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RESUMEN

El vino es una bebida obtenida por fermentacion del mosto de uva. Durante la
fermentacion participan las levaduras y las bacterias lacticas que son responsables de la
fermentacion alcohdlica y malolactica, respectivamente. La fermentacion alcohdlica
consiste fundamentalmente en la transformacion de los azucares del mosto en etanol y
CO,, mientras que la fermentacion maloléctica consiste en la conversién de &cido
malico, propio del mosto, en &cido lactico y CO,. De todas las especies de bacterias
lacticas relacionadas con la vinificacion, Oenococcus oeni es la responsable
generalmente de la FML, ello se debe a que es la que mejor tolera las condiciones
estresantes del vino. Por esta razon, es la especie que més se utiliza para la fabricacion
de cultivos malolécticos. Los objetivos de esta tesis han sido estimar la diversidad
intraespecifica de la especie O. oeni, determinar si existen o no diferencias entre
aislados procedentes de mosto y vino, evaluar la existencia de relaciones entre
caracteristicas fenotipicas/tecnolégicas y gendmicas, seleccionar adecuadas cepas
malolécticas y determinar el comportamiento de diferentes tipos de cepas frente al
estrés. Para ello, se han evaluado las capacidades de 104 aislados para fermentar
diferentes carbohidratos, hidrolizar la arginina, producir exopolisacaridos, degradar
acidos organicos, producir aminas bidgenas, y se ha determinado la existencia de
enzimas como f-glicosidasas, B-glucanasas, celulasas, esterasas, lipasas y tanasas en los
mismos. También se han estudiado sus capacidades tecnolégicas mediante la evaluacion
del crecimiento en vino tinto natural y en vino sintético a diferentes valores de pH,
diferentes concentraciones de etanol y de SO,. A nivel molecular se han tipificado los
aislados mediante RAPD y VNTR, se han secuenciado parcialmente sus genes rpoB y
rpoC y se ha investigado la presencia/ausencia de 16 marcadores moleculares en los
mismos. A nivel transcriptomico se han estimado los niveles de expresion de los genes
cfa, clpP, ctsR, hsp18, rmlbB y txrA, que se han descrito relacionados con la respuesta
al estrés frente al pH, etanol y SO,. Cuando se consideran las caracteristicas fenotipicas,
tecnoldgicas y gendmicas conjuntamente, se observa que los 104 aislados constituyen
104 cepas diferentes y que el indice de diversidad D encontrado en este conjunto de
cepas es de 1, el maximo posible. Se ha observado que a nivel fenotipico existen
diferencias importantes entre cepas aisladas de mosto y de vino, pero sobre todo a nivel
tecnoldgico. No se han encontrado relaciones claras entre las caracteristicas

fenotipicas/tecnolégicas y gendmicas, aunque si se observan ciertas tendencias entre la



presencia de algunas caracteristicas genomicas y el origen de las cepas (mosto 0 vino),
asi como entre esto Ultimo y la presencia de ciertas actividades enzimaticas.

De un total de 104 aislados se han seleccionado las cepas 205A, 229 y 504 como las
mas adecuadas para ser utilizadas como cultivos malolacticos, ya que son capaces de
sobrevivir y crecer en vino tinto, degradan eficaz y rapidamente el &cido malico, estas
cepas son incapaces de producir aminas bidgenas y presentan actividades enzimaéticas
de interés, tales como B-glicosidasa, B-glucanasa y celulasa; ademéas la cepa 504 es
capaz de resistir a valores bajos de (pH 2.9) y altos niveles de etanol (15 %) y SO, (60
mg/L), mientras que las otras dos muestran resistencias intermedias a estos Gltimas
caracteristicas. Se han observado diferentes comportamientos en la expresion de genes
de estrés entre cepas aisladas de diferentes momentos de la vinificacion, y entre cepas
resistentes y sensibles. El Unico gen que se sobreexpresa significativamente, es el hsp18

en condiciones de estrés por etanol y por bajo pH.

Palabras clave: Oenococcus oeni, crecimiento, resistencia, diversidad, fermentacion de
carbohidratos, arginina, exopolisacaridos, acido malico, acido citrico, &cido tartarico,
aminas bidgenas, B-glucanasa, lipasa, B-glicosidasa, celulasa, tanasa, esterasa, etanol,
pH, SO,, RAPD, VNTR, rpoB, rpoC, marcadores, expresion de genes, cfa, clpP, ctsR,
hsp18, rmlbB y txrA.
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Introduccién

1.1 Composicion quimica del mosto y procesos de vinificacion

La vinificacion es el conjunto de operaciones puestas en practica para transformar el
jugo 0 mosto de uva en vino. En la composicion quimica del mosto de uva encontramos
azUcares, acidos orgénicos, aminoacidos, vitaminas, sales minerales, etc. EI mosto de
uva es un medio muy rico que contiene todos los nutrientes que permiten el crecimiento
de muchos microorganismos.

Los azUcares se presentan en una concentracion elevada, alrededor de 250 g/L (Cabanis
y col., 2000), aunque esta concentracion depende de la localizacion geogréfica del
vifiedo. Asi, las uvas recolectadas en paises meridionales, con mayor grado de
insolacion, presentan incluso cantidades superiores, mientras que las uvas de paises
septentrionales donde hay menos horas de sol y menor temperatura presentan
concentraciones mas bajas. Los principales azucares son la D-glucosa y la D-fructosa
que constituyen practicamente la totalidad de azUcares del mosto y los que se presentan
en una proporcién mucho menor son la sacarosa, la D-manosa, la D-galactosa, y las
pentosas L-arabinosa y D-ribosa. En general, los vinos tintos tienen mas cantidad de
azucares que los vinos blancos (Ribéreau-Gayon y col., 2000). Esto se debe
fundamentalmente a que las uvas tintas se recolectan con un grado de madurez mas
elevado que las blancas y por ello presentan un contenido en azlcares mas alto. Los
acidos organicos se presentan en el mosto en concentraciones variables en funcién de la
procedencia geografica de las uvas: mayor concentracion en mostos de paises frios y
menor en las de paises célidos. Los més abundantes son el acido tartéarico (3.5-7.4 g/L),
el malico (0.7-8.6 g/L), y el &cido citrico (0.1-0.9 g/L) (Cabanis y col., 2000). Otros
acidos que estan presentes en el mosto, aunque a muy bajas concentraciones, son acido
a-cetoglutérico, acido fumarico, acido oxalico y &cido ascorbico. La cantidad de acidos
presentes en el mosto van a determinar en gran medida su valor de pH, que suele variar
entre 3.2 y 3.8, aunque debido al cambio climatico, en Espafia se han encontrado valores
de pH excepcionalmente altos en las Ultimas vendimias (pH 4). Los principales
compuestos nitrogenados presentes en el mosto son los aminoécidos libres o en forma
de péptidos o proteinas. EI mosto contiene alrededor de 20 aminoacidos diferentes, que
constituyen el 28-39 % de los componentes nitrogenados en vinos tintos y blancos,
respectivamente (Rapp y Versini, 1991). Durante la maduracién de las uvas, el
contenido de aminoacidos se incrementa, alcanzando el 90 % del nitrogeno total en el
mosto de las uvas de mesa. La prolina y la arginina son los aminoacidos mas

importantes en el mosto (30-65 % del contenido total de aminoacidos) (Pretorius, 2000).
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Otros componentes que estan presentes en el mosto son los polifenoles, responsables de
propiedades tales como el color (antocianos en mostos tintos y flavonoles en mostos
blancos) y el sabor (catequinas responsables de la astringencia y del amargor). Las
vitaminas presentes en el mosto son la vitamina C (&cido ascérbico) que es la méas
abundante (30-50 mg/L), vitaminas del complejo B (B1, B2, B3, B5, B6, B7, B8, B9y
B12) y la vitamina P (flavonoides). Los minerales o elementos minerales mas
abundantes en el mosto son: K*, PO,*, Mg, Ca**, Na" y Si*"" SO,% y CI, los menos
abundantes son: Fe®*, Mn?*, zn**, AI**, Cu®*, Ni¥*, Li*, Mo*, Co®* y V**, y los que
estan presentes en cantidades trazas son: Pb®*, As®*, Cd**, Se**, Hg* y Pt**, Bre I
(Moreno y Peinado, 2010).

