino se mantuvo por un periodo de 30 dias hasta

que realizase la FML

Se tomaron muestras de vino inmediatamente tras el remontado, todos los dias durante la
FA en los tanques A y B, y dias alternos durante la FML en el tanque mezcla C (ver Figura
10). En estas muestras se estimé la concentracion de las bacterias presentes en los distintos
momentos de la vinificacién mediante recuento en placa segin se describe en el apartado
3.1.2, y con el kit de viabilidad LIVE/DEAD BacLight®. Igualmente, se analizaron todas las
muestras del deposito C mediante FISH usando la sonda especifica (AABr) para
Acetobacteraceae y las sondas desarrolladas para especies de BA, lo cual nos permitié
estimar el nimero de células totales de BA y las pertenecientes a diferentes especies (ver
Figura 8). La identificacion de los aislados crecidos sobre medio sélido se realiz6 por PCR

especifica, utilizando los cebadores descritos en la Tabla 4, 16S-ARDRA y FISH.
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A
Muestras destinadas a
cuantificacién de BA totales y
de especies mediante FISH
Diluciones ="
Placas de MA y Medio de
carbonato célcico con
natamicina y ampicilina
28 °C 2-5 dias
S —
ez o = = ==+
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Colonias aisladas

PCR con parejas de cebadores
especificos desde colonia purificadas,
16S ARDRA Yy FISH

Figura 10. Representacion del método seguido para el seguimiento de la poblacion de BA durante

la vinificacion en Ontinyent.
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3.7.2 Estudio de la dindmica de poblaciones de BL y BA en vinificaciones piloto

Se realizaron una serie de experiencias que tenian por objeto conocer el efecto que
ejercian distintas practicas enoldgicas sobre la evolucién de las poblaciones naturales o
inoculadas y sobre el tiempo de inicio de la FML. Se utilizaron uvas de la variedad
Tempranillo. Las variables ensayadas fueron: tiempo de maceracion del mosto con los
hollejos durante la FA, FML en presencia/ausencia de lias de levaduras, e inoculacion o no

con cultivos malolacticos.

Las vinificaciones se realizaron a escala piloto en depositos de acero inoxidable de 400,
200 y 100 L y en garrafas de cristal de 30 L en las instalaciones de la planta piloto del
Instituto Catalan de Vino en Reus (INCAVI, Tarragona). Se partio de 400 L de mosto de la
variedad Tempranillo, este volumen se dividio en dos lotes de 200 L que se colocaron en dos
tanques de acero inoxidable (tanques 7 y 8) que constituyeron dos réplicas del experimento.
El volumen del depésito 7 se dividié en dos lotes de 100 L denominados con las siglas 7P y
7T (Figura 11). En el primero se llevd a cabo una maceracion parcial con hollejos de 4 dias,
mientras que en el segundo se realizé una maceracion total hasta que finalizé la FA (8 dias).
Una vez acabada la fermentacion, el vino de ambos depésitos se dividié en lotes de 30 L que
se colocaron en garrafas de cristal donde realizaron la fermentacion malolactica a 20-22 °C en
distintas condiciones experimentales. A 30 L del vino procedente del tanque 7P se le
eliminaron las lias y se les denominé con las siglas 7PN, y a otros 30 L se les dejo con ellas
denominandose 7PL. En ambos casos se dejo que la FML se realizase de forma espontanea.
Los 100 L procedentes del depdsito 7T se distribuyeron en tres garrafas de 30 L. En dos de

los lotes se eliminaron las lias, mientras que en el otro se mantuvieron (7TL).

En uno de los lotes en los que se eliminaron las lias se inoculé un cultivo comercial de
O. oeni: Lactobacter (Laffort, S.A.) a la concentracion y condiciones indicadas por el
proveedor (7TN”), mientras que al otro lote se le dejo realizar la FML de forma espontanea
(7TN). Se obtuvieron con ello 5 tipos de vinos diferentes en funcion de las distintas
condiciones de vinificacion aplicadas. Estos vinos tuvieron sus réplicas a partir del deposito
8: 8PN, 8PL, 8TL, 8TNy 8TN".
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200L parala
réplica &

Deposito 7 F Depdeito 7T

Depdsito 7FH Depisito 7FL  Depdsta T TL Drepadsito 7 TH

Depésitn 7 TH’

Figura 11. Esquema del procedimiento de vinificacion en planta piloto del INCAVI (Reus). P:
maceracion parcial; PN maceracion parcial y FML sin contacto con las lias y sin inéculo comercial;
PL: maceracion parcial y FML esponténea en contacto con lias; T: maceracion total; TL: maceracion
total y FML espontanea en contacto con lias; TN: maceracion total y FML espontanea sin contacto con

lias; TN’: maceracion total y FML inducida mediante in6culo comercial sin contacto con lias.
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En todos los casos se llevd a cabo el seguimiento de las poblaciones de BL y BA
mediante recuento de viables en placa de MRSm y MLO con natamicina y MA con
natamicina y ampicilina. Para el recuento de viables en placa se sembraron las muestras en los
medios y condiciones descritos para el aislamiento de BL y BA en los apartados 2.1.1y 2.1.2
(ver Figura 12). Tras observar su morfologia y determinar su caracter Gram + 0 Gram -y la
posesion o no de actividad catalasa para confirmar si pertenecian al grupo de las BL o de las
BA, se llev6 a cabo su identificacion a nivel de especie. La identificacion de las colonias
aparecidas sobre los medios de aislamiento se llevé a cabo mediante 16S-ARDRA en el caso
de BA y se confirmé posteriormente mediante PCR especifica utilizando las parejas de
cebadores descritas en el apartado 2.4 (Tabla 4) y FISH de los aislados en porta. En el caso de
BL se realiz6 identificacién de las colonias aparecidas en placa mediante FISH. Paralelamente
se realizd el recuento y la identificacion directa de las especies existentes en los vinos
mediante FISH. Las muestras se fijaron en filtro siguiendo la metodologia descrita en los
apartados 3.2.2, 3.2.3 y 3.2.4 (ver Figura 12), siguiendo en cada caso el protocolo de fijacion
y permeabilizacion de BL o BA. Se utilizaron sondas marcadas con fluorocromos distintos
para las diferentes especies de BL y BA, y la sonda AABT para el recuento de BA totales. Se
tomaron muestras de mosto, a mitad y final de la FA y a mitad y final de la FML. Se realizé el
seguimiento de la evolucion de la FA mediante la medida de la densidad (D2o20) del mosto
utilizando una serie de aerdmetros calibrados. Igualmente se siguié la evolucién de la
temperatura a lo largo de la misma. La evolucién de la FML se realiz6 cuantificando el acido
malico mediante HPLC (Frayne, 1986)
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Figura 12. Procedimiento seguido para el analisis de poblaciones de BL y acéticas en las
vinificaciones realizadas a escala piloto en el INCAVI de Reus.

3.7.3 Estudio de la evolucion de las poblaciones de BL y BA en vinificaciones de
laboratorio para evaluar el efecto del SO, sobre las mismas

Este estudio se llevé a cabo para poder evaluar si la concentracion de sulfuroso tenia
efectos importantes sobre la composicién poblacional bacteriana durante la FA y la FML.
Para llevar a cabo este objetivo se utilizaron uvas de la variedad Tempranillo proporcionadas

por el INCAVI (de la misma cosecha que las utilizadas en la vinificacién en planta piloto
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apartado de Material y Métodos 3.7.2). Las uvas se estrujaron manualmente en el laboratorio,
obteniéndose tres lotes de 2250 mL de pasta estrujada, con los que se llevaron a cabo 3
vinificaciones en condiciones de laboratorio y con la microbiota propia de las uvas. Al primer
lote (control), no se le adicioné metabisulfito potasico (K;S,0s), al segundo se le afiadieron
140 mg L™ y al tercero 300 mg L™ lo que equivalia a la mitad de la concentracion para SO-.
Se tomaron muestras de cada uno de las vinificaciones a diferentes tiempos: en el mosto
estrujado antes de la adicion de K;S,0s, 1'5 h tras su adicién, y luego diariamente durante la
FA (duracién 7-8 dias) y cada 2 dias hasta final de la FML. Estas muestras se sembraron en
MRSm y MLO con natamicina para el aislamiento de BL, y en MA con natamicina y
ampicilina para el aislamiento de BA, y se incubaron en las condiciones que se especifican en
el apartado 3.1.1 y 3.1.2. Una vez crecidas las colonias se realizaron los recuentos de BL y
BA. Para seguir la evolucion de las especies se llevo a cabo un recuento de los diferentes tipos
morfologicos aparecidos sobre las placas, se aislaron y se identificaron mediante 16S-
ARDRA, PCR especifica y FISH. Ademas se realizo la poblacion de BA totales sobre el vino
control mediante FISH con la sonda AABr. El seguimiento de la fermentacién alcohélica se
llevo a cabo mediante la medida de la densidad (Do) COn un conjunto de aredmetros
calibrados. Igualmente, se analiz6 la evolucién de la temperatura a lo largo de la misma. Se
analiz6 el pH y la acidez total al principio y al final de las vinificaciones. La acidez total se
cuantificé en g L™ expresado como 4cido tartarico, siguiendo los métodos oficiales (Andnimo
1999).
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4.1. FISH (Fluorescent in situ hybridization)

4.1.1 Disefio de sondas

Como se mostrd en el apartado de Materiales y Métodos 3.2.1, el disefio de sondas se

centrd en las regiones variables V1, V2 y V6 del ADN ribosomal del 16S. En la Tabla 6 se

muestran las secuencias elegidas tras los correspondientes alineamientos

Tabla 6. Secuencias de las sondas disefiadas y microorganismos diana.

Sondas | Secuencia (5’2>3’)

Eub338 |GCTGCCTCCCGTAGGAGT

Non338 |ACTCCTACGGGAGGCAGC

Bacterias lacticas

Lplan |CCAATCAATACCAGGAGTTCG

Lu2 GATCCATCTCTAGGTGACGCCG

Ppe CGAACTTCCGTTAATTGATTAT
Lbrev  |CATTCAACGGAAGCTCGTTC

Lcoll CTTGATTTAACGGGATG

Leory |GCTTCGGTCGACGTCAGT

Lfarc AGCTTCAATCTTCAGGAT

Lhilg CAACTTCATTGACCAAGACGCG
Lmali |AAGCATTCGRTGAAAGTTTTG
Lpara  |GTTCCATGTTGAATCTCGG

Lzeae | TTCATCGACCAAAACTC

Ooeni  |TAGTCATTGCCTCACTTCACCCGAA
Pdamn |GTTGAAATCATCTTCGA

Pparv.  |CTAAAATCATCTTCGGTGCAAGCAC

Bacterias acéticas

AABf |CACCCGTGGATAGATCCCT
Aacet  |[TACAGCCTCTCCATACAAG
Apast  |CCAGCCCAACCTGATG
Goxy GGTCCATCTCTGAACCGGT
Ghans |GACACAGCCTCCGCATGT
Gliqu | TACCCATCTCTGGATA

Especificidad

Eubacteria

L. plantarum
Género Leuconostoc

. pentosaceus

| ©

. brevis

-

. collinoides

-

. coryniformis

-

. farciminis

-

. hilgardii

-

. mali

-

. casei’, L. paracasei

-

. zeae, L. casei’
. oeni

. damnosus

T T O

. parvulus

Familia Acetobacteraceae

A. aceti
A. pasteurianus/
A. pomorum

G. oxydans
Ga. hansenii

Ga. liquefaciens

Diana® Referencia

338-355 [Amann et al., 1990a]

[Manz et al., 1993,

ninguna Wallner et al., 1993]

66-85 [Hensiek et al., 1992]

221-242 [Nissen et al., 1994]
69-90 [Mora. et al., 1997]
64-83

68-84

70-88

72-92

67-88

70-90 Este trabajo
94-113
66-83
87-111
73-90

65-90

125-143
989-1007

992-1010 Este trabajo

1003-1021
993-1010
1007-1022

“El ntimero indica la posicién homoéloga en el 16S rARN E. coli; * ATCC 334 ; CECT 475"
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4.1.2 Optimizacién de las condiciones de permeabilizacién e hibridacién

La optimizaciéon de las condiciones de permeabilizacion e hibridacion se llevaron a cabo
en porta utilizando la sonda universal Eub338, cuya secuencia le permite hibridar con
cualquier eubacteria. Los resultados obtenidos al ensayar distintas concentraciones de
lisozima mostraron que las mas adecuadas para cada especie son las que aparecen en la
Tabla 7. Como puede apreciarse la concentracion varia entre las distintas especies, asi para O.
oeni y L. mali la concentracion adecuada fue 0.1 mg mL™', mientras que para L. brevis y
L. hilgardii se necesitaron 10 mg mL™', aunque para la mayoria de las especies fue suficiente
con 1 mg mL" (Tabla 7). Estas variaciones en las concentraciones 6ptimas de lisozima para
permeabilizar las células responden a la distinta resistencia de las paredes celulares de las
bacterias. En el caso de las BA, que tienen una pared celular de naturaleza Gram —, y por ello
mucho mas débil que las de las BL (Gram +), la menor concentracion de lisozima ensayada
0.1 mg mL" provoco la lisis completa de las células. Por esta razon, no se empled lisozima
para permeabilizar a las BA. Los tiempos de incubacion para la adecuada permeabilizacion
dependieron de la temperatura. Los mejores resultados se consiguieron con 20 minutos a 4°C,
0 5 minutos a temperatura ambiente (22-25°C). Se eligi6 esta ltima condicion de incubacion

con lisozima para reducir el tiempo necesario para llevar a cabo el experimento.

Tras ensayar distintas temperaturas y tiempos de hibridacion se establecieron cuales eran
optimas para cada especie y sonda (Tabla 7). Los tiempos de hibridacién variaron desde 2 h
para la Eub338 y Non338, a 4 h para la mayoria de sondas. Para las sondas Ppe, Pdamn y
Ooeni los mejores resultados se obtuvieron después de 16 h de incubacién con la sonda.
También se ensayaron diferentes tiempos y temperaturas de lavado para eliminar cualquier
posible union inespecifica de las sondas, mostrandose en la Tabla 7 los mas adecuados para
cada sonda. En la Figura 13 y 14 se muestran imagenes de hibridaciones de algunos cultivos

puros de cepas de referencia de BL y BA.
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Tabla 7. Condiciones optimas de hibridacion para diferentes especies de BL y BA

Sondas

Diana

Bacterias lacticas

Eub338
Non338
Lplan
Lu2
Ppe
Lbrev
Lcoll
Lcory
Lfarc
Lhilg
Lmali
Lpara
Lzeae
Ooeni
Pdamn

Pparv

Eubacteria
Ninguna

L. plantarum
Leuconostoc

. pentosaceus
. brevis

. collinoides

. coryniformis
. farciminis

. hilgardii

mali

. paracasei
L. zeae
O. oeni
P. damnosus

P. parvulus

Bacterias acéticas

AABf
Aacet
Apast
Goxy
Ghans
Gliqu

Acetobacteraceae
A. aceti

A. pasteurianus
G. oxydans

Ga. hanseni

Ga. liquefaciens

Concentracion
de lisozima

Dependiendo
de la especie

1 mg mL™!

10 mg mL™!

1 mgmL™!

10 mg mL™!
0.1 mg mL™
1 mg mL™!

0.1 mg mL"!

1 mgmL"!

0 mg mL™!

Temperatura  (°C)

Hibridacion®

50 28

45
45
40
45

42
42
40
30
46
37
35
40
52
40
44

40
40
40
45
40
38

Lavado
(10 min)

48
48
48
49
30
45
33
45
35
49
42
40
42
57
45
47

43
43
43
48
43
41

* Temperatura dptima para obtener la mayor sefial de hibridacion.

" Temperatura de prehibridacion
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Figura 13. Algunas imagenes de células en cultivo puro hibridadas con sondas especificas. A) L.
plantarum CECT 748", B) L. casei CECT 334, C) P. parvulus CECT 813", D) L. mesenteroides CECT
219, E) L. brevis CECT 216, F) O. oeni CECT 217".

.“L . B . C
. D . E

Figura 14. Imagenes de células de BA en cultivo puro hibridadas con sondas especificas.
A) Acetobacter pasteurianus DSM 3509", B) Acetobacter aceti CECT 2987, C) Gluconobacter

hansenii DSM 5602", D) Gluconobacter liquefaciens DSM 5603 y E) Gluconobacter oxydans
CECT 360T
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4.1.3 Especificidad de las sondas

La especificidad de las sondas se evalud realizando experimentos de hibridaciones
cruzadas en porta entre microorganismos de referencia tal y como se define en el apartado
3.2.3: 34 cepas de 24 especies diferentes de BL y 34 cepas de 18 especies diferentes de BA.
Los resultados de los ensayos de especificidad de las sondas se muestran en la Tabla 7 para
BL, y en la Tabla 8 para BA. Se tuvo en cuenta que falsos negativos o sefiales pobres podian
ser consecuencia bien de un reducido nimero de dianas, bien de una insuficiente accesibilidad
de la sonda (Amann et al, 1995) por una escasa permeabilizacion de las células (Beimfohr et
al, 1993) o bien debido a la formacion de posibles estructuras secundarias del gen ribosomal
16S que podria impedir el acceso adecuado de las sondas, aunque estas en nuestro caso ya se

desarrollaron teniendo en cuenta la buena accesibilidad a todas las secuencias diana.

Se demostr6 que se conseguia una fluorescencia mas intensa cuando se trabajaba con
cultivos recogidos en fase exponencial. Ello es debido a que el contenido celular de rARNSs es
mas elevado y por tanto la fluorescencia fijada sobre ellos mayor y por eso las células son

mas facilmente detectables.

Ninguna de las especies de BL o BA ensayadas mostré autofluorescencia y la sefial de

hibridacién fue intensa en todos los casos cuando se trabajo en las condiciones dptimas.

Como se puede apreciar en las Tablas 8 y 9, la sonda universal Eub (control positivo)
dio sefial positiva con todas las BL y BA ensayadas, mientras que la Noneub (control
negativo) no dio con ninguna. La sonda LU2 especifica para el género Leuconostoc dio sefial
positiva con todas las especies de este género, pero no con ninguna otra de otros géneros, lo
que ratifica su utilidad para detectar células pertenecientes al género Leuconostoc, incluso
para especies que no se han descrito en el vino. El resto de sondas desarrolladas s6lo daban
sefial de hibridacién con sus especies dianas correspondientes, con las Uinicas excepciones
aparentes de las sondas de Lpara y Lzeae. La sonda Lpara hibrida con with L. casei ATCC
334 y L. paracasei subsp. paracasei CECT 4022, pero no con L. casei CECT 475" (ATCC
393'). Ademas, la sonda Lzeae hibrida con L. zeae ATCC15820 y L. casei CECT475". Este
resultado aparentemente andmalo refleja los problemas taxonémicos del grupo L. casei. Hay
evidencias genotipicas de que las cepas ATCC 393" y ATCC 15820 son miembros del mismo
taxon (Diancourt et al., 2007). Dellaglio et al, (2002) propusieron a la Comision Judicial del

Comité Internacional de Sistematica Bacterioldgica (Judicial Commission on the International

-67 -



Resultados y discusion

Committee on Systematic Bacteriology), la eliminacién de L. casei ATCC 393" como especie
tipo de L. casei y su inclusion en la especie L. zeae. Estos autores también proponen la
unificacién de las especies de L. casei y L. paracasei en un tnico taxon con el nombre de L.
casei, siendo L. casei ATCC 334 el neotipo. Nuestros resultados obtenidos mediante FISH
concordaron en este sentido con los ya aportados por Mori et al, 1997, Dellaglio et al., 2002,
Rodas et al, 2003 y Diancourt et al., 2007.

La sonda AABr dio hibridaciéon positiva con todas las especies de la familia
Acetobacteraceae ensayadas pero no con Frateuria aurantia ni con L. plantarum que no

pertenecen a la misma familia o grupo filogenético.
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Tabla 8. Resultado de las hibridaciones cruzadas mediante la técnica de FISH con las sondas

desarrolladas. Las cepas son las mismas que las indicadas en la Tabla 2.

Reaccion con la sonda

Especies

Noneub
Lpara
Lcolli
Lcory
Lfarci
Lhilg
Lmali
Lplan
Lzeae
LU2
Ooeni
Pdamn
Pparv
Ppe

+ |Lbrev

Lactobacillus brevis

Lactobacillus casei®

Lactobacillus casei

Lactobacillus collinoides

Lactobacillus coryniformis

Lactobacillus farciminis

Lactobacillus hilgardii

Lactobacillus mali

Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
Lactobacillus plantarum

Lactobacillus rhamnosus

Lactobacillus zeae

Leuconostoc citreum (syn. Leuc. amelibiosum)
Leuconostoc citreum

Leuconostoc fallax

Leuconostoc gelidum

Leuconostoc lactis

Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides
Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum
Leuconostoc pseudomesenteroides

Oenococcus oeni

.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
o+ o+ 4+ o+ o+
.
.
.
.

+

Pediococcus acidilactici®
Pediococcus damnosus
Pediococcus inopinatus
Pediococcus parvulus
Pediococcus pentosaceus
Weissella confusa
Weissella hellenica

'

'

'

'

'

'

'

'

'

'

'

'
+

'

'

+ 4+ + + + + + + + + + + + [Eub338
.
.
.
.
.
.
.
.
.
+
.
.
.
.
.

Weissella paramesenteroides

+ : Hibridacién positiva. - : Hibridacién negativa. *ATCC 334, "CECT 475", © Todas las cepas de coleccion

testadas dieron hibridacion negativa con cada una de las sondas especificas.
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Tabla 9. Resultado de las hibridaciones cruzadas mediante la técnica de FISH utilizando las

sondas desarrolladas. Las cepas son las mismas que las indicadas en la Tabla 3.

Reaccién con la sonda

Especies

noneub
lAacet
IApast
Goxy
Ghans
Gliqu

Familia Acetobacteraceae
Acetobacter aceti

Acetobacter oeni

Acetobacter pasteurianus/ pomorum
Acidomonas methanolica
Frateuria aurantia
Gluconacetobacter oboediens
Gluconacetobacter diazotrophicus
Gluconacetobacter europaeus
Gluconacetobacter hansenii
Gluconacetobacter liquefaciens
Gluconacetobacter sacchari
Gluconacetobacter xylinus
Gluconobacter asaii
Gluconobacter cerinus
Gluconobacter frateurii
Gluconobacter intermedius
Gluconobacter oxydans
Lactobacillus plantarum

+ + + + +|AABf
+

+ 4+ 4+ + + 4+ + + + + + + + + + + + + +|Eub338
:
+ + + + + + + + +++ o+

+ : Hibridacion positiva. - : Hibridacion negativa.

Los resultados mostraron que las sondas hibridaban exclusivamente con su respectiva
diana del 16S rADN (Tabla 8 y 9), resultando claramente diferenciadas las células unas de
otras permitiendo asi un facil recuento. No hubo reacciones cruzadas, falsos negativos,
precipitacion de la sonda y tampoco uniones inespecificas. Estos resultados se han conseguido
en un plazo de 5-12 horas, con lo cual se demuestra que la hibridacion in situ es un método
rapido, preciso y sensible para la identificacion directa, la deteccion y la enumeracion de BA
en vino, proveyendo asi una fidedigna representacion de las especies comiinmente

encontradas en el vino.

Cuando se quiso realizar la deteccion simple de una Unica especie en vino, la hibridacion
se llevo a cabo con la sonda especifica correspondiente, utilizindose la concentracion de
lisozima adecuada y la temperatura de hibridacion optima para la especie que se queria
detectar (Tabla 7). En cambio, si el objetivo era la deteccion simultanea de diferentes especies
se procedié a una hibridacion multiple con varias sondas. Tras probar diferentes condiciones

de concentracion de lisozima, tiempo, temperatura de incubacion y lavados, se llegd a la
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conclusion de que las condiciones mas adecuadas de hibridacion multiple para BL eran
. ., -1 . . . .

incubacion con 1 mg mL™ de lisozima a temperatura ambiente durante 5 minutos y una
temperatura de hibridacion de 40°C durante 7 h. Para BA, se demostré que las condiciones
mas adecuadas para la hibridacién multiple eran la eliminacion de lisozima y la hibridacion a
40°C durante 5 h con las sondas. Los resultados mostraron que las identificaciones especificas
multiples eran posibles sin que se perdiese demasiada sefial y ademas no se observaron

reacciones cruzadas con el procedimiento consenso.

Una de las ventajas de la técnica de FISH es que se pueden usar 2 o mas sondas
simultineamente en la misma preparacion. Marcando esas sondas con diferentes
fluorocromos podemos discriminar visualmente entre diferentes especies presentes en la

misma preparacion (ver Figura 15).

Figura 15. Imagen obtenida por FISH de un cultivo mixto de L. plantarum y Leuc. mesenteroides

hibridados con la sonda LU2 marcada con fluoresceina y Lplan marcada con rodamina.

Del mismo modo, la misma célula puede hibridarse con 2 o mas diferentes sondas que
tienen diferentes dianas sobre los ribosomas. Si cada sonda se marca con un fluorocromo
diferente, la misma célula puede mostrar ambos colores. Esto permite el trabajar con sondas
disefiadas para detectar a diferentes niveles taxonémicos p. ej, género y especie. Un ejemplo

se puede observar en la Figura 16.

La limitacion del nimero de especies a detectar simultaneamente esta en el numero de
fluorocromos diferentes que se encuentran en el mercado y en los filtros que posea el

microscopio de fluorescencia.
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Figura 16. Imagen del mismo cultivo de L. plantarum. A) Contraste de fase, B) hibridada con la
sonda universal EUB338 marcada con fluoresceina y C) hibridado con la sonda Lplan marcada con

rodamina.

La hibridacién in situ con sondas oligonucleotidicas marcadas fluorescentemente es una
poderosa técnica para la deteccion de células Gnicas en complejos ecosistemas microbianos
(Wagner y Amann, 1994; Manz et al., 1996). La posibilidad de detectar diferentes especies,
géneros o familias combinando sondas es una interesante aplicacion de esta técnica (Amann et
al., 1996). Debido a que la molécula del 16S rARN contiene regiones altamente variables, es
posible encontrar regiones de 20 a 30 bases que son completamente exclusivas de una sola
especie. El analisis del 16S rARN es el que mas se ha utilizado para disefiar sondas
especificas de bacterias, ya que contiene aproximadamente 1550 pares de bases frente a los
75-120 del 5S rARN que proporcionaban pocas posibilidades de discriminacion, o los 2300
del 23S que cuando se abordaron las estrategias de secuenciacion resultaba mucho mas

costoso de secuenciar (Olsen y Woese, 1993).

Aunque se han realizado multiples estudios de hibridacion in situ en analisis de
comunidades de medios como fangos, medios acuaticos y suelos o composiciones de
bacterioplancton (Amann et al., 1995; Beimfohr et a.,1 1993; Glockner et al., 1996; Glockner
et al., 1999; Heidelberg et al., 1993), se han publicado muy pocos trabajos sobre aplicaciones
de esta técnica en el estudio de los ecosistemas microbianos propios de alimentos o de los
procesos de obtencion de alimentos fermentados. Entre los pioneros se encuentra el estudio
sobre patogenos en queso (Oliveira et al., 2004) y otro sobre asociacion de microorganismos a
insectos que colonizaban harinas (Franke et al., 2000). Es una técnica con gran potencial en el
campo alimentario, ya que su facilidad de uso y su rapidez podrian evitar miles de millones de

pérdidas en las industrias.
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En este trabajo hemos adaptado la técnica de FISH para el analisis de la microbiota
bacteriana asociada al proceso de vinificacion (Figura 17). Esta técnica permite la deteccion y
el recuento directo de microorganismos concretos en las muestras, pero ademas facilita la
identificacion de los aislados obtenidos a partir de las mismas, ya que esta tarea es muy
laboriosa y lenta mediante los métodos tradicionales. El uso combinado de sondas a diferentes
niveles taxondmicos permite estimar la fraccion de determinados microorganismos dentro de

un conjunto.

Figura 17. Hibridacion de un vino acabado con la sonda Ooeni marcada con fluoresceina.

El protocolo de FISH sobre filtro es un método rapido y preciso que permite la deteccion
de especies relacionadas con el deterioro del vino, la de especies que producen compuestos
toxicos, el control de calidad tras el embotellado y la de BL contaminantes en los preparados
de cultivos de levadura o bacteria comerciales. Ademas de esto, el uso de FISH en la
vinificacion puede ser 1til para predecir la realizacion o no de la FML, para identificar a las
especies responsables de este proceso, controlar pies de cuba y para conocer los efectos de los
tratamientos enologicos en las poblaciones de BL. Esta técnica permite detectar en pocas
horas cualquier poblacion emergente de BA que podria llegar a ser un gran problema si se
desarrollara durante el proceso de vinificacion. Asi mismo podria ser util en la industria del
vinagre porque podria usarse para monitorizar las poblaciones de BA y detectar cualquier
contaminacion con especies indeseables. En el caso de que s6lo se desee conocer la poblacion
total de BA durante el proceso de vinificacion la sonda general AABf permite detectar a todos

los miembros de la familia Acetobacteraceae. Este uso es muy apropiado para controlar el
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riesgo de picado acético, porque para los bodegueros es mucho mas importante conocer el
nimero que las especies de BA que contaminan el vino. Las caracteristicas de la técnica de
FISH permiten al bodeguero poseer informacion con suficiente rapidez como para adoptar
medidas preventivas, como la adicién de SO,, en el momento en que se percibe un minimo
incremento de la poblacion bacteriana y prevenir el crecimiento de microorganismos antes de

que ocurra la alteracion.

4.1.4 Comparacion de los resultados de FISH en porta vy filtro y evaluacion de la

pérdida de células

De las 2 técnicas de hibridacion comparadas en porta y en filtro, la segunda es mucho mas
util que la primera en casos de una baja concentracidon de bacterias dado que basta ajustar el
volumen de la muestra para obtener el nimero adecuado de bacterias para poder ser
visualizadas y contadas mediante FISH (Mori et al., 1997). Esta técnica permite estimar la
concentracion de BL y BA aun cuando esta sea muy baja, ya que aunque la observacion
microscopica tiene un limite de deteccion de 10*-10° céls cm™; siempre se puede disminuir
este umbral mediante la filtracion de mayores volimenes de vino sobre el filtro. Ademas, la
disposicion de células es bastante mas homogénea en el filtro, y se evita la formacion de
agregados al no ser necesaria la centrifugacion para recolectar las células de las muestras, por
ello los recuentos son mas fiables en filtro que en porta. Sin embargo, la hibridacion en filtro
presenta una mayor fluorescencia de fondo que en porta, ademas, en ocasiones se debe utilizar
el ajuste del micrométrico en el microscopio para visualizar las diferentes capas en las que
pueden localizarse las células debido a la matriz del policarbonato. Un tratamiento digital de
la imagen mejora considerablemente el proceso al tiempo que lo automatiza y hace mas

objetivo que la observacion personal directa.

Los resultados del ensayo para estimar la pérdida de células durante la hibridacion y
lavados en porta y en filtro, mostraron que esta era mas elevada en el caso de la hibridacion en
porta (20% del total de células) que en el caso de la hibridacion en filtro (menos del 10%), ver
Tabla 10. Ello es debido a la mejor adhesion de las células a la matriz de los filtros de
policarbonato que a la gelatina que recubre los portas (Blasco et al., 2003) y al procedimiento

de lavado.
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Tabla 10. Porcentaje de células detectado mediante hibridacion in situ en filtro y porta.

‘ ‘ Porcentaje de células detectadas con sondas marcadas
Muestra

‘ Eub338 ‘ LU2 ‘ Lplan ‘ Lbrev ‘ Aacet
CECT219 [93.1+05 [927+1.1 |- |- [
_ |CECT748 |949+05 |- 1948+32 | [
Filtro
|CECT216 |952+03 |-- |- 195.9+13 |-
|CECT298 |93.5+05 |- |- | 193.2+0.5
CECT219 [81.0+05 |808+13 |- |- [
|CECT 748 |823+1.1 |- 1820+ 28 | [
Porta
|CECT216 |918+02 |-- |- 190.7+0.6 |-
|CECT298 [822+05 |- |- | 182.0£0.5

--: no aplicable
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4.2 Andlisis del 165-ARDRA

En trabajos anteriores desarrollados en nuestro laboratorio se utilizd la técnica de 16S-
ARDRA para la identificacion de BL del vino (Rodas et al., 2003), creandose una amplia base
de datos de especies de referencia y aislados de origen vinico. Sin embargo, no teniamos
informacion sobre las BA, por lo que procedimos a obtener los perfiles de cepas de referencia
de especies descritas en vino y de los aislados naturales comparandolos mediante el programa

BioNumerics (ver apartado 2.3).