El proceso de vinificacion comienza con la vendimia de las uvas. Tras la vendimia y
una vez llegadas las uvas a la bodega, éstas se despalillan, es decir se desproveen del
raspén y se estrujan. El estrujado consiste en la ruptura del hollejo de la uva para que se
libere el zumo y tiene como objetivo poner en contacto el zumo con las partes solidas de
la uva (pieles u hollejos). Ello facilita la disolucién de los pigmentos y los compuestos
aromaticos que hay en los hollejos y permite la colonizacion del zumo por las levaduras
y otros microorganismos (bacterias y hongos) que hay en la superficie del grano. Tras el
estrujado, el destino de la “pasta” (mezcla de mosto y partes solidas) es diferente en
funcién de que se elaboren vinos tintos o blancos. Los primeros requieren del contacto
con los hollejos a fin de que los pigmentos rojos (antocianos) difundan al mosto durante
un proceso denominado maceracion, mientras que los vinos blancos no necesitan esta
maceracion previa, por lo que la uva se prensa inmediatamente tras el estrujado,
separandose de esta manera la parte solida de la liquida. En la vinificacion en tinto,
durante la fase de maceracion se produce la fermentacion alcoholica, llevada a cabo por
las levaduras, fundamentalmente por la especie Saccharomyces cerevisiae. En el caso
de los mostos blancos esta fermentacion alcohélica empieza tras el prensado. En ambos
tipos de vinos, la fermentacion alcoholica acaba cuando todo el azlcar del mosto se
transforma en etanol. Una vez que esto ocurre, las levaduras se van depositando por
gravedad al fondo del depdsito de fermentacidn, y son eliminadas en el proceso
denominado trasiego, en el cual la fraccion clara del vino se separa de la fraccion turbia
cargada de microorganismos y que en el argot enoldgico se denomina “heces”. Este
trasiego se vuelve a repetir meses mas tarde, ya que con el tiempo sedimentan las
particulas y microorganismos menos pesados y el vino adquiere la transparencia

necesaria para ser comercializado. De la composicion quimica del mosto se deduce que
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se trata de un medio rico, y contiene todos los nutrientes que permiten el crecimiento de
microorganismos capaces de tolerar el bajo pH del mismo: las levaduras, bacterias
lacticas y bacterias acéticas. Las levaduras son las principales protagonistas de la
vinificacion ya que son responsables de la fermentacion alcoholica (FA), las bacterias
lacticas participan en una fermentacion secundaria que tiene lugar en algunos vinos y
que se llama fermentacion malolactica (FML) y las bacterias acéticas dan lugar a la

acetificacién o avinagramiento del vino al trasformar el etanol en &cido acético.

1.2 Las bacterias lacticas: caracteristicas generales y especies asociadas a la
vinificacion

Las bacterias lacticas (BL) no constituyen un grupo con significado taxonémico propio,
sino que es un término que agrupa a especies que tienen en comun la produccién de
acido lactico a partir de azucares (Ercolini y col., 2001; Jay, 2000; Holzapfel y col.,
2001; Konig y Frohlich, 2009; Vos y col., 2011). Segun Axelsson (1998) son bacterias
Gram-positivas con una composicion de bases G+C de ADN inferior al 50 %, no
formadoras de esporas, catalasa negativas, no poseedoras de citocromos, anaerobias
facultativas, tolerantes al acido y estrictamente fermentativas, siendo el acido lactico el
principal metabolito obtenido a partir de las hexosas, a las que pueden fermentar via
homofermentativa y heterofermentativa. La morfologia celular de este grupo varia entre
bacilar, cocacea o formas intermedias y las células suelen agruparse en parejas, cadenas
mas o menos largas o tétradas. Las BL poseen una muy limitada capacidad para
sintetizar aminoacidos, vitaminas del grupo B y bases purinicas y pirimidicas, por lo
que requieren de su presencia en el habitat en el que viven o en los medios de cultivo en
las que se desarrollan (Axelsson, 1998; Jay, 2000). Esta incapacidad para fabricar
factores de crecimiento explica el que se aislen siempre de habitats ricos en nutrientes,
como carnes Yy pescados. Y otros como zumos de fruta o extractos de cereales y bebidas
fermentadas, derivadas de los mismos: cerveza o vino.

De los 33 géneros reconocidos como BL, solamente 22 especies pertenecientes a los
géneros Lactobacillus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus y Weisella se han
Aislado de mostos y vinos, siendo O. oeni una de las mas importantes por su papel

tecnoldgico durante la FML (Tabla 1).
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Tabla 1. Especies de BL presentes en mostos y vinos

Género Especie

Lb. brevis, Lb. buchneri, Lb. casei, Lb. curvatus, Lb.
delbrueckii, Lb. diolivorans, Lb. fermentum, Lb. fructivorans,
Lb. hilgardii, Lb. jensenii, Lb. kunkeei, Lb. mali, Lb. nagelii,
Lb. paracasei, Lb. plantarum, Lb. vini

Lactobacillus

Pediococcus P. pentosaceus, P. parvulus, P. damnosus
Leuconostoc L. mesenteroides
Oenococcus O. oeni

Weisella W. paramesenteroides

1.2.1 Metabolismo de los compuestos del mosto por las BL

Los azulcares del mosto son el principal sustrato a partir del cual las BL obtienen la
energia que necesitan, siendo catabolizados por via fermentativa (Kandler, 1983). Las
BL pueden exhibir dos tipos de metabolismo respecto a las hexosas: homofermentativo
y heterofermentativo.

La fermentacion homofermentativa se caracteriza por la formacién de fructosa-1,6-diP
(FDP) a partir de las hexosas, la cual se escinde mediante la FDP aldolasa en
dihidroxiacetona-P (DHAP) y en gliceraldehido-3-P (GAP) (Figura 1A). La GAP se
convierte en finalmente en piruvato y éste se transforma en 4cido lactico mediante una
lactato deshidrogenasa que permite la reoxidacion del NAD" que se genera en la
transformacion del GAP en 1,3 difosfoglicerato. El balance de esta ruta supone que por
cada mol de hexosa consumida se forman dos moles de &cido lactico y 2 de ATP. Las
bacterias homofermentadoras son incapaces de fermentar pentosas.

Las BL heterofermentativas estrictas carecen de los enzimas glucosa 6-P isomerasa y
FDP aldolasa y por lo tanto la glucosa-6-P se oxida a 6-fosfogluconato, que sufre una
reduccion y una descarboxilacion para transformarse en ribulosa 5-P, que
posteriormente se epimeriza para producir xilulosa-5-P. Ademas de por la ausencia de la
enzima glucosa 6-P isomerasa ésta ruta se caracteriza por la presencia de fosfocetolasa
que escinde la xilulosa-5-P en GAP vy acetil-P. Por ello, la ruta heterofermentativa se
conoce comunmente como la ruta fosfocetolasa (PK) o del 6-fosfogluconato (Figura
1B).
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Figura 1. A: Fermentacion homofermentativa de la glucosa. 1: hexoquinasa; 2:
glucosa-fosfato isomerasa; 3: fosfofructoquinasa; 4: fructosa-1,6-difosfato
aldolasa; 5: gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa; 6: 3-fosfato-glicerato
quinasa; 7: fosfoglicerato mutasa; 8: enolasa; 9: piruvato quinasa; 10: lactato
deshidrogenasa.

B: Fermentacion heterofermentativa de la glucosa. 1: hexoquinasa; 2: glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa; 3: 6-fosfo-gluconato deshidrogenasa; 4: ribulosa-3-fosfato
isomerasa; 5: xilulosa 5-fosfato fosfocetolasa; 6: acetaldehido deshidrogenasa; 7:
alcohol deshidrogenasa; 8: piruvato quinasa; 9: lactato deshidrogenasa; 10: acetato
quinasa.
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El GAP da lugar a lactato, mientras que el acetil-P puede reducirse hasta etanol o
transformarse en acetato con la consiguiente generacion de ATP. EIl que el acetil-P se
transforme en uno u otro producto depende fundamentalmente de la relacion
NAD'/NADH que exista en la célula. El balance de esta ruta es, por cada mol de hexosa
consumida se forma 1 mol de lactato, 1 mol diéxido de carbono, 1 mol ATP (o dos si el
Acetil-P se transforma en acetato) y 1 mol de etanol o de acetato. Si se forma etanol la
reoxidacion del NADH est4 asegurada, mientras que si se forma acetato habria un
déficit de NAD", que comprometera esta ruta, a menos que haya otros mecanismos
complementarios de reoxidacion del NADH. Las bacterias lacticas que presentan la via

heterofermentativa pueden fermentar tanto las hexosas como las pentosas.

Las BL también pueden transformar los &cidos orgéanicos presentes en el mosto o en el
vino, jugando estas transformaciones un importante papel en el metabolismo energético
de estas bacterias (Radler y Brohl, 1984). Como ya se ha comentado, los principales
acidos organicos presentes en mostos son el &cido tartarico, el malico, y el citrico. De
éstos los més frecuentemente metabolizados por BL son el &cido mélico y citrico. La
utilizacion de estos acidos por las BL provoca muchos y muy diversos cambios que
pueden mejorar las propiedades organolépticas del vino. El acido tartarico a pesar de
encontrase mayoritariamente en el vino es degradado con mucha menor frecuencia por
las BL.

La composicién aminoacidica del mosto y del vino tiene una importante implicacion
sobre la calidad y seguridad del vino resultante, ademas de condicionar el desarrollo de
numerosas especies que son auxotrofas para algunos aminoacidos, como Oenococcus
oeni y Leuconostoc paramesenteroides (syn. Weissella paramesenteroides) (Garvie,
1967a). El catabolismo de los aminoécidos tiene lugar a través de cinco tipos de
enzimas: aminotransferasas, descarboxilasas, dehidratasas, liasas y desaminasas, que
convierten los aminoacidos en un conjunto de compuestos que van a influir en las
caracteristicas organolépticas del vino. Ademas, algunos de estos enzimas como las
desaminasas y alguna descarboxilasa pueden dar lugar a compuestos toxicos,
perjudiciales para la salud humana (aminas bidgenas y carbamato de etilo) (Lonvaud-
Funel, 1999; Ribéreau-Gayon y col., 2000; Lonvaud Funel, 2001; Sudrez e ifiigo, 2004;
Vincenzini y col., 2009).
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1.2.2 Actividades beneficiosas y perjudiciales de las BL en vinificacion

Las capacidades metabolicas de las BL que se desarrollan en un vino tienen importantes
consecuencias en las caracteristicas finales del mismo, como ya se ha apuntado antes.
Algunas de estas consecuencias son positivas, como las que provoca la FML, la cual se
hablara extensamente mas adelante, y algunas negativas, como el picado lactico. La
naturaleza de las transformaciones de las BL del vino va a depender de la especie que
las lleve a cabo, del sustrato que se utilice y del momento de la vinificacion en el que se
desarrolle la bacteria.

Entre las alteraciones que las BL pueden ocasionar en el vino estan el picado lactico, la
vuelta manitica, el ahilado o grasa, el amargor, la vuelta tartarica y aquellas que
provocan la desviacion del patron aromético propio del vino debida a la sintesis de
compuestos que confieren olor a mantequilla, orina de ratén, a cuadra o caballo y a
geranio.

El “picado lactico” se produce por el desarrollo de bacterias lacticas cuando todavia
existe una alta cantidad de azUcares en el mosto de fermentacion, como ocurre cuando
tiene lugar una parada en la fermentacion alcohdlica. En estos casos las BL catabolizan
via homofermentativa o heterofermentativa (en funcion de la especie presente) los
azlcares, dando lugar a en elevados niveles de acido lactico y de &cido acético (si la
bacteria que se desarrolla es heterofermentativa). Supone un incremento tanto de la
acidez total como de la acidez volatil del vino.

La alteracion denominada “vuelta manitica” consiste en la transformacion de la fructosa
presente en el mosto en manitol, lo que confiere al vino un gusto agridulce. La llevan a
cabo las bacterias lacticas heterofermentativas.

El “ahilado” o “grasa” del vino se produce como consecuencia del desarrollo de ciertas
cepas de las especies Pediococcus damnosus, P. dextrinicus, Leuconostoc
mesenteroides, Lactobacillus brevis, Lb. hilgardii, Lb. collinoides. Algunas cepas de
estas especies tienen capacidad de formar polisacaridos extracelulares, que aumentan la
viscosidad del vino y le confieren un aspecto denso u oleoso (Ribéreau-Gayon y col,
2000).

La alteracién denominada “amargor”, se produce a consecuencia de la transformacion
del glicerol, formado por las levaduras, en acroleina la cual al combinarse con los
polifenoles del vino, ocasiona un intenso sabor amargo. Es comdn en vinos con
elevados pH y con elevada carga microbiana, siendo Lb. brevis, Lb. cellobiosus, P.

parvulus y L. mesenteroides las responsables (Sauvageot y col., 2000).
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La “vuelta tartarica”, se produce como consecuencia del metabolismo del &cido tartarico
que da lugar a acido lactico, acido acético y CO,. Las principales responsables de esta
alteracion son algunas cepas de las especies Lb. plantarum y Lb. brevis (Henick-Kling
y col., 1989). Las rutas de degradacion de este acido son diferentes segln la especie de
BL de la que se trate (Radler y Yannissis 1972), pero sea cual sea ésta, se produce una
pérdida de acidez fija, y un incremento de la acidez volatil, haciendo que los vinos
tengan un sabor avinagrado y sin carécter y tengan un aspecto turbio.

La presencia de diacetilo en los vinos puede ser beneficiosa o perjudicial en funcion de
la concentracidn en la que se halle. Si esta por encima del nivel de deteccion, los vinos
presentan un excesivo aroma a mantequilla y se considera una alteracion. El diacetilo
proviene del metabolismo del &cido citrico y del piruvato, que es un intermediario de
muchas reacciones metabdlicas. Dado que el &cido citrico es frecuentemente degradado
por las BL, se prefiere que las cepas que se utilizan para promover la FML degraden
solo parcialmente este &cido (Bartowsky y Pretorius, 2009). Normalmente esta
alteracion estd asociada al crecimiento de Lb. hilgardi, Lb. brevis, P. damnosus y O.
oeni (Fornachon y col., 1968; Saguir y col., 2009; Ruiz y col., 2012).

El “olor a ratdn” es una alteracion organoléptica que confiere a los vinos un
desagradable olor a orina de ratén o a acetamida. Este olor es consecuencia de la
formacion de varios isémeros del 2-acetiltetrahidropiridina. El “olor a cuadra”,
“caballo”, “animal” o “sudor” se produce por la sintesis de compuestos fenolicos
volatiles, como 4-etilguayacol, 4-vinilfenol, 4-etilfenol y 4-vinilguayacol. Aunque la
principal causante de estos compuestos es la levadura Brettanomyces bruxellensis,
varios autores han descrito la produccion de 4-etilguayacol y 4-etilfenol por cepas de
Lb. brevis, Lb. plantarum, Lb. cellobiosus y P. pentosaceus (Cavin y col., 1993;
Chatonnet y col., 1997; Couto y col., 2006).

La alteracion denominada “olor a geranio” consiste en que el vino presenta un
desagradable olor semejante al que se produce el cortar las hojas del geranio. Este
defecto esta relacionado con el metabolismo del &cido sérbico por ciertas especies de
bacterias lacticas. El acido sorbico se afiade al vino como conservante y puede ser
reducido a sorbinol por ciertas bacterias lacticas como O. oeni y algunos lactobacilos
heterofermentativos. El sorbinol se condensa con el etanol para formar una sustancia
que es la productora del olor a geranio (Sponholz, 1993).

Ademas de producir estas transformaciones que afectan directamente a la calidad del

vino, algunas BL son capaces de transformar los aminoacidos en aminas bidgenas y en
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carbamato de etilo, que son compuestos toxicos para el hombre (Herraiz, 1993). De
todas las aminas producidas por las BL la de mayor relevancia es la histamina, ya que es
la que provoca los efectos toxicologicos méas graves: dolor de cabeza, hipotension
arterial, palpitaciones, picor, asma enrojecimiento facial, e incluso vomitos y diarrea
(Landete y col., 2005).

1.2.3 Factores que influencian el crecimiento de BL en vino

Los principales factores fisicoquimicos que afectan el desarrollo de las BL en vino son:
el etanol, el pH, el anhidrido sulfuroso y la temperatura (Volschenk y col., 2006).