Aunque se requiere del crecimiento de colonias sobre placa, la técnica del 16S-ARDRA
reduce el tiempo necesario para la identificacion por métodos fenotipicos convencionales, al
no ser necesaria la extraccion de ADN para amplificar el gen del 16S del rARN. El ADN del
gen 16S se amplifico tomando una unica colonia (como ya se especificod en el apartado 2.3 de
Material y Métodos), con esta estrategia se obtuvo ADN de suficiente calidad para realizar la
digestion de éste. No se observaron diferencias en la amplificacién cuando se compararon los
resultados obtenidos desde ADN purificado (mediante extraccion de ADN en disco de
agarosa) o desde colonia (datos no mostrados). Como se esperaba, se obtuvieron fragmentos
de 1480 pb correspondiente al tamafio del gen ribosomal 16S de BA (Figura 18a), y las

digestiones de éste generaron fragmentos del tamafio esperado.

Para decidir qué enzimas eran los mas apropiados para distinguir diferentes especies de la
familia Acetobacteraceae, se realizaron digestiones virtuales del gen ribosomal 16S mediante
el uso de programas informaticos como DNAMAN vy de NEBcutter V2.0
(http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php), u otros muchos programas como los situados en
paginas: http://watcut.uwaterloo.ca/watcut/watcut/template.php o
http://www.restrictionmapper.org. Tras estimar virtualmente los perfiles generados por un
amplio rango de enzimas, la conclusion a la que se llegd fue que los enzimas mas
discriminantes para las especies de BA de nuestro interés eran: Alul, Bfal y Haelll. La
restriccion real del fragmento amplificado del gen 16S rRNA con estas enzimas generd

fragmento del tamafio esperado (Figuras 18b, 19 y Tabla 11).

Con Alul se obtuvieron 6 diferentes grupos de restriccion a partir de 17 especies de
referencia diferentes. Dos de estos siete grupos de restriccion contenian una Uinica especie
(Tabla 11) pero otros 5 contenian varias; asi en el perfil III encontramos las especies A. aceti

y A. oeni. En el perfil IV encontramos las especies A. pomorum y A. pasteurianus. En el perfil
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V se encontraban G. oxydans, G. asaii, G. cerinus y G. frateuri. El grupo VI incluia a Ga.
hansenii, Ga. europaeus, Ga. xylinus, Ga. oboediens y Ga. intermedius. El grupo VII

contenia 3 especies, Ga. diazotrophicus, Ga. liquefaciens y Ga. sacchari.

La digestion con Haelll permitié separar G. oxydans de las otros tres que exhibian el
patréon V con Alul. Ademas con Haelll se logré diferenciar Ga. hansenii del resto que
presentaban el perfil VI con Alul, y por tultimo, con Haelll se consiguié diferenciar Ga.

sacharii de Ga. diazotrophicus y Ga. liquefaciens que compartian el perfil VII con Alul.

La digestion con Bfal no mejor la discriminacion del grupo G. asaii, G. cerinus y G.
frateurii, ni del grupo Ga. europaeus, Ga. oboediens y Ga. intermedius. En cambio con Bfal
se consiguid discriminar Ga. diazotrophicus de Ga. liquefaciens y Ga. sacchari. En este caso,

el uso de las 3 enzimas permitié discriminar todas las especies del grupo VII.
Finalmente, en el caso de A. aceti y A. oeni fue posible la discriminacién con Hphl.

Los patrones obtenidos tanto virtuales como reales permitieron la discriminacion de casi
todas las especies de BA del vino, con la excepcion de Ga. xylinus que compartia perfiles de
restriccion Alul, Bfal y Haelll con Ga. europaeus, Ga. oboediens, y Ga. intermedius debido a
la gran semejanza de secuencia del 16S. La informacion obtenida tras aplicar la técnica 16S-

ARDRA a las especies de referencia se recoge en la Tabla 11 y en la Figura 18 y 19.
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Tabla 11. Tamafo de los fragmentos experimentales obtenidos de la amplificacion con los

cebadores pA y pH, tras la digestion del gen ribosomal 16S con los siguientes enzimas.

Perfil
Perfil 11

Perfil 111

Perfil IV

Perfil V

Perfil VI

Perfil VII

Especies de

Acidomonas methanolica
Frateuria aurantia
Acetobacter aceti

Acetobacter oeni

Acetobacter pomorum
Acetobacter pasteurianus
Gluconobacter oxydans
Gluconobacter asaii
Gluconobacter cerinus
Gluconobacter frateurii
Gluconacetobacter hansenii
Gluconacetobacter europaeus
Gluconacetobacter xylinus
Gluconacetobacter oboediens
Gluconacetobacter intermedius
Gluconacetobacter diazotrophicus
Gluconacetobacter liquefaciens

Gluconacetobacter sacchari

Gluconobacter oxydans

Enzima usado: Alul

547,264°,209,209,143',67,42
361,293,212,205,165,118',76",63,42

316,283,231,208,191,142,67,42

439,316, 282, 210, 191, 42

547,286°, 204, 191, 143, 67, 42

756, 472", 143", 67, 42

756, 263°, 209, 143", 67, 42

Enzima usado: Haelll

538,276, 179, 158, 156", 70, 66, 34

perfil V no Gluconobacter asaii
discriminadas Gluconobacter cerinus 538,276, 226", 179, 156°, 66, 34
con Alul

Especies de

Gluconobacter frateurii
Gluconacetobacter hansenii

Gluconacetobacter europaeus

538,281, 226", 179, 156, 66, 34

perfil VI no -

N Gluconacetobacter xylinus
discriminadas - 538, 226!, 206, 179, 156", 75, 66, 34
con Alul Gluconacetobacter oboediens

Especies de

Gluconacetobacter intermedius

Gluconacetobacter diazotrophicus

538,281, 226", 179, 156, 66, 34

erfil VII no - -

pertr V- Gluconacetobacter liquefaciens

discriminadas

con Alul Gluconacetobacter sacchari 538,292, 281, 179, 156°, 34, 1
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Enzima usado: Bfal

Especies Gluconacetobacter diazotrophicus 695, 481", 198”, 106
de per.ﬁl vII Gluconacetobacter liquefaciens
obtenido con - 695,272, 209", 198", 106
Alul Gluconacetobacter sacchari

Enzima usado: Hphl

Especies

Acetobacter aceti 541, 475, 125, 98', 81, 68, 50, 42°
de perfil 111
teni n .
Xkl)ui do co Acetobacter oeni 543,329, 146, 104, 100", 81, 68, 50, 42°

P. Extremo derecho. ": Extremo izquierdo

Cuando se compararon los perfiles tedricos y experimentales del 16S-ARDRA con los 3
enzimas Alul, Bfal y Haelll, se encontraron en ocasiones algunas diferencias respecto a
anteriores referencias de otros autores tanto en el numero como el tamafio de bandas. Las
explicaciones de estas diferencias son a) el uso de los cebadores pA-pH que son diferentes a
los utilizados en la secuenciacion de las cepas publicadas en la base de datos GenBank y b)
errores puntuales en las secuencias publicadas que implican la desaparicién o aparicion de
lugares de restriccion de los enzimas como ya establecieron Rodas et al., (2003) al emplear

esta técnica para la identificacion de BL.

Como ejemplo del resultado de amplificacion del 16S rADN y digestion de éste se puede
ver la Figura 18.

1 2 3 4 5 67 8 910 1112 13

a) b)

Figura 18. a) Resultado de la amplificacion del 16S rARN de BA con la pareja de cebadores pA 'y
pH. Carrera 1: Marcador (1kB Plus); carrera 2 y sucesivas: 16S de los aislados 6M, 1F, 16A, 2F, 8F,
4A, 9F. b) Resultado de la digestion con el enzima Alul del fragmento amplificado mediante PCR del
gen ribosomal 16S. Carreras 1 y 13 Marcador (1kB Plus); carrera 2, 6M; carrera 3, 1F; carrera 4, 16A;
carrera 5, 2F; carrera 6, 8F; carrera 7, 4A; carrera 8, 9F; carrera 9, 6A; carrera 10, 22A; carrera 11, Ga.

hansenii (DSM 56027); carrera 12, Ga. liquefaciens (DSM 5603™).
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Figura 19. Perfiles de bandas reales obtenidos tras la digestion del 16S de cepas de referencia.
Carrera 1 y 18, Marcador 1Kb Plus; 2, L. plantarum (BL del vino usada como “outgroup”); 3, Perfil I
con Alul; 4, Perfil IT con Alul; 5 con Alul, Perfil III con Alul; 6, Perfil IV con Alul; 7, Grupo V con
Alul; 8, Grupo VI con Alul; 9, Grupo VII con Alul, 10, G. oxydans con Haelll; 11, G. asaii, G. cerinus
y G. frateurii con Haelll; 12, Ga. hansenii con Haelll; 13, Ga. europaeus, Ga. xylinus, Ga. oboediens
y Ga. intermedius con Haelll; 14, Ga. diazotrophicus y Ga. liquefaciens con Haelll; 15, Ga. sacchari

con Haelll; 16, Ga. diazotrophicus con Bfal; 17, Ga. liquefaciens y Ga. sacchari con Bfal.

La técnica de restriccion del 16S ha sido utilizada previamente para identificar BA
aisladas de vinos y vinagres (Ruiz et al., 2000; Gullo et al., 2006; Tréek y Raspor, 1999;
Tréek et al., 2000), encontrando resultados de identificacion semejantes a los encontrados en
este trabajo. La diferencia de la metodologia de este trabajo respecto a los previos es el uso de
cebadores que permiten una amplificacion del gen ribosomal de mayor tamafio y ello
posibilita el encontrar mayor nimero de dianas de corte para los enzimas usados, lo que

facilita la discriminacion entre especies.

Con esta técnica fue posible la identificacion de aislados de las especies de BA que
normalmente se encuentran en vino: tres especies del género Acetobacter (A. aceti, A. oeni y
A. pasteurianus), dos especies del género Gluconacetobacter (Ga. hansenii, y Ga.

liquefaciens) y una especies del género Gluconobacter (G. oxydans). Sin embargo no fue

-80-



Resultados y discusion

posible discriminar entre A. pasteurianus y A. pomorum debido a la elevada semejanza de las
secuencias del gen 16S. De hecho, el gen del 16S rADN de estas 2 especies difiere

unicamente en 3 bases no consecutivas (posiciones 576, 757 y 765. Ver figura 20).
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Figura 20. Alineamiento de las especies A. pasteurianus y A. pomorum mostrando los lugares

donde difieren.

Algunos autores que han utilizando técnicas como la restriccion de los espaciadores
intergénicos 16S-23S tampoco encontraron diferencias en los perfiles de restriccion de estas
secuencias entre estas 2 especies (Ruiz et al., 2000), por ello han surgido algunas dudas sobre
la validez de la separacion de estas dos especies ya que su separacidn como especies
individuales fue propuesta por Sokollek et al., 1998) basandose en hibridaciones ADN-ADN,
secuenciacion del 16S rADN y caracterizacion fenotipica. Pero en 2002 Cleenwerck et al., se
opusieron a esta proposicion ya que sus resultados diferian con los resultados obtenidos por
Sokollek et al., (1998) y ademas con los métodos de calculo de la proximidad del ADN. En
nuestro caso también fuimos incapaces de separarlas y junto con Cleewercker et al., (2002) y
Gonzalez et al., (2006) sugerimos que la clasificacion de estas dos especies como individuales

deberia ser revisada.
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Del mismo modo que Ruiz et al., (2000) y Poblet et al., (2000a), nosotros no pudimos
diferenciar Ga. xylinus de Ga. europaeus con ninguno de los enzimas analizados. Segin
Gonzalez et al., (2006), el gen ribosomal del 16S de Ga. europaeus y Ga. xylinus tiene 5
pares de bases diferentes (posiciones en E. coli 6, 288, 565, 581 y 1070). Pero cuando se
compararon todas las secuencias disponibles en la red de estas cepas se puede comprobar que
los sitios 288, 565 y 581 son bien mutaciones puntuales en la cepa Ga. xylinus LMG1515, o
bien errores en la secuenciacion. El tinico lugar con diferencia consensos entre las cepas de la
misma especie es el 1070 (ver Figura 21). En este trabajo los cebadores utilizados permitieron
incluir una diferencia mas, la posicion 6 pb a diferencia de lo publicado anteriormente por
Ruiz et al (2000) y Gonzalez et al, (2006)., Sin embargo no se encontrd ningiin enzima capaz
de diferenciar Ga. europaeus y Ga. xylinus ya que se generaba un fragmento de 6 pb incapaz
de visualizarse en geles de agarosa normales (2-3% p/v). Para diferenciar estas especies se
podria utilizar PCR-RFLP de las regiones ITS comprendidas entre 16S-23S rADN como
hicieron Sievers et al., (1996) los cuales obtuvieron distintos patrones usando el enzima
Pvull. Estas dos especies comparten un 99.6% del ADN ribosomal 16S secuenciado y han
sido separadas como especies diferentes en base a hibridaciones ADN-ADN vy diferencias
fenotipicas tales como el requerimiento de acido acético por parte de Ga. europaeus (Sievers

y Teuber, 1995).

- BioEdit Sequence Alignment Editor
Fle Edb Sequence Alignment View Accessory Applicstion RMA World Wide Web  Cptions  Window  Help

= 0

=
> I:\MeulTesilxylinus europaeus.gh

[=] [Comiarew  ~[11 < B 11 total sequences

Mode: [Select / Side + Seleciion 0 Sequence Mask: None st -

Position Numbering Mask: None nler at

£ 10 IE fo 4+ =2 FEIIIFEE R 2 B S e
. 1

R RN R R ANk L AR R R R RS SRR RN R T RN RN TR
= 1070 1080 1100 11]]

Gluconacetobacter europasus (T); DSMeléld; DESLL. TGECCEETEAC

Gluconacetobacter europaeus; DM 6160. .- .

Gluconacetohacter europaeus; JRZ.

Gluconacetohacter europaeus; NBRC 3261.

Gluconacetobactsr europaeus; ZIM BO28, V3.

Gluconacetobacter xylinus (T); BPRZO0L. -

Gluconacetohacter xylinus (T); NCIBlléed, LMS1515. .-

Gluconacetobacter xylinus; JCM 10150. .

Gluconacetobacter xylinus; JCM 7644; =lone hb.

Gluconacetohacter wylinus; JOM 9730.

Gluconacetobacter xylinus; NBRC 15237; clone a.

Figura 21. Alineamiento de las especies Ga. europaeus y Ga. xylinus mostrando los lugares

donde difieren.

Una limitacion de la técnica 16S-ARDRA seria por tanto la incapacidad para discriminar
especies que comparten una elevada homologia en la secuencia del 16S rADN pero que a

pesar de ello han mostrado ser diferentes por hibridacion ADN-ADN (Katsura et al 2001;
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Sokollek et al 1998), tales como A. pasteurianus y A. pomorum (Sokollek et al, 1998), o G.
asaii, G. cerinus y G. frateurii (Katsura et al, 2001). Esta limitacion no reduce la aplicabilidad
de la técnica a la identificacion de BA en vinos porque el nimero de especies vinicas que no
pueden ser identificadas es muy bajo, y en esos casos, otros métodos tales como RAPD o ITS-

RFLP pueden usarse adicionalmente (Bartowsky et al, 2003; Trcek y Raspor, 1999).