El etanol desestabiliza la membrana citoplasmatica al insertarse en la parte hidrofoba de
la doble capa lipidica. Ademas, también altera diversos procesos como la replicacién del
ADN, actividades enzimaticas, transporte de metabolitos y sintesis de peptidoglucanos
(Guzzo y Desroche, 2009). Todo ello provoca una disminucion progresiva y lineal de su
tasa de crecimiento segun aumenta la concentracién del mismo durante la FA (Britz y
Tracey 1990; Capucho y San Roméao 1994; Teixeira y col., 2002; Garcia-Alegria y col.,
2004). La especie de BL del vino més resistente al etanol es O. oeni (Bravo-Ferrada y
col., 2011), aunque también algunas cepas de otras especies, como Lb. brevis. Lb.
fructivorans y Lb. hilgardii se han mostrado capaces de crecer en vinos fortificados de
alto contenido alcohdlico (Ribéreau-Gayon y col., 2006).

Otro factor limitante del crecimiento de las bacterias lacticas es el pH del vino. Aunque
las bacterias lacticas del vino tienen pH 6ptimos de crecimiento superiores a los que se
encuentran en el vino, son capaces de desarrollarse en ellos, aunque con menores tasas
de crecimiento. El efecto sobre el crecimiento de las BL depende no solo del pH
extracelular, sino también de la naturaleza de los acidos presentes en el medio
(McDonald y col., 1990). El limite inferior tolerado varia segun las especies, lo que
hace que el pH tenga un caracter selectivo sobre los microorganismos presentes en el
vino (Wibowo y col., 1985).

El SO, reacciona con diversos constituyentes celulares de las BL provocando la
inhibicion del crecimiento e incluso la muerte por inhibicion de la ATPasa de la
membrana celular (Carreté y col., 2002), ademas de otros efectos. EI SO, en encuentra
en el vino tanto en forma libre como en forma combinada, hallandose ambas formas en
equilibrio. La forma que presenta una actividad antimicrobiana mas elevada es el libre
(SO, molecular), mientras que el combinado muestra una actividad entre 5 y 10 veces

inferior al libre (Lafon-Lafourcade y Peynaud 1974). Lafon-Lafourcade y col., 1974
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encontraron que los cocos son mas resistentes al SO, que los bacilos, aunque el nivel de
resistencia es cepa dependiente (Ribéreau-Gayon y col., 2006).

La temperatura influye tanto en la velocidad de crecimiento de las bacterias como en la
duracién de la fase de latencia. Ademas de actuar por si misma puede acentuar el efecto
toxico del SO, y del etanol (Bauer y Dicks, 2004). Aunque las BL aisladas del vino
pueden crecer en un rango entre 15 y 45 °C, dependiendo de las especies, el rango
Optimo de temperatura de crecimiento en medios de laboratorio estd entre 20 y 30 °C,
sin embargo el rango 6ptimo en el vino es més bajo. La temperatura ideal para el
crecimiento de O. oeni en el vino y para llevar a cabo la FML esté entre los 20 y 25 °C,
dependiendo de la cepa estudiada (Britz y Tracey, 1990).

Ademaés de los factores fisicoquimicos, las interacciones microbianas entre levaduras y
BL y entre diversas especies/cepas de BL entre si, afectan al crecimiento y la dindmica
de las poblaciones bacterianas. Respecto al primer tipo de interaccién, las levaduras
inhiben el crecimiento de las BL porque compiten a nivel nutricional por los nutrientes
basicos del mosto (azucares y moléculas nitrogenadas y porque las levaduras producen
metabolitos toxicos para las BL, entre ellos, etanol, acidos grasos de cadena media
(Lonvaud-Funel y col., 1988; Fleet, 2003), péptidos y proteinas (Dick y col., 1992) y en
algunos casos SO,. Sin embargo, cuando las levaduras mueren y se lisan tras la FA
liberan aminoacidos, péptidos, proteinas, vitaminas y carbohidratos, que son nutrientes
que estimulan el crecimiento de las BL del vino (Fornachon, 1968; Feuillat y col., 1977;
Charpentier y Feuillat, 1993; Guilloux-Benatier y Feuillat, 1993; Guilloux-Benatier y
col., 1995; Alexandre y col., 2004). Respecto a las interacciones bacteria-bacteria, se ha
demostrado que algunas BL del vino son capaces de producir y secretar al medio
bacteriocinas (Navarro y col., 2000; Bauer y col., 2003; Strasser de Saad y Manca de
Nadra, 1993; Rojo-Bezares y col., 2007) que matan a otras cepas de BL sensibles a
estos compuestos. La produccién de bacteriocinas constituye un mecanismo de
competencia entre microorganismos que comparten el mismo hébitat (Sieuwerts y col.,
2008).

Otros tipos de interacciones, como las que ocurren entre BL y virus bacteriéfagos,
también puede dificultar el desarrollo de las primeras. Segin Sozzi y col. (1976 y 1982)
el ataque fagico puede destruir la poblacion total de O. oeni y provocar paradas de
FML. Sin embargo, otros autores no han encontrado una clara relacion entre la

presencia de fagos y la inhibicion de la FML. En general, la inhibicion de la FML por
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esta causa no es muy probable, ya que los virus bacteriéfagos se inactivan por el bajo

pH y el SO, del vino cuando estan libres (Davis y col., 1985; Esparcia, 2002).

1.2.4 Ecologia de las BL durante la vinificacion

Las BL estan presentes sobre la superficie de las uvas en una concentracién de 10 ufc/g
uva (Barata y col.,, 2012), junto a ellas se encuentran también levaduras, bacterias
lacticas y acéticas y hongos filamentosos. Todos ellos, se ponen en contacto con el
mosto una vez que la uva se estruja. No todas las bacterias lacticas son capaces de
desarrollarse durante la vinificacion, ya que a lo largo de la misma se van a producir una
serie de cambios que van a condicionar la evolucion de las mismas. Asi, factores tales
como la accidn selectiva del SO, que se afiade para evitar la oxidacion de los mostos, el
agotamiento de nutrientes y el aumento de la concentracion de etanol ocasionado por las
levaduras durante la FA van a provocar la desaparicion progresiva de las especies/cepas
mas sensibles a estos factores.

El resultado de todo ello es que se reduce notablemente la diversidad de BL que existia
en el mosto. Asi, durante las primeras horas de la vinificacion las especies de BL
presentes son Lb. plantarum, Lb. casei, Lb. hilgardii, L. mesenteroides y P. damnosus y
en menor proporcion, O. oeni y Lb. brevis (Wibowo y col., 1985), aunque la
concentracion de las mismas es baja (10°-10* ufc/mL). Esta concentracién disminuye
hasta niveles de 10'-10? ufc/mL cuando la FA esté realizandose y lo mismo ocurre con
la diversidad, las especies homofermentativas desaparecen dejando paso a las
heterofermentativas Lb. brevis, Lb. hilgardii y O. oeni. En el tiempo que transcurre entre
el final de la FA y el inicio de la FML, se produce un aumento excesivo de la poblacién
lactica que llega a alcanzar concentraciones de 10°-10" ufc/mL (Wibowo y col., 1985;
Lonvaud-Funel, 1999). Este espectacular aumento de la poblacién de BL se produce
como consecuencia de la muerte v lisis de las levaduras al final de la FA, que supone la
liberacion de nutrientes que son aprovechados por las BL para crecer. El crecimiento de
las BL potencia la realizacion de la FML (Lafon-Lafourcade y col., 1983).

La especie de BL que lleva a cabo este proceso es, generalmente, O. oeni, ya que es la
mejor adaptada a las dificiles condiciones impuestas por el medio (bajo pH y elevada

concentracion de etanol) (Davis y col., 1985; Van Vuuren y Dicks, 1993).
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1.2.5 La fermentacion malolactica: consecuencias practicas

La FML consiste en la transformacion del L-malico en &cido lactico y CO,, como ya se
ha comentado. La descarboxilacion de &cido malico a lactico por las BL transcurre
mediante una reaccion directa catalizada por la enzima malolactica, que actla en
presencia de los cofactores Mn®* y NAD" (Henick-Kling, 1993). Esta enzima esta
presente en todas las especies de bacterias lacticas aisladas de vino (Henick-Kling,
1993).