Tras analizar los resultados obtenidos de las digestiones con cada uno de los enzimas se
propone el uso secuencial de Alul, Haelll, Bfal para la identificacion de BA del vino mediante
la técnica 16S-ARDRA y Hphl para la diferenciacion entre A. aceti y A. oeni. Después de
demostrar la consistencia de la técnica 16S-ARDRA al compararla con los resultados
obtenidos mediante FISH se usé para identificar un vasto niimero de bacterias aisladas del

vino.
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4. 3 PCR especifica para la deteccion de BA

Se desarrollaron cebadores especificos para la deteccion de miembros de la familia
Acetobacteraceae y de las especies, A. aceti, A. pasteurianus / A. pomorum, G. oxydans, Ga.
hansenii y Ga. liquefaciens. La secuencia de los mismos se basé en las secuencias de las
sondas especificas desarrolladas para la técnica de FISH (Tabla 12). En todos los casos el
cebador que se utiliz6 para amplificar la cadena complementaria fue AABf que tiene una

secuencia complementaria reversa a AABr.

Tabla 12. Secuencias de los cebadores especificos. Todos se utilizaron en combinacion con AABf

excepto ¢l mismo que se usé con 12B.

Cebador | Secuencia (5" =23") Diana

12B ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGG Eubacteria

AABf CACCCGTGGATAGATCCCT Acetobacteraceae

Aacet TACAGCCTCTCCATACAAG A. aceti

Apast CCAGCCCAACCTGATG A. pasteurianus/A. pomorum
Goxy GGTCCATCTCTGAACCGGT G. oxydans

Ghans GACACAGCCTCCGCATGT Ga. hansenii

Gliqu TACCCATCTCTGGATA Ga. liquefaciens

El tamafio del fragmento amplificado para cada pareja de cebadores se detalla en la

Tabla 13.

Como se puede comprobar en la Tabla 13 la reaccion de PCR con la pareja de cebadores
AABf e 12B mostré una alta especificidad para identificar a miembros de la familia
Acetobacteraceae, ya que genero el fragmento de amplificacion de 250 pb esperado con todas

las especies probadas de esta familia pero no con otras especies de otras familias o grupos.

Se analiz6 la respuesta de los cebadores desarrollados frente a todas las especies descritas
hasta el momento en mosto o vino. Aunque no se incluyeron todas las especies de los géneros
Acetobacter, Gluconobacter y Gluconacetobacter en este estudio, si se demostré que los
cebadores fueron utiles para aquellas descritas en vino, siendo utiles en el analisis de 33 cepas

de referencia correspondientes a 16 especies diferentes de BA de diferentes origenes.

Los resultados obtenidos en la identificacion de las cepas de referencia con los cebadores

desarrollados se muestran en la Tabla 13.
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Tabla 13. Tamafio de los fragmentos especificos de PCR (pb) obtenidos por amplificacion con los

cebadores descritos previamente.

‘ ‘ Parejas de cebadores y tamafio de los fragmentos
generados (pb)
‘ Especies ’ Cepa ‘ A;’;\gf AA;-t\:St QABf AABF | AABT | AABT
past Goxy Ghans Gliqu
| Acetobacter aceti [ cecT2o8" | 250 | 882 | - [ - [ - [ -
| Acetobacter aceti I LMG 1693 | 250 | 882 [ - [ - [ - I -
| Acetobacter aceti | LMG 1372 | 250 | 882 ‘ - ‘ - ‘ - | -
| Acetobacter aceti | LMG 1531 | 250 | 882 \ - \ - \ - | -
| Acetobacter oeni | CECT 5830" | 250 | - ‘ - ‘ - ‘ - | _
| Acetobacter pasteurianus | CECT 474 | 250 | 882 ‘ - ‘ - ‘ - | -
| Acetobacter pasteurianus I CECT 824 | 250 | - [ - [ 895 [ - I -
| Acetobacter pasteurianus | DSM 3509" | 250 | - ‘ ‘ - ‘ - | -
| Acetobacter pasteurianus | LMG 1553 | 250 | - \ 885 \ - \ - | -
| Acetobacter pasteurianus I LMG 1607 | 250 | 882 [ - [ - [ - I -
| Acetobacter pomorum | LMG 18848" | 250 | - ‘ 885 ‘ - ‘ - | -
| Acetobacter sp. [cecroas [ 250 | - | - [ - | - | -
| Acidomonas methanolica I LMG 1668" | 250 | - [ - [ - [ - | -
| Frateuria aurantia [ LMG1ss8™ | - [ - [ - [ - [ - [ -
| Gluconobacter asaii [tmMG1390™ [ 250 | - [ - [ - | - | -
| Gluconobacter cerinus I LMG 1368 | 250 | - [ - [ - [ - I -
| Gluconobacter frateurii | LMG 13657 | 250 | - ‘ - ‘ - ‘ - | -
| Gluconobacter oxydans subsp. suboxydans | CECT 360" | 250 | - \ - \ 895 \ - | -
| Gluconobacter oxydans subsp. suboxydans | CECT 4009 | 250 | - ‘ - ‘ 895 ‘ - | -
| Gluconobacter oxydans subsp. oxydans | LMG 1408" | 250 | - ‘ - ‘ 895 ‘ - | -
| Gluconobacter oxydans subsp. sphaericus I LMG 1414 | 250 | - [ - [ 895 [ - I -
| Gluconacetobacter diazotrophicus | LMG 7603 | 250 | - ‘ - ‘ - ‘ - | -
| Gluconacetobacter europeaeus | DSM 6160" | 250 | - \ - \ - \ - | -
| Gluconacetobacter hansenii I DSM 5602 | 250 | - [ - [ - [ 885 I -
| Gluconacetobacter hansenii | LMG 1524 | 250 | - ‘ - ‘ - ‘ 885 | -
| Gluconacetobacter hansenii | LMG 1529 | 250 | - \ - \ - \ 885 | -
| Gluconacetobacter intermedius I DSM 11804 | 250 | - [ - [ - [ 885 I -
| Gluconacetobacter liquefaciens | DSM 5603 | 250 | - ‘ - ‘ - ‘ - | 887
| Gluconacetobacter liquefaciens | LMG 1348 | 250 | - \ - \ - \ - | 887
| Gluconacetobacter oboediens I DSM 11826 | 250 | - [ - [ - [ - I -
| Gluconacetobacter sacchari | DSM 12717" | 250 | - ‘ - ‘ - ‘ - | -
| Gluconacetobacter xylinus | CECT 315" | 250 | - \ - \ 895 \ - | -
| Gluconacetobacter xylinus | LMG 1515" | 250 | - ‘ - ‘ - ‘ - | _
| Gluconacetobacter xylinus | DSM 2004 | 250 | - ‘ - ‘ - ‘ - | -
| Gluconacetobacter xylinus I CECT 473 | 250 | - [ - [ - [ - | -
| Lactobacillus plantarum | cecT748™ | - [ - [ - [ - [ - [ -

" Las especies cuya longitud de fragmento est4 coloreado resultaron estar identificadas inadecuadamente en

las colecciones de cultivo originales. Ver explicacion tras la tabla 14.
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La PCR especifica se uso para la identificacion de colonias aisladas sobre medio sélido y

para la deteccion de especies directamente del vino.

La deteccion de BA en vino supuso algunos problemas debidos fundamentalmente a la
existencia de sustancias inhibidoras de la polimerasa (polifenoles) y a la baja concentracion de
bacterias en el sustrato. La inhibicidon de la reaccién de amplificacion por los polifenoles ya
habia sido puesta de manifiesto por otros autores que usaron polivinilpirrolidona (PVP) y
polivinilpolipirrolidona (PVPP) para eliminar estos compuestos del vino (Guindreau et al.,
2001). Sin embargo nuestros resultados no mejoraron al utilizar estos productos tal y como se
describe a continuacion. Al realizar la serie de experimentos de amplificacion descritos en el
apartado 3.4.1 de Material y Métodos en la Figura 6, se obtuvieron resultados negativos al
amplificar las muestras de vino picado y vino control filtrados a través de una columna de
PVP, con o sin posterior centrifugacion del filtrado. Ello se debe posiblemente a que el
polimero PVP no solo retuvo los polifenoles sino a la mayoria de BA presentes en la muestra.
La baja concentracion de células en las muestras tratadas impidid su deteccion directa por

PCR.

Por el contrario, si se obtuvieron resultados positivos cuando las muestras de vino
inoculado se centrifugaron y el sedimento resuspendido en agua estéril se utilizd como
material molde para la amplificacion (experimento C2 Figura 6). Los resultados de estas

experiencias se muestran en la Figura 22.
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Vino inoculado con una poblacién de 10° céls mL™ de G. oxydans

Vino filtrado sin inocular (control negativo)

Vino sin inocular (picado)

Al A2 A3 A4 Bl B2 B3B4 C1 C2 C3 C4

A

Figura 22. Amplificacion con los cebadores [2B-AABf de muestras de vino tratadas de diferentes
formas (ver Material y Métodos 2.4.1) desde. Al, directa; A2, centrifugada y lavada; A3, filtrada con
la columna de PVPP; A4, filtrada con la columna de PVPP y centrifugada; B1, directa; B2;
centrifugada y lavada; B3, filtrada con la columna de PVPP; B4; filtrada con la columna de PVPP y
centrifugada; C1, directa; C2, centrifugada y lavada, C3, filtrada con la columna de PVPP, C4, filtrada
con la columna de PVPP y centrifugada.

Tras la obtencion de este resultado positivo con muestras de vino centrifugadas y lavadas
se procedido a determinar el umbral de deteccion de la técnica. Para ello se realizaron
diluciones seriadas de una poblacién inicial de 10° céls mL™ de G. oxydans y tras centrifugar
y lavar las células presentes en cada una de las diluciones, se llevaron a cabo las reacciones de
amplificacion directa y anidada de cada una de ellas (ver Figura 23 a y b). En este ultimo caso
fue necesaria la realizacion de una PCR anidada cuando la poblacion bacteriana no era
demasiado elevada. El tiempo necesario para detectar las especies de BA en vino fue de 5

horas.

En 2005, Gonzalez et al., (b), describieron la técnica de PCR anidada para la enumeracion
y deteccion de BA. A diferencia de nosotros que no extrajimos el ADN total del vino, ellos si
lo hicieron utilizando el método descrito por Rademaker y De Brujin (2005) y mediante
choque de temperatura, después realizaron la PCR, llegando a la conclusion de que el limite

de deteccion era de 10 céls mL™. En este trabajo se realiz la PCR directamente del vino,
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consiguiéndose un limite de deteccion de 100 céls mL™'. Dado que las concentraciones de A.
pasteurianus y A. aceti suelen ser de 10'-10° céls mL™ sin que se ocasione ningtn deterioro
en el vino durante el almacenaje de vinos a granel en bodegas (Bartowsky et al 2003;
Drysdale y Fleet, 1985a; Trcek y Raspor, 1999) la técnica de PCR descrita en este trabajo es
adecuada para la deteccion de bajas concentraciones de BA durante la vinificacion, y por

tanto permite tomar medidas preventivas para evitar cualquier deterioro en el vino.

Como resumen: la pareja de cebadores AABf-I2B es una herramienta muy potente para
detectar la presencia de cualquier especie de la familia Acetobacteraceae que pudiera causar
deterioro en el vino. Si ademas de querer saber si el vino contiene BA interesara detectar la
presencia concreta de una determinada especie, los cebadores especificos desarrollados en
este trabajo también facilitarian enormemente esta tarea ya que se puede realizar una
amplificacion del gen 16S ribosomal con los cebadores pA y pH y después usar los cebadores

especificos como se ha descrito previamente en material y métodos 2.4.1 (Figuras 7 y 8).

La reaccion de amplificacion directa fue positiva cuando la muestra procedi6é del vino
inoculado con una poblacion bacteriana de 2.10° céls mL™, centrifugado y resuspendido, pero
no cuando se realiz6 la amplificacién de la muestras diluida 10, 100, 1000 y 10000 veces. Se
realizd6 una PCR anidada a partir de la mezcla de amplificacion de estas muestras en las
mismas condiciones que la PCR inicial. En este caso se observd amplificacion positiva en las

muestras que provenian de las diluciones 10, 100 y 1000, pero no 10000.

El recuento total de la suspension original realizada mediante camara Thoma
(2.10° céls mL™") correspondi6 con un recuento de viables de 2,5.10° ufc mL™, lo cual indica
que el nimero de viables es aproximadamente 10 veces inferior al niumero de células
utilizadas. Esto quiere decir que la técnica de la PCR anidada permite detectar
100£12 céls mL™ en vino centrifugado y lavado, de las cuales 1342 de ellas serian viables y

detectables.
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a) b)

Figura 23. a) Resultados obtenidos mediante amplificacion directa. Carrera 1 PCR directa de una
poblacion aproximada de 10°® céls mL", carrera 2 107", carrera 3 10, carrera 4 10™. y b) PCR anidada
de del producto anterior de las siguientes diluciones. Carrera 1,10"", carrera 2, 10% carrera 3, 10,

carrera 4, 10™,
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4.4 Comparacion de los resultados obtenidos con FISH, 16S-ARDRA y PCR
especifica

La comparacion de los resultados obtenidos con las tres técnicas (PCR especifica, FISH y
16S-ARDRA) fueron coincidentes. Ademas también se observaron resultados coincidentes

con las 3 técnicas cuando se aplicaron a aislados naturales de BA de mostos o vinos.

En cuanto a la PCR especifica, una vez comprobada su fiabilidad, los cebadores especie-
especifico se usaron para identificar aislados de mosto y vino de Valencia, Utiel-Requena y
La Rioja. Los fragmentos amplificados fueron totalmente especificos para las especies diana
dando el tamafio esperado de fragmento para cada uno, y no dieron lugar a falsos positivos.
Del mismo modo una vez comprobada la especificidad de las sondas estas se aplicaron a la

identificacion de BA aisladas de mosto o vino o directamente de estos medios.

La PCR especifica y la técnica de FISH estan basadas ambas en la secuencia especifica de
cebadores o sondas que anillaran o hibridaran inicamente con las especies diana a las que van
dirigidas. Por tanto aunque son técnicas muy poderosas, especificas y sensibles, la limitacion
que tienen es que no pueden detectar bacterias para las que no hay cebador o sonda disefiada
aun cuando esa bacteria se encuentre en el medio. Pero utilizando el cebador AABT o la sonda

AABf cualquier bacteria perteneciente a la familia Acetobacteraceae puede ser detectada.

La técnica de 16S-ARDRA es muy util a la hora de identificar los aislados en placa
aunque es laboriosa y se requieren algunos dias, ya que las colonias no crecen hasta pasadas
24-72 h, en ocasiones periodos mas largos. Aunque como técnica rutinaria de identificacion
en laboratorio es muy util ya que entre otras ventajas no requiere del disefio previo de sondas

especificas.

Por tanto las técnicas de PCR especifica y FISH parecerian ser las mas adecuadas para su
aplicacion en la industria del vino, y su eleccion dependeria mas bien de las condiciones del

laboratorio donde llevar a cabo los analisis.

Respecto a los resultados obtenidos con las especies de referencia las diferentes técnicas
llegaron a la misma conclusion de identificacion (Tabla 14) pero esta identificacion en
ocasiones estaba en desacuerdo con lo que la coleccidon de cultivo anunciaba. Asi la especie
A. aceti LMG 1693 obtenida por nuestro grupo de esta coleccion en 2001 no dio fragmento de

amplificacion al realizar la reaccion de PCR con los cebadores especificos para esta especie
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(Tabla 13). Por el contrario se engloba en el grupo Ga. xylinus/ Ga. europaeus/ Ga.
intermedius/ Ga. oboediens mediante la técnica de 16S ARDRA (Tabla 14). Esta
incongruencia se resolvié cuando el nombre de esta cepa se cambi6 tiempo después en la
coleccion de cultivo LMG por Ga. xylinus, concordando asi con nuestros resultados. La
especie A. pasteurianus CECT 474 dio banda de amplificacion con la pareja de cebadores
AABf-Aacet, no dio sefial de amplificacion con los cebadores de A. pasteurianus y se
identifico como A. aceti. A. pasteurianus CECT 824 resulté ser G. oxydans con todas las
metodologias usadas en este trabajo, del mismo modo que A. pasteurianus LMG 1607 resulto
ser A. aceti. Acetobacter sp. no dio sefal de amplificacion con ninguna de las parejas de
cebadores disefiada pero al utilizar la técnica de 16S-ARDRA se pudo englobar en el grupo
Ga. xylinus / Ga. europaeus / Ga. intermedius / Ga. oboediens, comprobandose con
posterioridad que la CECT ha considerado la cepa como Ga. intermedius de acuerdo a los
resultados obtenidos con la secuenciacién parcial del 16S rADN. La cepa Ga. xylinus
CECT 315 fue identificada segiin nuestros estudios como G. oxydans, resultado que

concuerda con el posterior cambio de nombre por parte de la CECT a G. oxydans.
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4.5 Aplicacion de las técnicas de FISH, 16S-ARDRA y PCR especifica.

4.5.1 Estudio de la evolucién de la poblacién de BA durante una vinificacion

industrial

En este estudio se aplicaron las técnicas desarrolladas en la primera parte de este trabajo
para llevar a cabo el seguimiento de la poblacion de BA durante la vinificacion de mostos en
dos depdsitos industriales (A y B) realizada en la Cooperativa Vitivinicola de Ontinyent,
situados en la D.O. Valencia. En ambos depositos se realizo la FA que dur6 6 dias; después de
la misma se unificaron los volimenes en un nuevo depdsito C, en el cual permanecié el vino
hasta la realizacion de la FM (para mas detalles de la vinificacion ver apartado de Material y
Me¢étodos 2.7.1). Para llevar a cabo el seguimiento de BA se realiz6 un recuento y aislamiento
de BA cultivables en dos medios MA y GY A, un recuento de BA mediante FISH, empleando
la sonda AABr descrita en la Tabla 6, y las condiciones de permeabilizacion, hibridacion y
visualizacion descritas en los apartados de Material y Métodos 3.2.2, 3.2.3 y 3.2.5. Ademas se
procedio a la identificacion de los aislados crecidos sobre las placas usando las tres técnicas

descritas previamente: FISH, 16S-ARDRA y PCR especifica.

La evolucion de la poblacion total de BA estimada mediante recuento en placa mostrod
que la concentracion de BA en la primera muestra tomada del depdsito A (mosto recién
obtenido) era de 2.10° ufc mL™', mientras que la del depésito B (que correspondia a un mosto
que ya habia iniciado la FA y que tenia una Doy de 1050) era de 8.10* ufc mL™! (Figuras 24
a 26). En ambos casos se aprecidé durante los 2 dias siguientes una disminucion de la
concentracion de BA de aproximadamente tres 6rdenes de magnitud; ello supuso la total
desaparicion de BA en el depésito A y la reduccion hasta valores de 100 ufc mL™" en el B. A
partir del dia 6 los depdsitos A y B se unificaron, por lo que la concentracion de BA
encontrada en la primera muestra del depdsito C era aproximadamente la media de los valores
encontrados en el tltimo muestreo de los depodsitos individuales. A partir de este momento los
recuentos se realizan ademas mediante FISH y BacLight”. Los muestreos realizados en el
depésito C entre los dias 7 y 24 mostraron concentraciones de BA cultivables entre 10' y
10* ufc mL™". Se realizé un trasiego del deposito C el dia 24, lo cual propicié el crecimiento

de BA, que alcanzaron valores de 5. 10* ufc mL" (ver Figuras 24 y 25). Este crecimiento
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posiblemente se debiera a que el oxigeno aportado por el trasiego fue suficiente para que la
poblacion acética de naturaleza aerobica se desarrollase, como ya demostraron que ocurria en
sus estudios Millet y Lonvaud-Funel (2000). Ante el aumento del riesgo de picado acético se
procedié a la adicion de 2 g HL™' de SO, para reducir la poblacion bacteriana. Tres dias
después de la adicion de sulfuroso, se comprobd mediante el kit de viabilidad BacLight™ que
la poblacion de células vivas habia descendido. Las tltimas muestras tomadas 12 dias después
de la adicion de sulfuroso demostraron la ausencia de BA, en las placas de recuento mientras
que por la técnica del BacLight® se detecta una pequefia cantidad (10 céls mL™). Los

recuentos en los dos medios de cultivo empleados resultaron muy semejantes entre si.
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Figura 24. Frecuencia relativa de especies de BA identificadas en el vino y recuento de la

poblacion en medio MA.
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Figura 25. Frecuencia relativa de especies de BA identificadas en el vino y recuento de la

poblaciéon en medio GYA.
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Figura 26. Recuento de células vivas estimadas mediante el kit de viabilidad

BacLight®, y recuento de BA mediante FISH en los estadios finales de vinificacion
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La comparacion de los recuentos realizados por las técnicas de FISH y BaCLight®
demostro que el nimero de células vivas obtenido con el kit de viabilidad es ligeramente
superior al nimero obtenido mediante FISH con la sonda AABEr, esto es debido a que con el
kit de viabilidad las células vivas se tifien de verde si estan vivas, independientemente del
grupo bacteriano al que pertenezcan. A pesar de que se eliminaron del recuento con el kit
BacLight® aquellas morfologias de tipo cocéceo, asi como las morfologias bacilares
dispuestas en cadenas largas, que no son propias de BA, no se puede asegurar que todas las
células contadas representaran unicamente BA (Figura 27). Con la técnica de FISH y usando
la sonda especifica de la familia Acetobacteraceae (AABr) se pudieron contar todas las
células pertenecientes a esta familia, obteniéndose valores superiores al recuento en placa.
Ello se debe a que la técnica FISH permite la deteccion de células viables cultivables y no
cultivables, mientras que por cultivo en placa s6lo se detectan las primeras. Estas diferencias
ya las observaron cuando emplearon la técnica DEFT y el recuento en placa para ver la

evolucion de las BA en un vino Millet y Lonvaud-Funel (2000).

Figura 27. Fotografia de fluorescencia tras la tincién de una muestra de vino con el kit

DEAD/LIVE BacLight®, se pueden apreciar las células muertas en rojo y las vivas en verde

La creencia general es que las BA disminuyen su nimero durante la FA, tal y como
demostraron Joyeux et al., (1984) al estudiar la evolucion de las mismas durante la FA en

vinos blancos de estilo Sauterne. Aunque parece imposible que las BA puedan sobrevivir y
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crecer durante la FA debido a la ausencia de oxigeno, en este trabajo se ha evidenciado que
durante la FA existen concentraciones entre 10* y 10% ufc mL™ de estas bacterias, que pueden
sobrevivir a lo largo de toda la vinificacion, e incluso multiplicarse bajo condiciones
anaerdbicas o semianaerdbicas, tal como demostraron Joyeux et al (1984) al observar que el
numero de BA aumentaba de 20 céls a 3.10% céls mL™ tras el trasiego realizado al final de la

FA, como también ocurri6 en este estudio.

La identificacion de las colonias aparecidas en GYA y MA mediante FISH, 16S-
ARDRA y PCR especifica llevaron a la conclusion de que las especies que aparecian durante
la vinificacion fueron G. oxydans, Ga. hansenii, A. aceti y A. pasteurianus (Tabla 15). Sin
embargo, se encontraron otras colonias que no dieron sefial de hibridacion con ninguna de las
sondas especificas de BA salvo con la de familia Acetobacteraceae (AABr), ni amplificacion
con ninguno de los cebadores a nivel de especie desarrollados en este trabajo. Se demostro
mediante 16S-ARDRA que el perfil de restriccion de un grupo de estos aislados semejante al
que exhibian G. asaii/G. cerinus/G. frateurii, mientras que otro grupo mostraba un perfil que
no estaba recogido en nuestra base de datos. Para resolver la incertidumbre se procedi6 a la
secuenciacion parcial de los genes ribosomales 16S de estos dos grupos de aislados,
obteniéndose como resultado que los aislados del primer grupo pertenecian a la especie G.
frateurii, mientras que los del segundo pertenecian a la especie Acetobacter malorum.

Ninguna de estas dos especies habia sido descrita previamente en vino.
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Tabla 15. Resultados de las identificaciones realizadas mediante FISH, 16S ARDRA y PCR

especifica de los aislados de la vinificacion en la Cooperativa Vitivinicola de Ontinyent.

Di c . Secuenciacion
1as epa FISH PCR especifica 16S-ARDRA
16S
4A, 3A, 14A, 16A,
22A,27A, 1B, 5B, | G. oxydans G. oxydans G. oxydans
2C, 1D
1 5A, 2B, 9B, 2D A. aceti A. aceti A. aceti
6A, 3B, 7B, 8B, 3C | A. pasteurianus | A. pasteurianus A. pasteurianus/ A. pomorum
13A, 1C* - - G. asaii/ G. cerinus/ G. frateurii| G. frateurii
3'A, 16A, 22A G. oxydans G. oxydans G. oxydans
2 12D A. aceti A. aceti A. aceti
20A" - - G. asaii/ G. cerinus/ G. frateurii | G. frateurii
1F, 3F G. oxydans G. oxydans G. oxydans
3
2F, 9F Ga hansenii Ga hansenii Ga hansenii
6M, 8F A. aceti A. aceti A. aceti
5
SF, 7F A. pasteurianus | A. pasteurianus A. pasteurianus/ A. pomorum
1G, 5G', 5G, 7G1, } ) .
6 7G2. TM. 9M A. aceti A. aceti A. aceti
3G, 4G, 5G" A. pasteurianus | A. pasteurianus A. pasteurianus/ A. pomorum
7 2H, IM A. aceti A. aceti A. aceti
6H, 11, 21 G. oxydans G. oxydans G. oxydans
8
SH A. aceti A. aceti A. aceti
3L, 5L G. oxydans G. oxydans G. oxydans
12
8L, 9L A. aceti A. aceti A. aceti
No coincide con ninglin perfil de]
15 12M° -- -- las cepas de referencia usadas en| A.malorum
leste trabajo
1J A. aceti A. aceti A. aceti
20 No coincide con ningin perfil de|
21 - - las cepas de referencia usadas en A. malorum
leste trabajo
21 T22D A. aceti A. aceti A. aceti
10K, 30K G. oxydans G. oxydans G. oxydans
1K, 5K, 6K, 9K, 12K,
13K, 14K, 15K, 16K,
32 ;;E ;gi ;2112’ g;; A. aceti A. aceti A. aceti
26K, 29K, 32K, BZ1,
BZ2,BZ3
11K A. pasteurianus | A. pasteurianus A. pasteurianus/ A. pomorum

2y ® especies identificadas tras secuenciacién del 16S rADN, aunque ° present6 un perfil de

bandas distinto tras la digestion con Alul mediante uso de la técnica 16S-ARDRA
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Cuando se intentaron comparar los porcentajes relativos de especies detectadas durante
la vinificacion directamente por FISH y las especies identificadas tras el aislamiento y
recuento en placa, se observo que durante la FA fue imposible obtener datos fiables de FISH
debido a la gran cantidad de levaduras y materia organica vegetal que impedia la correcta
visualizacion de las diferentes especies de BA. Sin embargo, tras el primer trasiego ya se
pudo monitorizar la evolucion de las poblaciones por FISH, encontrandose una mayor
poblacion de BA por esta técnica que por recuento en placa. Ello puede deberse a que FISH
fue capaz de detectar poblaciones de especies que eran viables pero no cultivables. Por FISH
se detectaron las mismas o mas especies que se identificaron tras el aislamiento en placa, con
la excepcion de G. frateurii y A. malorum para las que no se habian disefiado sondas
especificas.

Se pudo comprobar que existia una evoluciéon de especies a lo largo de la vinificacion;
asi, en el tanque B las especies que aparecian en mosto eran G. oxydans, A. aceti, y en mucha
menor proporcion A. pasteurianus. Tras 24 horas las dos primeras especies aun se detectan y
ademas aparecian Ga. hansenii y G. frateurii; sin embargo, a los dos dias ya no se detectan
BA vivas. En el tanque B, en la primera muestra obtenida (correspondiente a una densidad de
1050, es decir con FA comenzada) se encuentran las especies G. oxydans y Ga. hansenii, esta
ultima en menor proporcion. Al cabo de dos dias estas especies desaparecen y son
reemplazadas por A. aceti y A. pasteurianus, dominando la primera sobre la segunda hacia el
final de la FA. Después de la FA los depoésitos A y B se mezclan en el C y las especies que
aparecen entonces en baja concentracion (50 ufc mL™") son A. aceti, A. malorum y G. oxydans
(Figuras 24 a 26). La primera aumenta su concentracion hasta el dia 24, la adicion de SO, al
dia siguiente provoco la eliminacion total de BA en el vino.

Cuando se comparan las graficas de frecuencia relativa de especies en los medios GYA
y MA encontramos algunas diferencias, por ejemplo A. pasteurianus y G. hansenii se aislan
mayoritariamente en MA, mientras que A. malorum, G. frateurii se aislan preferencialmente
en GYA. Estas diferencias se deberian principalmente a la diferente composicién de estos
medios que contienen manitol (MA) y glucosa (GYA) como fuentes de C y a la preferencia de
las distintas especies por estas fuentes de C. Asi, A. pasteurianus prefiere manitol para
desarrollarse, por lo que se aprecidé un mejor crecimiento en MA, mientras que A. malorum
parecia utilizar mejor la glucosa, por lo que crecia preferentemente en GYA, que es el medio

recomendado por la DSMZ para el crecimiento de esta especie. Por ello, al comparar las
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dinamicas de poblaciones de BA realizadas por diversos autores hay que tener en cuenta que
el medio de cultivo empleado introduce un sesgo en la recuperacion de las especies presentes
en las muestras.

Los resultados sobre la evolucion de BA durante la vinificacion obtenidos en este
trabajo coinciden esencialmente con los publicados por otros autores los cuales describen la
presencia de G. oxydans y Ga. hansenii durante los primeros estadios de la FA y la de A. aceti
a lo largo de toda la vinificacion (Gonzalez et al., 2005; Poblet et al., 2000b). G. oxydans es la
especie de BA principalmente observada en bayas sanas, normalmente en una concentracion
de 10%-10° céls mL™! (Du Toit y Lambrechts, 2002; Joyeux et al., 1984). Esto no es
sorprendente puesto que esta especie prefiere ambientes ricos en azlicares. En investigaciones
realizada en vinos tintos sudafricanos, G. oxydans resulto ser la especie dominante en mostos
de seis fermentaciones de vino comercial, junto con A. pasteurianus y Ga. liquefaciens en
cantidades mucho menores (Du Toit y Lambrechts, 2002). Aunque se creia que G. oxydans
muere rapidamente durante la FA debido a su baja tolerancia al etanol, Drysdale y Fleet
(1985b) encontraron mas de 10* céls mL™" en vino, aunque las concentraciones mas normales
al final de la FA suelen hallarse entre cero y 10% céls mL™" (Du Toit y Lambrechts, 2002;
Joyeux et al., 1984), coincidiendo estas cifras con las encontradas por nosotros. Aunque Du
Toit y Lamberchts (2002) describen que G. oxydans desaparece por completo hacia mitad de
la FA no encontrandose al final de FA, nosotros si la hemos detectado coexistiendo en esta
fase con A. aceti. En este estudio hemos encontrado que A. pasteurianus y A. aceti también
estan presentes en mosto y durante la FA, a pesar de que su preferencia por el etanol como
fuente de C frente a los aztcares (De Ley et al., 1984) explicaria mejor su presencia durante
los estadios tardios de la FA y en el vino (De Vero et al., 2006). Esto si se cumple en el caso
de A. aceti, que si se presenta en vinos acabados pero no A. pasteurianus como se ha dicho
antes, también se ha encontrado en mosto y en fases tempranas de la FA. No es la primera vez
que se detecta esta especie en los primeros momentos de la vinificacion. Otros autores han
detectado la presencia de A. aceti en la pulpa de las uvas, e incluso la han descrito como
especie dominante en mosto y al principio de la fermentacion (Vaughn, 1955; Okafor, 1975)
junto con G. oxydans, Ga. hansenii y A. pasteurianus (Poblet et al., 2000b; Silva et al., 2000).
Nosotros también la hemos detectado en este trabajo aunque en menor proporcién que otras
especies como G. oxydans y A. pasteurianus. Drysdale y Fleet (1989) encontraron que estas

dos ultimas especies podian crecer en conjuncion con S. cerevisiae durante la FA, sin que la
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presencia de la levadura supusiese un obstaculo para su desarrollo. Du Toit y Lambrechts
(2002), Joyeux et al. (1984) y Poblet et al. (2000b) encontraron que A. aceti, A. pasteurianus,
Ga. liquefaciens y, en menor extension Ga. hansenii, empiezan a dominar durante los estadios
medios y finales de la FA, mientras que Drysdale y Fleet, (1985b) encontraron G. oxydans
so6lo al principio de la FA. Estos resultados difieren algo de lo que observamos nosotros en
este trabajo.