Generalmente, la FML puede durar entre 5 dias y 2 0 3 semanas, dependiendo de las
condiciones fisicoquimicas del vino, de la concentracion de acido malico y de la
concentracion de bacterias malolacticas. El principal efecto de la FML, es la
desacidificacion biologica del vino. La desacidificacion es més transcendente para
aquellos vinos que proceden de regiones climéticas frias en los que el contenido de
acido malico es mas elevado. La transformacion del acido malico en lactico, produce
una disminucion de la acidez total, un aumento de pH entre 0.1-0.2 unidades y un
cambio organoléptico del vino. El cambio organoléptico se produce, en parte, porque el
sabor herbaceo y astringente del acido malico se transforma en el sabor lacteo propio
del &cido lactico que es mas suave. Pero, ademas las bacterias malolacticas son capaces
de producir otros compuestos (alcoholes superiores, acidos organicos y ésteres) como
resultado del metabolismo de otros sustratos diferentes del acido malico. Estos
compuestos influyen notablemente en las caracteristicas organolépticas de los vinos
(Maicas y col., 1999).

Como consecuencia de la FML también aumenta la estabilidad microbioldgica de los
vinos, asi como su calidad y complejidad organoléptica (Moreno-Arribas y Polo, 2005).
Ello se debe a que O. oeni consume ciertos nutrientes, lo que impide el crecimiento de
otras bacterias potencialmente alterantes que los requieren. Ademas, algunas cepas
responsables de la FML pueden sintetizar ciertos compuestos antimicrobianos que
ejercen un efecto bactericida sobre otras BL (Navarro y col., 2000; Knoll y col., 2008).
La FML se potencia, especialmente en vinos tintos, que van a destinarse a
envejecimiento en barrica, pero también en tintos jovenes y en blancos con altos
contenidos en este acido. La FML no siempre se produce de forma espontanea; su
desarrollo es tanto mas dificil cuanto mas restrictivas son las condiciones del vino para
el crecimiento de O. oeni, es decir en aquellos vinos de alto contenido en acido malico,

muy bajo pH (< 3.2), alto contenido en etanol (> de 14 %) o SO, (> 50 mg/L) y
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vinificados a baja temperatura (< 15 °C). En estos casos, se debe de recurrir a los

cultivos comerciales malolacticos para inducir el desarrollo de la misma.

1.3 La especie O. oeni

Como ya se ha adelantado, la especie responsable de la FML en la mayoria de los casos
es O. oeni y por ello la mayor parte de los cultivos comerciales malolacticos contienen
cepas de esta especie. Se considera que es el microorganismo de mayor relevancia en
vinificacion, tras S. cerevisiae que es la levadura responsable de la FA.

Es una bacteria de morfologia cocacea, con células agrupadas en cadenas mas 0 menos
largas, de metabolismo heterofermentativo estricto, acidofila y tolerante al etanol. Su
habitat preferente es el vino y la sidra (Konig y Frohlich, 2009; Vos y col. 2011;
Dimopoulou y col., 2014).

1.3.1 Posicion taxonomica

La especie O. oeni fue inicialmente descrita por Garvie en 1967 (Garvie, 1967a) y la
denomind con el nombre de Leuconostoc oenos. En los afios 90 el género Leuconostoc
contenia especies que compartian una serie de caracteristicas morfoldgicas y
bioquimicas. Sin embargo, y a pesar de estas similitudes, el estudio de las relaciones
filogenéticas entre especies dejaba entrever que no se trataba de un género homogéneo,
por ello ha sufrido varias remodelaciones a lo largo de la historia y una de estas
remodelaciones afectd a la especie L. oenos. En 1995 Dicks y col. proponen la
reclasificacion de L. oenos en un nuevo género, el género Oenococcus, denominandola
con el nuevo nombre de Oenococcus oeni (Dicks y col., 1995).

Esta propuesta se basdé en una serie de trabajos previos en los que se pusieron de
manifiesto diferencias importantes entre esta especie y el resto de las que formaban el
género Leuconostoc. Las primeras evidencias, que indicaban las caracteristicas
peculiares de L. oenos dentro del género Leuconostoc fueron:

1.- Se trataba de microorganismos acidéfilos que crecian en zumo de uva y vino. Esto
les diferenciaba del resto de Leuconostoc que no toleraban condiciones de crecimiento
tan &cidas (pH 3.5-5.0).

2.- Resistian concentraciones de un 10 % de etanol (v/v) mientras que el crecimiento de
los otros leuconostoc se inhibia en estas condiciones.

3.- Requerian factores de crecimiento en su medio, como el acido pantoténico presente

en el zumo de tomate (Garvie, 1986).
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4.- Presentaban enzimas lactato deshidrogenasa, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y
6-fosfogluconato deshidrogenasa (6-PGD) con movilidades electroforéticas diferentes a
las de las otras especies de Leuconostoc (Garvie, 1969; Garvie, 1980; Irwin y col.,
1983).

5.- La enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) requeria preferentemente
NADP", a diferencia de las G6PDH de las otras especies del género que utilizaban
indistintamente tanto NAD* como NADP™ (Gasser y col., 1994).

6.- Las relaciones inmunoldgicas de la D (-) lactato deshidrogenasa y de la
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa indicaban el caracter divergente de las cepas de L.
0enos respecto a las otras especies del género Leuconostoc (Tenreiro, 1995).

7.- Los estudios de hibridacion del ADN-ADN entre diferentes especies del género
Leuconostoc indicaban que eran especies gendmicas diferentes (Dicks y col., 1990;
Tenreiro, 1995), presentando L. oenos un grado de diferenciacién muy alto con el resto
de especies del género.

8.- Los valores de hibridacién de ADN-ARNTr (regiones méas conservadas del genoma),
indicaban también un reducido grado de homologia entre L. oenos y las restantes
especies del género (Garvie, 1981).

9.- La comparacion de secuencias del ARNr 16S de las especies del género Leuconostoc
llevada a cabo por Yang y Woese, (1989), mostraron importantes variaciones
nucleotidicas en posiciones altamente conservadas ARN 16S, lo que parecia indicar una
elevada tasa de evolucion (taquilelia). Estos autores postulan que la gran divergencia
que presenta la especie L. oenos de los Leuconostoc sensu stricto, se debe a su
adaptacion a un habitat extremo (bajo pH del medio y alta concentracién de etanol).
Estos autores plantean que esta adaptacion la ha conseguido por mutaciones que se
producen a partir de errores en el sistema S.O.S. de reparacion.

10.- La comparacion de las secuencias del 16S y 23S ARNr, realizada por Martinez-
Murcia y col., (1991) demostraron que L. oenos forma una linea evolutiva diferente de
los llamados Leuconostoc sensu stricto, lo que fundamenta la separacion de esta
especie. Otros datos adicionales obtenidos con diferentes aproximaciones
metodoldgicas (analisis de perfiles de proteinas totales, de la composicion de los acidos
grasos, de perfiles de macrorrestriccion y del contenido en G+C) apoyaban la necesidad
de reubicar a la especie L. oenos (Dicks y col., 1990; Semedo, 1995; Tenreiro y col.,
1994; Tracey y Britz, 1987). Sin embargo, hubo que esperar hasta el afio 1995 para que

Dicks y col. (1995) propusieran la creacion de un nuevo género Oenococcus, cuya Unica
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especie O. oeni, incluia las cepas clasificadas hasta ese momento como L. oenos (Figura
2).

Oenococcus oenl gen.nov.,comb.nov.

W.halotolerans
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Figura 2. Arbol filogenético que relaciona la especie Oenococcus oeni (gen.
nov. comb. nov) y Leuconostoc ssp. con otras bacterias lacticas, segln
resultados obtenidos de los analisis de secuencias del ARN 16S (Dicks y
col., 1995).

Estudios posteriores apoyaron la creacion de este nuevo género. Asi, Zavaleta y col.,
(1996) comparando los perfiles de restriccion (RFLP) del fragmento ISR de L. oenos
(syn. O. oeni), con los de las otras especies de Leuconostoc y con los de dos especies de
Weissella, encuentran relaciones filogenéticas entre las especies similares a la que se
obtuvieron por secuenciacion de los ARN 16S y 23S (Martinez-Murcia y col., 1991;
Dicks y col., 1993). Ademas, actualmente se han descrito otras dos especies de este
género, Oenococcus kitaharae (Endo y col.,, 2006) y Oenococcus alcoholitolerans
(Badotti y col., 2014).