Las diferencias entre los diversos autores consultados sobre la localizacion temporal de
las distintas especies a lo largo de la vinificacion pueden explicarse en parte por los diferentes
medios de aislamiento que han utilizado y que, segun se ha demostrado en este trabajo,
propician el crecimiento de un determinado tipo de especies frente a otros (Figuras 24 y 25).
Posiblemente, ¢l empleo de los medios de cultivo MA y GYA ha propiciado la deteccion de
especies que antes no habian sido descritas en vino, como G. frateurii o A. malorum, si bien
también cabe pensar que la utilizacion de técnicas moleculares potentes como 16S-ARDRA o
la secuenciacion, han permitido la identificacion de estas especies que podrian ser parte de las
poblaciones normales de BA en el vino pero cuya identidad no habria podido dilucidarse con
el empleo de metodologias mas cléasicas y de menor capacidad discriminante a nivel de
especie.

Lo que si queda claro es que la presencia de BA durante la FA no es tan rara como
parecia; éstas pueden sobrevivir durante la FA, por lo que es de vital importancia para los
bodegueros mantener el nimero de estas bacterias lo mas bajo posible. Las técnicas de
recuento que hemos desarrollado en este trabajo permiten conocer el nivel de BA en un vino.
Si se detectan niveles bajos de este tipo de bacterias bastaria con hacer uso de sistemas
preventivos, tales como el mantenimiento del vino en ausencia de oxigeno evitando las
camaras de aire, o cubriéndolos con un gas inerte. Si por el contrario, los niveles de BA son
“preocupantes” (>10* céls mL™"), deberia de recurrirse a métodos paliativos como el uso de
SO, (Amerine y Kunkee, 1968). De hecho, el seguimiento de la poblacion de BA en esta
Cooperativa tuvo una aplicacion practica directa, al permitirle al bodeguero conocer el
crecimiento de la poblacion acética a niveles “peligrosos” mucho antes de que se detectasen
defectos sensoriales en el vino o un incremento en la acidez volatil. La adicion de SO, para
detener el desarrollo de las BA le permitio evitar la acetificacion y mantener unos valores de
acidez volatil inferiores a 0.5 g L. Segtin Delfini y Formica, (2001) valores de acidez volatil

superiores a 0.6 g L' ya serian detectables en gusto y olfato.
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4.5.2 Estudio de la dindmica de poblaciones de BL y BA en vinificaciones piloto.

Durante la vendimia de 2002 se realizaron varios ensayos de vinificacion para establecer
la influencia de distintas condiciones enoldgicas sobre la evolucion de las poblaciones

naturales o inoculadas de BL y BA, y sobre el tiempo de inicio y la duracion total de la FML.

La evolucion de la densidad y de la temperatura durante la FA del experimento descrito
en el apartado 3.7.2 y en la Figura 10, se muestra en la Figura 28. En clla se observa el
descenso de la densidad debido a la degradacion de aziicares y formacion de etanol durante la
FA. Como se puede apreciar, la evolucion de la densidad es muy semejante en ambos tanques
T y P, salvo en las medidas realizadas el dia siguiente de la retirada de los hollejos, en las que
se observa una mayor densidad en el tanque P (dia 5). Ello puede ser debido a que, como
consecuencia de la retirada de los hollejos, también se eliminara parte de la microbiota
fermentadora asociada a los mismos y ello enlenteciera la degradacion de los azlcares. Sin
embargo, la velocidad de fermentacion se recuperd rapidamente en los siguientes dias, siendo
muy similar en ambos tipos de tratamiento. Se puede observar en la grafica de la Figura 28
que la maceracion total o parcial no afect6 a la marcha de la FA, con la salvedad ya
comentada, que acaba casi al mismo tiempo en los dos tipos de experimentos. También se
produce un ligero descenso en la temperatura de aproximadamente 3°C en los tanques de
maceracion parcial el dia posterior a la eliminacién de los hollejos (dia 5), debido a que la
retirada de los mismos supone una pérdida de calor. Sin embargo, posteriormente la evolucion

de la temperatura es similar en ambos tanques, al igual que ocurre con la densidad.
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Figura 28. Representacion de la evolucion de la densidad y la temperatura durante la FA de los

tanques T (maceracion total) y P (maceracion parcial).

e Recuento de BA

Los recuentos en placa (medio MA) de las poblaciones mostraron que la poblacion
acética era bastante elevada en mosto (5.10° ufc mL™' ver Figura 29), pero durante la FA ésta
descendi6 hasta cero, tanto en el caso de maceracion parcial con los hollejos como de
maceracion total. Una vez finalizada la FA no se volvieron a detectar BA en ninguna de las
condiciones ensayadas. Los resultados fueron semejantes en los dos tanques analizados (7 y
8). Los valores de los recuentos en placa se compararon con los recuentos de hibridacién in

situ mediante el uso de la sonda general para Acetobacteraceae (AABr). Mediante FISH se
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obtuvieron valores de 7.107 céls mL™' en mosto, valor superior al recuento en placa debido a
que aquellas bacterias no viables pero ain vivas son capaces de dar sefial de hibridacion
(Amann et al, 1995), como ya se coment6 anteriormente. A mitad de FA los valores fueron de
5.10° céls mL™" y cercanos a 0 (<10 céls mL™") al final de la misma, no volviéndose a detectar
BA durante el resto de la vinificacién en ninguna de las condiciones ensayadas. Estos

resultados concuerdan con los obtenidos por recuento en placa.

1,00E-+09
Bacterias acéticas
<+ 1O0EHE A ——7PH
g —=—7FL
B ooE+07 {Mosto
o 5 7TH
T | 0E+6 - i 7N
7 —e7TL
1,00E+05 - MFA
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1,00EH3 7PN
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1O0EHIZ 4 7P TN
7T 7PL 7TL
1,00E+01 A FFA MEM? MEM® FEM
1,00E+HI0 . . . ——— : o . ——
0 4 g 12 16 20 2 = 32 40 4

Dias
Figura 29. Resultados de los recuentos de BA obtenido mediante recuento en placa durante el
proceso de vinificacion en planta piloto del INCAVI en Reus. Se encuentra representado tinicamente
el tanque 7, debido a que los resultados fueron los mismos en el tanque 8. MFA: Mitad de
fermentacion alcohodlica, FFA: Final de fermentacion alcohdlica, MMF®: Mitad de fermentacion
malolactica en el vino inoculado, MME®: Mitad de fermentacion malolactica en el resto de vinos,
FFM®: Final de la fermentacion malolactica en el vino inoculado, FFM®: Final de la fermentacion

malolactica en el resto de vinos

Los resultados resultaron ser los mismos para las dos réplicas (tanques 7 y 8).

La identificacion mediante 16S-ARDRA de colonias obtenidas en placa a partir de las
muestras obtenidas durante la fermentacion, mostré que la especie mayoritaria en mosto era
G. oxydans, como ya habian descrito previamente Joyeux et al, (1984), mientras que durante
la FA A. aceti aumenta su proporcion a expensas de G. oxydans, coexistiendo ambas en
proporciones parecidas hasta su desaparicion al final de la FA. Estos resultados coincidieron
con los obtenidos mediante FISH a partir de muestras de mosto o vino analizadas

directamente con sondas especificas (Figura 30).
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La presencia de G. oxydans en etapas avanzadas de la FA ¢ incluso en vinos ya acabados
ya se habia descrito en el experimento del apartado anterior, ¢ igualmente ha sido puesta de

manifiesto por otros autores (Joyeux et al, 1984, Gonzalez et al., 2006).
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Figura 30. Composicion relativa de las especies de BA durante la vinificacion de los tanques 7, 8,
y sus derivados durante su vinificacion. Datos obtenidos mediante la técnica FISH y el empleo de

sondas de BA especificas.
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e Recuento de BL

Del mismo modo que para las BA, se realizo el seguimiento de poblaciones de BL en

placas de medios de cultivo MRSm y MLO (ver Figura 31).
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Figura 31. Representacion de la evolucion de BL cultivables durante el proceso de vinificacion
de los tanques 7, 8 y sus derivados realizado en el INCAVI en Reus. Datos obtenidos a partir del

medio MLO. El significado de las abreviaturas se explica en el pie de la Figura 29.

El desarrollo de la poblacion lactica es semejante en los depdsitos 7PN, 7PL, 7TN, 7TL y
en sus réplicas (8PN, 8PL, 8TL), aunque en 8TN el crecimiento de la poblacién es algo mas

lento y no alcanza poblaciones tan elevadas como en los otros casos. En aquellos depositos en
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los que se adicionaron cultivos comerciales 7TN’, y 8TN’, el crecimiento en la poblacion
lactica se adelant6 una semana, lo que tuvo como efecto el adelanto en 13 dias el final de la
FML, como se puede apreciar en la Figura 32. Aqui también se puede apreciar que entre los
depdsitos no inoculados, en los que mas adelantada esta la FML son 8PN, 8PL, 7TL (< 0.5 g
L de 4c. malico residual a los 35 dias), en segundo lugar 7PL y 7TN (< 1 g L"), en tercer
lugar 7PN (1.5 1 g L"), en cuarto lugar 8TN (2.2 g L") y en quinto lugar 8TL (2.6 gL™).
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Figura 32. Representacion de la evolucion del acido malico durante el proceso de vinificacion de

los tanques 7, 8 y sus derivados realizado en el INCAVI en Reus.

La identificacion de las colonias aparecidas en placa mediante el uso de sondas

especificas indicod que todas ellas pertenecian a la especie O. oeni.
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El seguimiento de BL mediante FISH directamente en los vinos, utilizando sondas de
deteccion de las especies normalmente descritas en vino, mostrd que la especie responsable de
llevar a cabo la FML fue O. oeni (ver Figura 33), tanto en las vinificaciones inoculadas con la
cepa comercial Lactobacter (O. oeni) como en las vinificaciones con FML espontanea. No se
detect6 ninguna otra especie durante todo el periodo analizado. Estos resultados concuerdan
con los obtenidos a partir la identificacion de los aislados en placa, confirmando de esta

manera la validez de la técnica de FISH para el seguimiento de las poblaciones de BL.

.| Grupo de O. oeni

Pareja de O. oeni

Figura 33. Hibridacion de una muestra de vino al final de la FML con la sonda Ooeni marcada

con fluoresceina.

En el medio MRSm no se obtuvo ningtn tipo de crecimiento. La razén de ello es que O.
oeni crece muy mal en este medio debido a que tiene un pH de 6.5 y a que contiene glucosa
como fuente de C, mientras que el medio MLO tiene un pH de 4.8, fructosa y glucosa, y
ademas zumo de tomate, que es una fuente de acido pantoténico (vitamina BS5). El pH
demasiado alto y la ausencia de fructosa en el MRSm y de la vitamina explican la ausencia de
crecimiento de esta especie en este medio, que es mas adecuado para la recuperacion de
especies de Lactobacillus, Pediococcus y Leuconostoc. La ausencia de colonias
pertenecientes a estos grupos en MRSm significo que éstas no existian en las muestras, como
también se evidencié por FISH. La razon de que O. oeni crezca mejor en medios con fructosa,
como el MLO, es porque esta especie transforma este azucar en manitol y con esta reaccion
reoxidan el NAD(P)H, que producen durante su metabolismo, aumentando de esta manera el
nivel intracelular de cofactores oxidados, lo que se traduce en un mejor crecimiento (Maicas

et al., 2002). Por otra parte, O. 0eni requiere de varios factores de crecimiento, entre los que
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se encuentra acido pantoténico (Garvie, 1967), presente en el zumo de tomate que contiene el
MLO. Ademas, O. oeni es un microorganismo acidéfilo cuyo pH optimo es 4.8, por lo que el

pH del MRSm le dificulta el crecimiento.

Como se puede apreciar no parece existir relacion entre el tiempo que tarda en iniciarse y
completarse la FML y el tiempo de maceracion con hollejos. Tampoco la presencia o ausencia
de las lias durante la FML parece tener influencia. Sin embargo, si ha podido demostrarse que
la inoculacion de los vinos con el cultivo comercial Lactobacter si ha tenido influencia sobre
el momento de inicio y la duracion total de la FML, y sobre el grado de degradacion del acido
malico. Asi, podemos apreciar que el descenso del acido malico se adelant6 13 dias en los
tanques 7TN’ y 8TN’. Este adelanto, se corresponde con el desarrollo temprano de la cepa
comercial Lactobacter, que es la responsable de la FML. En el resto de tanques se aprecia que
la rapidez y el grado de degradaciéon de 4cido madlico estdn relacionadas con las
concentraciones de O. oeni autéctonos, que alcanzan poblaciones méaximas de 1.10% ufc mL™
en la mayoria de los casos. La FML tarda en completarse 13 dias mds, como minimo, en

aquellos tanques que no han sido inoculados (Figura 32)

El resultado mas sorprendente de este trabajo ha sido el aislamiento exclusivo de O. oeni,
cuando normalmente a lo largo de toda la vinificacién aparecen otras especies pertenecientes
a otros géneros (Lactobacillus, Leuconostoc o Pediococcus) (Riberéau-Gayon et al., 2000).
Ello puede deberse a que las vinificaciones se realizaron en una planta piloto, en pequefios
volumenes y con equipamiento y modo de operar muy distintos a los que se encuentran en
condiciones industriales. La mayor limpieza de los equipos y el control mas cuidadoso del
proceso pueden explicar esta menor diversidad de especies.

Aunque se han descrito varias especies responsables de realizar la FML en vinos (L.
plantarum, L. casei, Pediococcus parvulus y Oenococcus oeni) (Edwards y Jensen, 1992;
Davis et al., 1986b; Izuagbe et al, 1985; Juhasz, 1994; Kosseva et al, 1998; Patarata et al,
1994; Sieiro et al, 1990), en general es O. oeni la BL mejor adaptada para llevar a cabo este
proceso en las condiciones propias del vino (bajos niveles de nutrientes, bajos pH y elevadas
concentraciones de etanol del vino) (Kunkee, 1991; Wibowo et al., 1985), y por ello es la que
mas frecuentemente se aisla durante la FML. Esto se encuentra en concordancia con los
resultados obtenidos en nuestros experimentos ya que el tinico microorganismo aislado tanto
en los tanques inoculados como en los que se produjo fermentacion espontanea fue O. oeni.

El crecimiento de O. 0eni en vino es un proceso complejo y presenta distintas fases durante la
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FA, FML y conservacion tras la FML (Davis et al, 1986). En vinos tintos se pueden necesitar
desde varias semanas a meses para obtener el nimero apropiado de células capaces de
degradar de manera eficiente el dcido malico presente. Por ello, se ha generalizado el uso de
cultivos malolacticos que permiten acelerar este proceso y realizarlo con bacterias de
metabolismo conocido por lo que se disminuyen los riesgos de que se produzcan compuestos
no deseables, como las aminas bidgenas.

En este estudio se aplicaron en paralelo las técnicas de FISH y recuento en placa para
observar la evolucion de las especies de BA y BL a lo largo de la vinificacion. Los resultados
resultaron semejantes, con la diferencia de que los recuentos fueron mayores en el caso del
FISH, como ya apreciamos en el apartado anterior. Cuando se us6 FISH para la identificacion
de las colonias de BA aisladas sobre placas y se compar6 el resultado obtenido con los de las
otras dos técnicas utilizadas (16-ARDRA en el caso de de BA y PCR especifica en el caso de
BL), se obtuvieron los mismos resultados.

Por todo ello, podemos afirmar que FISH es una técnica lo suficientemente potente como
para ser utilizada para conocer el estado microbiologico de los vinos, de una forma rapida y

fiable y ademas es una tecnologia cuya transferencia a la bodega es relativamente facil.

4.5.3 Estudio de la evolucion de las poblaciones de BL y BA en vinificaciones de

laboratorio con distintas concentraciones de SO,

Se llevo a cabo un estudio para ver como afectaba la adicion de distintas concentraciones
de SO,, aplicado en forma de K,S,0s, a la dinamica de las poblaciones de BA y BL en
vinificaciones de laboratorio. Para ello, se empled la metodologia descrita en el apartado

3.7.3.

El pH inicial del mosto de Tempranillo fue de 3.49, la densidad inicial de 1094 y la acidez
inicial de 5.62 g L' expresada en 4cido tartarico. El descubado se produjo el dia octavo a una
densidad de 994 el pH entre 3.6-3.68 y la acidez total tras el descubado fue de 6 g L™ para el
control, 6.37 g L' para 140 mg L de sulfuroso y 6.9 g L™ para 300 mg L' de K»S,0s. La
evolucion de la temperatura (°C) y de la densidad a lo largo de la vinificacion del mosto

control se muestra en la Figura 34.
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Figura 34. Evolucién de la densidad y la temperatura durante la vinificacién mosto control.

Como se puede apreciar la temperatura es bastante uniforme a lo largo de toda la
vinificacién, variando en apenas 1°C. No se esperaban aumentos importantes de temperatura,
aunque esto es lo que sucede en condiciones industriales cuando no se controla este
parametro, debido a que la vinificacion se realizo en pequefios voliimenes en el laboratorio,
por lo que el calor generado por la actividad metabolica de las levaduras rapidamente se
difundié al medio ambiente, manteniéndose la temperatura bastante estable. La densidad
disminuye lentamente durante los 4 primeros dias pero luego experimenta un descenso mucho
mas rapido como consecuencia de la elevada concentracion de levaduras, que se han
desarrollado durante los primeros dias (datos no mostrados por no ser objeto de este trabajo el

seguimiento de las levaduras).

Las poblaciones viables de BL y BA se evaluaron mediante siembra en placa de las
muestras recogidas, de acuerdo con lo descrito en el apartado 2.1.2 de Material y Métodos, y
las cepas aisladas sobre estas placas se identificaron mediante 16S-ARDRA y FISH. En
ninguno de los muestreos realizados se aislaron BL. Sin embargo, si que se aislaron BA tanto
en el medio propio de este grupo (MA) como en los medios de aislamiento de BL (MRSm y
MLO). Como se observd que los recuentos de BA en los medios destinados a BL eran
ligeramente superiores a los del medio MA, se utilizaron los datos obtenidos sobre estos
medios para describir la evolucion de las BA durante las vinificaciones en laboratorio. En
paralelo, también se realiz6 un seguimiento directamente de las muestras fermentadas

mediante FISH de la poblacion global de BA, utilizando para ello la sonda AABr.
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En las Figuras 35 y 36 se puede apreciar la evolucion de las poblaciones viables de BA
obtenidas en los medios MRSm y MLO. Como los resultados de los recuentos obtenidos en
ambos medios difieren ligeramente, siendo algo superiores en el segundo, se va a describir la
evolucion de las BA cultivables utilizando los recuentos obtenidos en MLO. En el vino
control se observa que durante el primer dia la poblacion de BA experimenta un ligero y corto
aumento. Sin embargo desde ese momento la poblacion va disminuyendo, primero lentamente
hasta el 4° dia y luego bruscamente (casi 3 6rdenes de magnitud) hasta el 7° dia, en el que se
encuentran concentraciones de 5.10° a 2.10° ufc mL"' (segin el medio de cultivo
considerado). Tras 22 dias desde el comienzo del experimento, se detectan concentraciones
residuales de 1.10% ufc mL™, lo que nos informa de que bajos niveles de estas bacterias son
capaces de resistir en vino tras la FA, como ya se observd que ocurria durante las
vinificaciones industriales descritas en el apartado 3.5.1. Las pequeias variaciones en las
concentraciones de BA observadas al comparar las Figuras 35 y 36 son consecuencia de
variaciones de recuperacion de células en los medios MRSm y MLO, observandose en
general mayores concentraciones de colonias sobre éste tltimo, como ya hemos comentado.
La razon que explique los recuentos mas elevados en MLO puede ser el que éste es un medio
mas rico en nutrientes y de pH mas bajo que el MRSm, por lo presenta mejores condiciones
para el desarrollo de las bacterias en general y particularmente de las acidofilas como las BA.

La dinamica poblacional del mosto control se correlaciona perfectamente con la
evolucion de la fermentacidon, la cual podemos deducir a partir de las variaciones en la
densidad. Durante los 4 primeros dias la tasa de fermentacion es baja, y por ello la formacion
de etanol y de CO, también, estos bajos niveles de etanol y CO; no parecen tener un efecto
demasiado negativo sobre la poblacion de BA, ya que la concentracion de las mismas al cabo
de 4 dias de iniciada la FA es muy similar a la encontrada en mosto (=10° ufc mL™"). Desde el
cuarto al séptimo dia la tasa de fermentacion se multiplica por 2.4 veces respecto a la de los 4
primeros dias, coincidiendo este intervalo con la fermentacion tumultuosa. En este periodo se
consigue la maxima produccion de etanol y de CO; a partir de la fermentacion de los azlcares
por las levaduras, que estan en su maxima concentracion (datos no mostrados). Estas
condiciones de anaerobiosis y de alta concentracion de etanol propiciaron la disminucién
brusca de la poblacion de BA pero no su total desaparicion. Durante el periodo comprendido
entre el séptimo y el vigésimo segundo dia la fermentacion estd practicamente paralizada

como lo demuestra la pequefia variacion de la densidad; es decir los azlcares se han agotado y
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por ello los incrementos de etanol y CO, son muy pequeios, por lo que las BA que han
logrado resistir hasta el séptimo dia se mantienen en baja concentracion. Por tanto, este
experimento nos muestra exclusivamente el efecto de la fermentacion alcohdlica sobre las
BA. En los otros dos experimentos en los que se trabaja con dos concentraciones diferentes de
K,S,0s se aprecia un descenso mas pronunciado de la poblacion de BA durante los 4 primeros
dias de la FA, sin embargo este descenso se acentua en el intervalo entre el cuarto y el
séptimo dia, al igual que ocurre con el experimento control, aunque de forma mas brusca que
en éste y proporcional a la dosis de metabisulfito empleada. Esto es particularmente visible en
la vinificacion tratada con 300 mg L' de K3S,0s. En las muestras correspondientes al dia 22
ya no se detecté ninguna BA en los vinos a los que se le adiciond metabisulfito, mientras que

, . . . 2 -1 .
todavia existian en muy baja concentracion 1.10° ufc mL™ en el vino control.

-115-



Resultados y discusion

LOOE+DE

——0mgl —W—140mgl —k—300mgl FISH Control sonda &4Br

1,00E+15

L,OOE+D4

1,00E+HT3

1,00E+12

1,00EH1

1,00E-+10

Dias

Figura 35 Evolucion de BA en las vinificaciones realizadas con distintas dosis de K,S,0s. En el
eje de ordenadas las unidades representan céls mL™ para FISH realizado en vino control, y ucf mL

para el resto de lineas que describen los recuento en medio MRSm.
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Figura 36. Evolucion de BA en las vinificaciones realizadas con distintas dosis de K,S,0s. En el eje
de ordenadas las unidades representan céls mL™"' para FISH realizado en vino control, y ucf mL™' para

el resto de lineas que describen los recuento en medio MLO.
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Al haber partido de un mosto inicial idéntico, procedente de la misma variedad de uva y
prensada en las mismas condiciones, se demuestra que las diferencias en las evoluciones
mostradas por las BA son debidas a las diferentes concentraciones de K,S,0s empleadas. El
SO, formado a partir del metabisulfito tiene un efecto bactericida, que viene a sumarse al
efecto nocivo del incremento del etanol y de la progresiva anaerobiosis. Este efecto es mas
lento de lo que cabria esperar, ya que 7 dias tras su adicion, aun se detectan BA, incluso a
concentraciones de metabisulfito de 300 mg L™.

Cuando se comparan los resultados obtenidos por recuento en placa y los obtenidos
mediante el uso de FISH aplicado directamente a las muestras de vinificacion, se observa que
los recuentos son siempre mayores con FISH, aunque las diferencias entre ambos recuentos
son mucho mas elevadas a partir del 7° dia. Millet y Lonvaud-Funel (2000) también
apreciaron que las diferencias de recuento empleando recuentos en placa y epifluorescencia
directa (DEFT) se acentuaban con el tiempo transcurrido desde la inoculacion de las BA en
vino. La técnica de recuento directo (DEFT) distingue entre microorganismos activos o
inactivos basandose en la capacidad que tienen microorganismos metabdlicamente activos (de
hidrolizar un sustrato produciendo asi fluorescencia detectable por microscopia de
fluorescencia). Estos autores aplicaron ambas técnicas para establecer la viabilidad de las
bacterias tras la FML y posterior sulfitado del vino, encontrando una reduccion notablemente
mayor de las bacterias capaces de desarrollarse sobre placas que de las bacterias vivas
fluorescentes. La explicacion que ellos dan a este hecho es que el sulfitado afecta mucho més
a la capacidad de crecer a las células que a su capacidad para mantenerse viables. Esto es lo
que nosotros observamos cuando comparamos los recuentos de viables con el recuento por
FISH, técnica que se basa en la cantidad de ARNTr existente en la célula diana de la sonda
desarrollada. Cuanto menor es esa cantidad la célula estd metabdlicamente menos activa, por
consiguiente menor es la sefial de hibridacion fluorescente y menor el recuento de células
viables.

El recuento y la posterior identificacion (mediante 16S ARDRA y FISH) de las diferentes
colonias aparecidas en placa permitieron establecer el efecto del metabisulfito sobre las
diferentes especies de BA. Los resultados de los recuentos obtenidos en MRSm y MLO se
presentan en la Figura 37. Lo primero que llama la atencion al comparar las graficas de
recuentos en MRSm y MLO correspondientes a las mismas condiciones, es que, ademas de

obtenerse recuentos mas elevados, también se evidencia una mayor diversidad de especies en
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este ultimo. Asi mientras que sobre MLO se encontraron cuatro especies: Ga. hansenii, G.
oxydans, A. aceti y A. pasteurianus, sobre MRSm solo las tres primeras. Ademas, las
concentraciones de cada una de ellas en los distintos momentos son aproximadamente un
orden de magnitud mayor en MLO. La razén de los recuentos mas elevados puede ser el que
es un medio mas rico en nutrientes y de pH mas bajo que el MRSm, por lo presenta mejores
condiciones para el desarrollo de las bacterias en general y particularmente de las acidofilas
como las BA. Por esta razon, se comenta la evolucion de especies sometidas a distintas
concentraciones de K;,S,0s basdndonos en los datos obtenidos sobre MLO. En el experimento
control, al cual no se habia adicionado K,S,0s las especies presentes en mosto son G.
oxydans, A. aceti, y Ga. hansenii en orden decrecientes de concentraciones. Las dos especies
de Gluconobacter experimentan un ligero aumento de su nimero, que dura 1 dia en el caso de
G. oxydans, y 4 en el caso de Ga. hansenii, para sufrir posteriormente un descenso importante
que se prolonga hasta el final de la FA. Posteriormente, esta tendencia a la disminucioén
contintla, aunque mas moderada en el caso de G. oxydans, de manera que al final del
experimento se encuentran valores de unas 50 ufc mL™ de esta especie, mientras que no se
detectan células cultivables de Ga. hansenii. A. aceti, que se presenta en elevada
concentracion en mosto, sufre una disminucion continua a lo largo de toda la vinificacion,
aunque a dia 22 todavia se detectan concentraciones residuales de 1.10* ufc mL”. Como se
deduce de lo anterior, el comportamiento de estas especies es diferente, asi mientras que las
especies de Gluconobacter presentan una cierta capacidad de desarrollarse durante los
primeros momentos de la vinificacion, no ocurre lo mismo con A. aceti cuya poblacion se
reduce rapidamente. La posible explicacion de este comportamiento diferencial puede hallarse
en el hecho de que las especies del género Gluconobacter tienen mayor capacidad de
utilizacion de los azlcares que Acetobacter, que utiliza preferencialmente el etanol, como ya
se comentd en el apartado 3.5.1, por lo que tienen condiciones mas ventajosas de crecimiento
hasta que existen azucares en el medio. Una vez agotados los azicares Ga. hansenii
desaparece por completo, mientras que quedan poblaciones residuales de 50 ufc mL"' de G.
oxydans. Aunque segin Joyeux et al., (1984), es dificil aislar especies del género
Gluconobacter en vinos, probablemente debido a la elevada sensibilidad frente al etanol, en
este trabajo se ha aislado un nimero bastante elevado de cepas de G. oxydans al final de la
FA. Esta especie ha sido identificada previamente como especie predominante en uvas sanas

por Joyeux et al., (1984) y Drysdale y Fleet (1988). A. aceti muestra un desarrollo moderado
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tras la FA, de manera que pasa de no ser detectable a valores de aproximadamente 10* ufc
mL™". El hecho de que no se hayan detectado colonias cultivables desde el final de la FA hasta
el dia 22, no significa que no existan estas bacterias en estado viable pero no cultivable, a la
espera de condiciones que les permitan la recuperacion de su capacidad de multiplicarse.
Millet y Lonvaud-Funel (2000) ya demostraron este comportamiento de las BA en un vino
cual se le proporcioné aireacion, siendo este factor el que permitid la recuperacion del estado
cultivable de las células. Se detectaron bajos niveles de A. pasteurianus durante la
fermentacion tumultuosa, posiblemente esta especie estaba presente en las muestras de inicio
de FA pero su presencia no fue detectada en las muestras porque las diluciones utilizadas para
hacer los recuentos fueron demasiado altas para ‘“cazar” especies presentes en baja
concentracion. Esta explicacion se apoya en el hecho de que A. pasteurianus si se ha puesto
de manifiesto en los primeros dias de las vinificaciones con K;S,0s, en los resultados
correspondientes al apartado 3.5.1 en los que se muestra la presencia de esta especie en
mostos y durante la FA, y en lo descrito por otros autores que también la encuentran en los

primeros dias de la FA (Lafon-Lafourcade, 1983).

En las vinificaciones realizadas con K,S,0s aparecen las mismas especies que en la
fermentacion realizada sin este compuesto, sin embargo la evolucion de las mismas es algo
diferente, sobre todo durante los primeros dias de la FA. Asi, durante los primeros 4 dias no
se aprecia aumento de las poblaciones de G. oxydans ni de Ga. hansenii, sino mas bien una
estabilizacion de las mismas en el caso de 140 mg L' de K>S,0s5, 0 una franca disminucioén en
el de 300 mg L. A. aceti también sufre una disminucion mas drastica que la de las otras
especies en presencia de metabisulfito, por lo que parece mas sensible a este producto. Este
comportamiento concuerda con el que describen Swings et al., (1992) y Gonzélez et al.,
(2005).

La adicion de metabisulfito en las dos concentraciones ensayadas impide el crecimiento
de BA en fases tardias de la vinificacion, no detectandose ningln tipo cultivable en las

ultimas muestras de los experimentos (22 dias).

La evolucion de las especies deducida a partir del medio MRSm muestra una tendencia
semejante a la observada en MLO, aunque las concentraciones obtenidas para casi todas las

especies crecidas son menores.
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Figura 37. Evolucion de las especies de BA a lo largo de la FA de mostos tratados con diferentes

concentraciones de K»S,05 (140 y 300 mg L'l).

La seleccion de las dosis adecuadas de SO, para prevenir el picado acético en el vino,

siempre son objeto de controversia debido a que el SO, puede encontrarse en vino en forma

libre y en forma combinada, siendo diferentes los efectos antisépticos de ambas formas. La

forma libre consiste en SO, molecular, bisulfato e iones sulfito; la forma molecular es la mas

activa en términos antimicrobianos, pero a los pH normales del vino s6lo un 5% de SO, libre

se encuentra en forma molecular (Ribéreau-Gayon et al., 2000). La fracciéon combinada

depende de la presencia en el vino de sustancias capaces de unirse este producto, como

acetaldehido y otros compuestos cetonicos. Por ello, la misma dosis de SO, afiadida a vinos

diferentes puede tener distintas capacidades protectoras. Se ha demostrado que las BA pueden
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crecer en vino conteniendo 20 mg L de SO, libre (Joyeux et al 1984), de manera que los
niveles de SO, utilizados normalmente en vino no siempre son capaces de inhibir estas
bacterias (Drysdale y Fleet, 1988; Watanabe y Lino, 1984). Drysdale y Fleet (1988)
encontraron que se necesita mas de 100 mg L' de SO, total para inhibir el crecimiento de
especies de Acetobacter en mosto e incluso se ha descrito que niveles mucho mas altos (250
mg L) de SO, libre no fueron suficientes para eliminar completamente las BA de barricas de

madera (Wilker y Dharmadhikari, 1997).
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Discusién general

El interés por conocer la microbiota asociada al proceso de vinificacion ha sido de gran
interés para los investigadores durante los Ultimos 30 afios. Se han desarrollado muchas
metodologias que han ayudado a esclarecer qué especies existen, cuales son sus dindmicas
poblacionales y qué consecuencia tienen éstas sobre las caracteristicas del vino.