1.3.2 Caracteristicas del genoma de O. oeni y evolucion del mismo

Zé-Zé y col., (1998) a partir de los datos obtenidos por andlisis de fragmentos de
macrorestriccion, realizaron los mapas fisicos de los genomas de las cepas comerciales
de O. oeni PSU-1 y GM. Esta técnica les permitio determinar que el tamafio de los
genomas era de ~1.857 y ~1.932 Kb, respectivamente. Esto autores determinaron que

ambos genomas eran estructuralmente similares y que las diferencias observadas eran el
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resultado de mutaciones puntuales, deleciones e inserciones (Zé-Zé y col., 2000).
Gracias a la disponibilidad de estos mapas genéticos, se facilitdé la secuenciacion del
genoma de la cepa O. oeni PSU-1, que presenta un cromosoma de 1.780 Kb, con un
contenido de G+C de 38 % (Mills y col., 2005). Actualmente s6lo se dispone de un
genoma completo de los 58 genomas ensamblados y anotados de cepas de esta especie
en la base de datos publica NCBI.

Ademaés, se ha demostrado que la divergencia evolutiva entre O. oeni y de su antecesor
mas cercano género Leuconostoc, radica principalmente en la pérdida de una gran
cantidad de genes por parte de O. oeni. Estos genes estan relacionados con diferentes
rutas para la biosintesis de factores de crecimiento tales como glutation, rivoflavina o
tiamina; de genes relacionados con el metabolismo de xilosa y sacarosa; de genes que
codifican para los componentes del sistema de manosa fosfotransferasa y para la sintesis
de aminoacidos tales como arginina, leucina, valina, triptofano, metionina, glutamato,
isoleucina o histidina (Makarova y col., 2006; Marcobal y Mills, 2009). La incapacidad
para sintetizar vitaminas y aminoacidos explica que sea una cepa con importantes
requerimientos nutricionales como ya describié Garvie (Garvie, 1967b).

Varios autores han demostrado que el genoma de O. oeni evoluciona mas rapidamente
que el de las especies que pertenecen al grupo Leuconostoc (Yang y Woese 1989;
Makarova y Koonin, 2007). Segun Marcobal y Mills, (2009), esta alta tasa de evolucion
se debe a que esta especie ha perdido los genes mutS y mutL, que estan implicados en la
reparacion de los apareamientos erroneos del ADN (mismatch MMR). Marcobal y col.,
(2008) demostraron que la tasa de mutacion espontanea en O. oeni y Oenococcus
kitaharae son significativamente mas altas que las de especies que si poseen los genes
mutS y mutL tales como P. pentosaceus y L. mesenteroides. El sistema MMR repara de
forma mas efectiva las mutaciones por transicion que por traversion, por ello, la
ausencia de genes mutS y mutL ocasiona un incremento en las sustituciones por
transicion (Choy y Fowler 1985; Marcobal y Mills, 2009). El trabajo de Marcobal y
col., (2008) muestra que, tras comparar los genomas de dos cepas de O. oeni (PSU-1y
BAA-1163) con otros de cepas del grupo Bacillales, la tasa de transiciones es
significativamente mas alta en los primeros que en los segundos (Marcobal y Mills,
2009).

A pesar de que O. oeni es una especie con una gran diversidad fenotipica y fisiologica
esto no se correlaciona con la existencia de taxones subespecificos como han

demostrado Zavaleta y col., (1996). Otros autores tras realizar un mapeo cromosémico
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determinaron que se trata de una especie filogenéticamente homogénea que presenta
una elevada similitud global (Dicks y col., 1990; Zé-Zé y col., 2000; Lechiancole y col.,
2006). Sin embargo, Bilhére y col. (2009) tras secuenciar 8 genes “housekeeping”
llegaron a la conclusion de que se podian evidenciar dos subpoblaciones. Estas
subpoblaciones aunque se diferenciaban claramente no constituian subespecies. El
hecho de que la mayor parte de las cepas provenientes de cultivos malolacticos
comerciales (con capacidades optimas para llevar a cabo la fermentacion en vino) se
agrupasen en una Unica subpoblacion les llevd a insinuar la existencia de relaciones
genotipicas y fenotipicas y a postular la existencia de dos subespecies tecnologicas,
aunque no filogenéticas. También ahondan en esta relacion genotipo/fenotipo los
trabajos de Borneman y col. (2010), que demuestran que existe un 10 % de variaciones
entre los genomas de varias cepas de esta especie. Sin embargo, estos autores
demuestran la existencia de una importante variacién gendmica intraespecifica, debida a
inserciones y delecciones entre las cuales destacan dos grandes deleciones en las
regiones 45-65 y 1400-1450 kb. Estos cambios genéticos no parecen tener un impacto
negativo sobre la capacidad de O. oeni en llevar a cabo la FML, aunque si estarian
relacionadas con la existencia de otras diferencias fenotipicas entre cepas, que justifican
la existencia de diferentes perfiles metabolicos (Borneman y col., 2012).

Asimismo el hecho de que esta especie sea capaz de resistir condiciones extremas de
crecimiento ha llevado a la blsqueda de razones a nivel metabdlico, fisiolégico y
genético que expliquen su gran resistencia a las condiciones del vino (Bartowsky y
Borneman, 2011).

1.3.3 Diversidad fenotipica y genémica

A pesar de que se trata de una especie filogenéticamente homogénea, O. oeni presenta
una enorme diversidad fenotipica, fisiolégica y gendmica, como ya se ha dicho.
Ademas, las cepas de esta especie presentan diversos requerimientos de factores de
crecimiento, capacidades para fermentar azlcares y para degradar acidos organicos y
aminoacidos, asi como para producir aminas biogenas y polisacaridos. En los ultimos
afios también se ha demostrado que las cepas difieren en sus capacidades hidroliticas y
en sus capacidades para producir distintos compuestos organolépticos.

Fisioldgicamente, tambien se ha encontrado diferencias importantes en la capacidad de
crecer y de llevar a cabo la FML en las diferentes condiciones del vino. Ya en 1967,

Garvie puso de manifiesto que existian diferencias entre las cepas de O. oeni respecto a
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sus requerimientos de aminodcidos y de oleato. Las diferencias en cuanto a las
necesidades de determinados aminoacidos fueron posteriormente corroboradas por
Amoroso y col. (1993) y Remize y col. (2006).

Respecto a las capacidades para fermentar distintos azucares Pardo y col. (1988) y
Jensen y Edwards (1991) mostraron que las cepas de L. oenos (syn. O. oeni) diferian en
su capacidad para fermentar carbohidratos, y que el estudio de estas capacidades estaba
influenciado por el sistema de analisis utilizado. Asi, cuando se evaluaba la
fermentacion en la Galeria APl 50 CHL la diversidad de perfiles fermentativos que se
encontraba era mucho menor que la que se observaba en los ensayos realizados en el
clasico test en tubo. Jensen y Edwards también encontraron diferencias en las
capacidades fermentativas entre cepas de O. oeni utilizando para el estudio la Galeria
API1 50 CHL, aunque para obtener buenos resultados debieron modificar la composicion
del medio basal y alargar el tiempo de incubacién. Bravo-Ferrada y col. (2011)
confirman la existencia de diferencias en los perfiles fermentativos de O. oeni al utilizar
el sistema API 50 CH.

Casi todas las cepas de O. oeni son capaces de degradar tanto el &cido malico como el
citrico, sin embargo, no todas lo hacen con la misma eficiencia y velocidad (Henick-
Kling y col., 1989; Izquierdo y col., 2004; Coucheney y col., 2005a, Capozzi y col.,
2010).

La capacidad para degradar aminoacidos en O. oeni estd mediada por la
presencia/ausencia de enzimas que intervienen en el catabolismo de los mismos y que,
segun se ha comentado anteriormente, pertenecen a 5 clases diferentes:
aminotransferasas, descarboxilasas, dehidratasas, liasas y desaminasas. La degradacién
de algunos aminoacidos por desaminasas y decarboxilasas puede originar productos
toxicos en el vino como el carbamato de etilo (derivado de un intermediario del
catabolismo de la arginina) y las aminas bidgenas (formadas por descarboxilacion de
determinados aminoacidos, como la arginina, histidina, tirosina o lisina. Por ello, la
capacidad de formar estas sustancias toxicas va a depender del equipo enzimatico que
posea cada cepa. Varios autores han mostrado que la capacidad para degradar arginina
por la via de la arginina deiminasa es bastante frecuente entre las cepas de O. oeni
(Araque y col., 2009), aunque parece que existen cepas que no pueden degradarla
porque carecen de los genes que codifican para las proteinas transportadoras de la
misma al interior celular (Divol y col., 2003). Sin embargo, entre las cepas capaces de

degradarla existen diferencias en la eficiencia de la degradacion de la arginina por esta
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via, segun demostraron Araque y col. (2009). El hecho de que algunas cepas de O. oeni
puedan excretar al medio citrulina, que es un intermediario del catabolismo de la
arginina via ADI, supone el riesgo de que pueda formarse carbamato de etilo (sustancia
potencialmente cancerigena) a partir del mismo. La arginina también puede degradarse
via arginina descarboxilasa y en este caso daria lugar a agmatina, y ésta a su vez a
putrescina, dos aminas biogenas. La putrescina también puede producirse a partir de la
ornitina. En los ultimos afios se han publicado muchos trabajos en los que se demuestra
que cepas de la especie O. oeni, estan implicadas en la produccion de putrescina en los
vinos y que esta capacidad es dependiente de cepa (Mangani y col., 2005). La capacidad
para producirla a partir de arginina o de ornitina también depende de la cepa y ha sido
estudiada por Guerrini y col. (2002).