La identificacion de la microbiota propia de la elaboracién de los vinos usando métodos
tradicionales, basados en el estudio de las caracteristicas bioquimicas y fisiolégicas de los
microorganismos, es laboriosa y no siempre lleva a resultados claros y fiables. La
incorporacion de sistemas miniaturizados (APl 50 CHL) para la identificacion de estos
microorganismos facilité el trabajo, pero no mejord la imprecision de las identificaciones
(Jensen y Edwards, 1991; Pardo et al., 1988, Riberéau-Gayon et al., 2000). Posteriormente, se
introdujeron métodos de biologia molecular que han permitido mejorar notablemente el grado
de precision en las identificaciones y han permitido también el desarrollo de métodos de
deteccion molecular.

No todos los métodos moleculares desarrollados tienen las mismas aplicaciones, asi
mientras unos son (tiles para la deteccion directa de microorganismos diana en un sustrato,
otros sirven para la identificacion a nivel de especie, y otros para la discriminacion a nivel de
cepa. Para una mayor informacion sobre este tema se recomienda la relectura del apartado

15.1 de la Introduccién.

En este trabajo se ha pretendido desarrollar herramientas que permitan
fundamentalmente la deteccion y la identificacién de BL y BA del entorno enoldgico. Las
técnicas desarrolladas para la deteccion han sido FISH y PCR especifica, pero también se han
usado para la identificacién de colonias aisladas a partir de muestras de vinificacion. La
técnica 16S-ARDRA, ya utilizada previamente por otros autores para la identificacion de BL
y BA del vino (Gonzélez et al., 2005a Poblet et al., 2006; Rodas et al., 2003; Rodas et al.,
2005; Ruiz et al., 2000), se ha utilizado también en este trabajo como instrumento de
validacion de las otras dos técnicas desarrolladas. La concordancia en la identificacion
obtenida con las tres técnicas nos permite asegurar la fiabilidad de los resultados obtenidos
por FISH y PCR especifica. Estas dos Ultimas técnicas son muy Utiles para la deteccion de
especies “diana” durante la vinificacion, y desde ese punto de vista muchos autores han
desarrollado sistemas de PCR especifica para la deteccion de especies alterantes del vino,
tales como Brettanomyces bruxellensis y Pediococcus damnosus (Contreras et al., 2008;

Delaerche et al., 2004; Gindreau et al., 2001; Ibeas et al., 1996). Aunque existen menos
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trabajos, también algunos autores han desarrollado técnicas de FISH para la deteccién de
levaduras (Stender et al., 2001) y de BL de origen enoldgico, siendo estas Ultimas técnicas las
presentadas en este trabajo y en un articulo publicadas previamente (Blasco et al., 2003). La
técnica de FISH se revela como una de las mas prometedoras porque permite identificar y
cuantificar simultneamente varias especies directamente del vino, y ademas es una

tecnologia perfectamente trasladable a bodega porque requiere un equipamiento minimo.

Las ventajas de la técnica de FISH sobre las técnicas de cultivo convencionales para la
enumeracion y deteccion de BL y BA son: a) rapida obtencion de resultados cuantitativos,
aproximadamente en 6 horas, al no requerirse el aislamiento a partir de las muestras; b)
amplio rango de deteccién, tan amplio como el nimero de sondas utilizadas contra las
especies diana; c) la posibilidad de detecciones simultaneas de diferentes especies en la
misma muestra y d) bajo coste relativo por experimento que oscila entre 0.45 a 3.0 € por
muestra, dependiendo del nimero simultaneo de muestras procesadas. La rapidez y sencillez
de esta técnica la hace util para el seguimiento de las poblaciones de bacterias alterantes
durante el proceso de produccion del vino y permiten la rapida toma de medidas de control de
estas poblaciones antes de que los efectos del crecimiento de las mismas de lugar a cambios
organolépticos perceptibles. La pérdida de tiempo en la aplicacién de un remedio marca la
diferencia entre el éxito de la correccion y la ruina del vino obtenido. Las técnicas de FISH no
solamente sirven para el seguimiento de las especies alterantes sino también para estimar la
probabilidad de que se realice la FML por bacterias malolacticas autoctonas o para

monitorizar la evolucién de un cultivo seleccionado.

Otros autores han aplicado las técnicas de FISH para el seguimiento de BL en otros
entornos diferentes del vino pero relacionados con la fabricacion de alimentos. Asi por
ejemplo, se han empleado para identificar poblaciones de BL en cultivos iniciadores usados
para la fabricacién de productos lacteos (Matte-Tailliez et al., 2001; Olsen et al., 2007) y en
alimentos tales como leche, queso y carne (Cocolin et al., 2007; Matte-Tailliez et al., 2001).
Sin embargo, no se conoce ninguna publicacién anterior a este trabajo en el que se haya
abordado el desarrollo de estas técnicas para estudiar la evolucién de las bacterias del vino

con la excepcién del publicado por nosotros (Blasco et al., 2003).

Cuando las técnicas de FISH o PCR especifica se aplican a la identificacion de las

colonias aparecidas sobre placas de aislamientos podemos simplificar la obtencion de
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resultados sobre la evolucién de poblaciones cultivables de distintas especies. Ello se debe a
gue la identificacion mediante el método 16S-ARDRA es algo mas largo y complejo.
Ademas, se ha demostrado en este trabajo que los resultados obtenidos con cualquiera de

estas tres técnicas son semejantes.

Sin embargo, es interesante que los estudiosos de la microbiota del vino dispongan de
varias metodologias para la identificacion y cuantificacion entre las que puedan elegir en
funcion de los objetivos que persigan y del equipamiento y presupuesto del que dispongan, ya
que no es lo mismo trabajar con la infraestructura de una bodega que con la de laboratorio de
investigacién, ni tampoco son semejantes los objetivos que se persiguen en diferentes
estudios. Ademas, aunque las técnicas de deteccion de FISH y PCR especifica tengan la
ventaja de la rapidez en la obtencidn de resultados, tienen como principal limitacion el que no
pueden detectar aquellas especies para las que no se han desarrollado “dianas” por
desconocimiento de su existencia previa en el sustrato objeto de estudio. Ademas la PCR
especifica no permite cuantificacion, a menos que se trate de una PCR a tiempo real. Para
obviar estos problemas, es Util el aislamiento en placa, que nos permite el recuento y la
identificacion de los microorganismos viables existentes en la muestra mediante técnicas
como 16S-ARDRA o secuenciacion. En nuestro caso ocurrié que gracias al aislamiento en
placa de las muestras industriales se encontraron las especies G. frateurii y A. malorum que
previamente no se habian descrito en vino. A. malorum se encontré por primera vez en
manzanas podridas (Cleenwerck et al., 2002) mientras que G. frateurii se aisl6 inicialmente

de fresas (Moonmangmee et al., 2000).

Como se ha visto a lo largo de este trabajo las técnicas de FISH, PCR especifica, y 16S-
ARDRA se pueden aplicar a aislados de muestras naturales, tanto para controlar la evolucién
de las poblaciones de BL y BA a lo largo de una vinificacién, como para conocer los efectos
de distintas condiciones enoldgicas sobre las poblaciones de BL o BA. En el trabajo
presentado se ha demostrado que la técnica mas apropiada para estos objetivos seria FISH
directa sobre mosto o vino, ya que permite la deteccion de las especies y el recuento de las
células vivas, reduciendo el esfuerzo y el tiempo necesarios para la obtencion de resultados,

sin reducir la fiabilidad, tal y como se ha demostrado.

La comparacién de las dindmicas de poblaciones de BA que hemos llevado a cabo en este

trabajo nos mostro G. oxydans se encontraba a lo largo de toda la vinificacion, especialmente
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al principio que es el momento donde mas abundan los azlcares que son su fuente de C
preferidas, pero también en vinos acabados y trasegados aunque en bajas concentraciones. La
otra especie de BA que aparecia en todas las vinificaciones analizadas es A. aceti. Esta
especie se encontraba en mosto en concentraciones mas bajas que G. oxydans y durante la FA
su concentracion disminuia aunque su proporcion relativa con G. oxydans se incrementaba.
En vinos acabados son las dos Unicas especies que se han encontrado. Ga. hansenii y A.
pasteurianus solo se han detectado en vinificaciones industriales, principalmente durante los
primeros dias de la FA pero también al final de la misma. También se encontraron en
vinificaciones industriales dos especies no descritas previamente en vinos, G. frateurii en los
primeros momentos la FA y A. malorum en vinos trasegados, ambas dos en bajas

proporciones respecto a otras especies de BA.

Como se ha demostrado en este trabajo el medio de cultivo empleado para hacer los
aislamientos de muestras de vinificacion influye tanto en el nimero como en la diversidad de
especies obtenidas en las placas por lo que es dificil comparar los resultados publicados por
diferentes laboratorios. En vinificaciones a escala de planta piloto y laboratorio la eliminacion
de BA mediante el uso de SO, se consigue con mucha mayor eficacia, posiblemente porque
las condiciones que potencian su combinacion con otras sustancias o su eliminaciéon por
arrastre de CO, son mucho menos acusadas que en condiciones industriales. Se ha observado
que el efecto antiséptico del SO, no es instantdneo y que tarda varios dias en disminuir la
poblacion de las BA capaces de crecer. Sin embargo, por FISH y BacLight® se ha demostrado
que quedan concentraciones de células viables no cultivables bastante mayores de aquellas
que son capaces de desarrollarse en placa. Estas poblaciones pueden retornar a su estado
cultivable cuando encuentran condiciones adecuadas, oxigeno o reducidos niveles de SO,

(Millet y Lonvaud-Funel 2000), pudiendo dar lugar a la acetificacion de los vinos.

La aplicacién de FISH y PCR especifica para el seguimiento de BL mostré Gnicamente la
presencia de O. oeni en las vinificaciones en planta piloto (Resultados y discusion 3.5.2) pero
no en las de laboratorio (Resultados y discusion 3.5.3). Aunque carecemos de datos de
evolucién de BL en condiciones industriales, era de esperar, como en el caso de las BA, que
en estas Ultimas condiciones hubiéramos encontrado una mayor diversidad, como efecto del

mayor volumen vinificado y del distinto nivel de asepsia utilizado en la vinificacion.
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Se desarrollaron con éxito sondas marcadas con fluorocromos que resultaron especificas para la
identificacion de 13 especies de bacterias lacticas ademas del género Leuconostoc y 5 bacterias
acéticas ademas de una sonda general para identificar bacterias pertenecientes a la familia

Acetobacteraceae.

Las sondas funcionaron perfectamente en la identificacion y cuantificacion de bacterias tanto

acéticas como lacticas provenientes de cultivos puros o mixtos y muestras de mosto y vino.

Se pudieron realizar detecciones maltiples en una misma muestra debido al uso de sondas

marcadas con diferentes fluorocromos.

El uso de hibridacién en filtro permitié utilizar diferentes volimenes a filtrar para ajustar a

concentraciones de células apropiadas para el recuento.

Hemos aplicado con éxito la técnica de 16S-ARDRA para la identificacion de BA a nivel de
especie. Obtuvimos perfiles de bandas exclusivos para todas las especies testadas con la excepcion
del par A. pasteurianus / A. pomorum y el grupo Ga. xylinus, Ga europaeus, Ga. oboediens y Ga.

intermedius.

Los cebadores disefiados y empleados en nuestro trabajo para la deteccion e identificacion de
bacterias pertenecientes a la familia de Acetobacteraceae, fueron efectivos y fiables y se pudieron

aplicar en el andlisis de aislados del vino y muestras de éste.

Todas las técnicas desarrolladas en este trabajo consumen mucho menos tiempo que otras para

distinguir entre especies como la hibridacion AND-ADN o la secuenciacién del 16S rADN.
La utilidad de las técnicas fue comprobada usando todas las técnicas para identificar los

aislados del vino; éstas concordaron en los resultados de identificacion, y se probé asi que eran

adecuadas para nuestros propositos.
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G. oxydans fue la especie de bacteria acética dominante al principio de las vinificaciones y A.
aceti fue la especie dominante al final en todas las fermentaciones, se detectaron y aislaron algunas

colonias de esta Gltima especie capaces de permanecer hasta el final de la fermentacién.

Fuimos capaces de enumerar mediante FISH y detectar mediante nested PCR las BA sin
necesidad de cultivo previo, lo cual hace posible detectar la presencia de células viables no
cultivables, acortando asi el tiempo para aplicar medidas preventivas para evitar que el vino se

estropee.

Se han encontrado aislados en vinos no descritos previamente en este gracias al uso de

aislamiento en placa y secuenciacion.

Las técnicas resultaron econdmicamente abordables desde el punto de vista de una bodega, con

lo cual su aplicacion real es eficiente.
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Anexo

Anexo |

Medios de cultivo para BL

La concentracion de los componentes de los medios de cultivo esta expresada para un
litro de volumen final. Ambos medios fueron utilizados tanto para el crecimiento rutinario de
bacterias como para su aislamiento (en este caso el medio fue suplementado con 1 mg mL™ de
natamicina, a fin de evitar el desarrollo de levaduras también presentes en las muestras).

MRS (descrito por De Man et al., 1960) adicionando 0.5 g L™ de L-cisteina HCI
(MRSm) para lactobacilos, pediococos y leuconostocs.

MLO (Caspritz y Radler, 1983)

MLO pH48

Triptona 10g
Extracto de levadura 5¢g
Glucosa 10g
Fructosa 59
Citrato diamonico 259
Tween 80 1mL
Cisteina clorhidrato 059
Solucion de sales” 10 mL
Zumo de tomate 300 mL
Agua hasta 1l L

“: Preparacion de 5 g L™ de MnSO, més 20 g L™ de MgSO,

Esta receta es para medio liquido En la preparacion de medio sélido se recomienda
esterilizar por separado el agar (concentracion final en placa 20 g L™) en 500 mL de agua en
una botella de 1 L con pececillo y el resto de componentes en el volumen de liquido restante,

a fin de evitar la hidrélisis del agar debida al bajo pH.

- 159 -



Anexo

Medios de cultivo para BA

Manitol Agar (MA)

Extracto de levadura 5¢
Peptona 30
Manitol 259
Agar 15¢
Agua destilada hastalL

Medio de carbonato célcico (GYA)

Glucosa 109
Extracto de levadura 10¢
CaCO3 209
Agar 15¢
Agua destilada hasta 1 L
RAE

Glucosa 409
Peptona 109
Extracto de levadura 109
Acido citrico - H,0 159
NaHPO, - 2 H,0O 3.38¢
Acido acético glacial 10 mL
Etanol absoluto 10 mL
Agua destilada hasta 1 L

pH final 3.8 (no hace falta ajustarlo)
En relacion al medio RAE, ambos medios liquido y solido fueron preparados

autoclavando todos los componentes sin la adicién del acido acético glacial y el etanol. El
acido acético y el etanol fueron esterilizados previamente mediante filtracién usando filtros de
teflon de 0.22 um de tamafio de poro.

En la preparacion de medio sélido se empleé el sistema de doble capa, la capa inferior

contenia una concentracion de agar al 0.5% mientras que la capa superior contenia el 1%.
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Acetobacter europaeus Medium (G.

europ Medio)

Glucosa 50
Peptona 39
Extracto de levadura 29
Acido acético 40 mL
Etanol absoluto 30 mL
Agua destilada hastalL

El medio se prepara del mismo modo que el anteriormente descrito RAE.
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