Otros autores también han demostrado que O. oeni, no so6lo es capaz de descarboxilar la
arginina o la ornitina para producir putrescina, sino también la histidina o la lisina para
producir histamina y cadaverina, respectivamente. La capacidad para producir estas dos
ultimas aminas es también cepa dependiente (Guerrini y col., 2002; Delfini, 1989;
Lonvaud-Funel y Joyeux, 1994; Coton y col., 1998; Leitdo y col., 2000; Moreno-
Arribas y col., 2003; Landete y col., 2005). La produccion de histamina por parte de O.
oeni es un asunto que ha generado una importante controversia, ya que mientras que
algunos autores encuentran que algunas cepas si la producen o si poseen los genes que
codifican para la histidina descarboxilasa, otros no. Garcia-Moruno y Mufioz (2012) han
escrito una excelente revision sobre esta controversia.

Aunqgue O. oeni nunca se ha asociado a la alteracion denominada “ahilado” del vino o
de la sidra, caracterizada por la formacion de un polisacarido que aumenta la viscosidad
de estas bebidas alcohdlicas, Ibarburu y col. (2007) pusieron de manifiesto la existencia
de una cepa de O. oeni, aislada de sidra productora de un B-glucano. En los ultimos
afios, se han encontrado cepas de origen vinico capaces de producir cantidades variables
de B-glucano (Dimopoulou y col., 2012) lo que demuestra que existe diversidad entre
cepas respecto a esta caracteristica.

En los ultimos afios se han llevado a cabo numerosas investigaciones encaminadas a
estudiar las capacidades enzimaticas de las bacterias lacticas en general y de O. oeni en
particular. Una de las primeras capacidades en ponerse de manifiesto fue la
B-glicosidasica, que es de interés tecnologico ya que potencia la liberacion de aromas
terpénicos. Cuando los terpenos estan conjugados (unidos covalentemente a un azucar)

son precursores que carecen de aroma pero que se transforman en sustancias aromaticas
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cuando el terpeno se libera de su union con un azucar gracias a la accion de enzimas
B-glicosidasas. Las cepas de O. oeni difieren en la posesion o no de este tipo de enzimas
y en especificidad de sustratos que presentan este tipo de enzimas. Aunque se ha
detectado que numerosas cepas de O. oeni presentan actividades P-glicosidasicas
(Grimaldi y col., 2000), la mayor parte de ellas las ejercen sobre sustratos sintéticos
(Ugliano y col., 2003; Gagné y col., 2010), mientras que muy pocas, 0 muy pobremente,
lo hacen sobre el terpenil glicésidos, sustratos naturales en los vinos (Vivas y col.,
1997; McMahon y col., 1999; Mansfield y col., 2002; Barbagallo y col., 2004;
D’Incecco y col., 2004). O. oeni no es solamente capaz de producir polisacaridos
(B-glucanos) sino también de degradarlos gracias a la posesion de enzimas
B-glucanasas. Guilloux-Benatier y col. (2000) demostraron por primera vez que O. oeni
posee una actividad extracelular B-1,3 glucanasa. Posteriormente, Matthews y col.
(2006) encontraron cepas comerciales de O. oeni capaces de hidrolizar el -glucano de
la cebada y la carboximetilcelulosa. Estas actividades B-glucanasa no se presentaban en
todas las cepas, por lo que es un carcter cepa dependiente. Otras actividades
hidroliticas que se han puesto de manifiesto en O. oeni son las proteoliticas, lipoliticas,
y también las actividades tanasa y esterasa. Asi, Manca de Nadra y col. (1997)
encontraron que algunas cepas de O. oeni pueden liberar péptidos y aminoacidos libres
durante la FML en vino blanco y en vino tinto (Manca de Nadra y col., 1999). A pesar
de que Leitdo y col. (2000) sefialaron que la capacidad para degradar proteinas del vino
no era muy comun entre cepas de O. oeni (Marques y col., 2008), Cappello y col.
(2010) observaron que algunas de sus cepas podian hacerlo aunque con diferentes
eficiencias. No existe demasiada informacion sobre el sistema lipolitico presente en las
bacterias lacticas del vino. Un estudio realizado por Davis y col., (1988) demostré que
L. oenos (actualmente O. oeni) y algunas otras bacterias lacticas de vino presentaban
actividad lipolitica. Sin embargo, Matthews y col., (2006) fueron incapaces de detectar
esta actividad en ninguna de las cepas de O. oeni que ellos estudiaron. En relacion a la
actividad tanasa, Matthews y col. (2006) detectaron esta actividad en diversas cepas de
O. oeni y demostraron que las cepas diferian en su capacidad para hidrolizar
metilgalato. Por otro lado, Matthews y col. (2006 y 2007), Cappello y col. (2010) y
Zapparoli y col. (2012) describieron que algunas cepas de O. oeni tienen capacidad para
hidrolizar diferentes ésteres y con diferentes eficiencias. Todos estos autores

determinaron que O. oeni tiene mayor actividad esterasica frente a ésteres de cadena
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corta (C2-C8) que frente a los de cadena larga (C10-C18). Pérez-Martin y col. (2013),
también demostraron que todas las cepas que ellos ensayaron hidrolizaban ésteres de C8
y que el 33 % podian hacerlo sobre ésteres de C2, C12, C14 y el 50 % sobre C10 y C18.
Desde el punto de vista técnoldgico las cepas de O. oeni también difieren en sus
capacidades para resistir y crecer a bajos valores de pH, y a diversas concentraciones de
etanol y de SO, (Garcia-Alegria y col., 2004; Guzzon y col., 2009; Bravo-Ferrada y
col., 2011).

El estudio de la variabilidad genética en O. oeni ha sido abordado en los Gltimos afios
con diferentes fines y herramientas. Los objetivos de estos trabajos se han centrado en la
estimacion de la diversidad existente entre las cepas y en la especie, la estimacién de
relaciones biogeogréficas entre las cepas y lugares de procedencia de las mismas, el
estudio de las dinamicas de poblaciones en vinificaciones naturales y la evaluacion del
grado de implantacion de cultivos malolacticos inoculados, etc. Las herramientas que se
han utilizado para llevar a cabo tales fines han sido aquéllas que permiten discriminar
entre cepas que pertenecen a una misma especie, es decir, técnicas de tipificacion. Entre
ellas estan el andlisis de perfiles RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), PFGE
(Pulsed Field Gel Electrophoresis), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism),
VNTR (Variable Number of Tandem Repeat) y el analisis de las secuencias
housekeeping, conocida como MLST (Multilocus Sequence Typing). La base
metodolégica correspondiente a cada una de estas técnicas se abordara en el apartado
1.3.6.2. Respecto al primer objetivo descrito anteriormente, Izquierdo Cafias y col.
(2009a), Lopez y col. (2007) y (2008), Solieri y col. (2010) y Marques y col. (2011) y
Capello y col. (2008) detectaron una alta diversidad genética entre los aislados de O.
oeni procedentes de vinos de vinificaciones naturales, mientras Reguant y Bordons
(2003) y Reguant y col. (2005) encontraron una muy baja diversidad de O. oeni en
vinos producidos en una bodega experimental. Hay que ser cautos a la hora de realizar
comparaciones sobre la diversidad encontrada en los distintos trabajos, ya que estas
medidas estan afectadas por el tamafio muestral y por la diversidad de vinos, de fases de
vinificacion y de momentos muestreados. Asi, cuanto mayor es el numero y tipos de
vinos, mayor numero de fases de fermentacion se han muestreado y mayor nimero de
bodegas y vendimias se han analizado, mayores grados de diversidad cabe esperar.

Los trabajos de Capello y col. (2008), Capello y col. (2012) y Capello y col. (2014)

muestran una mayor diversidad de cepas O. oeni en vinos italianos obtenidos de la
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variedad Primitivo que en los obtenidos de las variedades Malvasian Nera y
Negroamaro, utilizando todos ellos una aproximacion metodologica semejante. En
alguno de estos trabajos se ha puesto en manifiesto que la FML no es llevada a cabo por
una Unica cepa sino por varias (Reguant y col., 2005; Lépez y col., 2007).

Varios autores han estudiado si las distintas cepas estan asociadas a una localizacién
geografica determinada. Asi, Larisika y col. (2008) y Pramateftaki y col. (2012),
aplicando la técnica PFGE a las cepas de O. oeni obtenidas de vinos de distintos lugares
geogréficos situados en Alemania y Grecia, respectivamente, fueron incapaces de
establecer relaciones entre cepas y lugares de procedencia. Tampoco Bordas y col.
(2013) encontraron este tipo de relaciones, sin embargo, Marques y col. (2011) si
lograron establecer que existia una correlacion entre los 49 grupos gendémicos
detectados por RAPD Yy el origen geogréfico en vinos de Portugal. También, Bridier y
col. (2010) fueron capaces de discriminar por analisis PFGE las cepas de O. oeni
procedentes de vinos griegos de los procedentes de otros paises como Francia, Chile,
Sudéfrica, Alemania, Espafia, Estados Unidos, Argentina, Brasil, Suiza, Australia,
Austria y Portugal, aunque las de estos Gltimos paises aparecian todas juntas en el
analisis de MANOVA. Los datos derivados del analisis MLST permitian la separacién
de la mayor parte de las cepas en funcion a su lugar de origen, aunque las de Aquitania,
Italia y Sudéafrica no se discriminaban entre si.

Muchos de los autores ha evaluado al diversidad existente en el conjunto de aislados
conseguidos a partir de un determinado vino o area geografica, o han estimado a partir
de esos datos la diversidad global de la especie (Capello y col., 2008; Capello y col.,
2010; Capello y col., 2014; Marques y col., 2011, Zapparoli y col., 2000; Zapparoli y
col., 2012). En muchos de estos casos se han empleado dos o mas metodos de
tipificacion distintos para evaluar la diversidad en el conjunto de los aislados y se han
derivado conclusiones acerca de la conveniencia de utilizar uno u otro o de hacer un
analisis conjunto de los mismos. Asi, Claisse y col. (2012) evaluando la diversidad de
236 cepas con tres sistemas de tipificacion, VNTR, MLST y PFGE, encontraron que el
primero proporcionaba valores méas elevados de diversidad que el segundo v el tercero:
D=0.994 frente a D=0.965 y D=0.989, respectivamente. Bordas y col. (2013)
observaron que los MLST eran menos discriminativos que los RAPD o VNTR, mientras
que de las Rivas y col. (2004) observaron todo lo contrario. Ruiz y col. (2008) y
Vigentini y col. (2009) combinando los perfiles PFGE-RAPD detectaron 31 genotipos

diferentes en 60 aislados de vinos espafioles y 27 genotipos de 36 aislados de O. oeni
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procedentes de vinos italianos, respectivamente. Mientras que Gonzalez-Arenzana y col.
(2014) utilizando MLST-PFGE, detectaron 22 perfiles diferentes en 30 cepas de O. oeni
procedentes de vinos espafoles.

En relacion a los trabajos realizados para estimar el grado de implantacién de las cepas
inoculadas frente a poblaciones naturales y tras aplicar la técnica PFGE han observado
grados de implantacion entre un 50-100 % (Pozo-Bayén y col., 2005; Lépez y col.,
2007; Lopez y col., 2009) durante la FML. Similares valores de implantacion tras
utilizar la técnica RAPD describieron Ruiz y col. (2010) e lzquierdo Cafias y col.
(2012).

Durante los ultimos afios se ha tratado de establecer relaciones entre el genotipo vy el
fenotipo de la cepas de O. oeni con la doble intencién de a) entender las razones que
justifican la variabilidad de rasgos metabdlicos y de comportamiento en condiciones
adversas y b) tratar de facilitar la identificacion y seleccion de buenos cultivos
malolacticos. Renouf y col., (2008) analizaron la presencia de 16 genes en un conjunto
de 28 cepas aisladas a lo largo de la vinificacion de 3 vinos diferentes. La seleccion de
estos genes estaba motivada por el hecho que se expresaban diferencialmente en cepas
de alta y baja eficiencia malolactica, segun describieron Delaherche y col. (2006). Los
resultados mostraron que las cepas de O. oeni que aparecian mas tardiamente en la
fermentacion presentaban un mayor nimero de genes marcadores que aquéllas que se
presentaban en etapas mas tempranas. De ello dedujeron que existia una correlacion
entre namero de estos marcadores Yy resistencia a condiciones fisicoquimicas del vino.

En el afio 2009, Renouf y col., al analizar las secuencias de los genes rpoB y rpoC que
codifican para la subunidades B y B’ de la ARN polimerasa, respectivamente, detectaron
que la mayor parte de las cepas que aparecian en momentos mas tempranos de la
vinificacion presentaban el alelo L del gen rpoB, mientras que la mayoria de las cepas
que aparecian en las etapas mas tardias de la vinificacion o durante el envejecimiento en
barrica presentaban el alelo H. Al analizar el comportamiento fisiologico de las cepas
pertenecientes a ambos grupos, observaron que las cepas que presentan el alelo L del
gen rpoB y muestran una mayor resistencia a altas concentraciones de azlcar y mayor
sensibilidad al etanol, mientras que las que presentan el alelo H presentan una mayor
resistencia al etanol y al SO,. De ello, los autores dedujeron que las cepas con el alelo H
son mas resistentes a las condiciones del vino, mientras que las que presentan el tipo L

estdn mas adaptadas para crecer en las condiciones propias de las primeras etapas de la
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FA: altas concentraciones de azUcares y de bajas concentraciones de etanol. Estos
autores también observaron que el andlisis en conjunto de las secuencias de los
diferentes alelos de los genes mleA, rpoC, gyrB, ctsR y clpL, separaba a las cepas en
dos grupos que se correspondian con los grupos L y H definidos por la secuencia de los
dos alelos del gen rpoB. De confirmarse estas relaciones se facilitaria la busqueda de

cepas adecuadas para llevar a cabo la FML.

1.3.4 Factores de estrés y relacion del estrés con la capacidad de supervivenciay de

realizacion de la FML

1.3.4.1 El estrés en O. oeni y formas de mitigarlo

Las caracteristicas especiales del vino tales como la presencia de etanol, el pH acido, los
escasos nutrientes y la presencia de SO, suponen situaciones estrés para O. oeni. Para
superar estas situaciones, O. oeni presenta mecanismos de respuesta que consisten en la
sintesis de proteinas de estrés y en la puesta en marcha sistemas que permiten que esta
bacteria pueda seguir realizando sus funciones.

Una consecuencia del estrés ocasionado por el etanol es el incremento de la biosintesis
de polisacaridos y del peptidoglucano de la pared celular. También conlleva a un
aumento de la fluidez de los lipidos de la membrana que tiene como consecuencia que
ésta se vuelva méas permeable, promoviendo una fuerte afluencia de protones y
metabolitos esenciales (Chu-Ky y col.,, 2005). Esta fluidizacion tiene un efecto
transitorio que permite que la célula incremente la rigidez de su membrana, debido a la
isomerizacién (de cis a trans) de los &cidos grasos monosaturados de la bicapa lipidica.
También se ha observado un aumento en la cantidad de &cidos grasos insaturados en la
membrana y una disminucion de la cantidad total de lipidos celulares (Teixeira y col.,
2002; Chu-Ky y col., 2005, Grandvalet y col., 2008). Un estudio protedbmico ha
mostrado que durante el crecimiento de O. oeni en presencia del etanol, hay también
una disminucion de la actividad de los enzimas deshidrogenasa y
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa y un aumento de los enzimas glutation
reductasa y malolactico (Da Silveira y col., 2002 y 2003).

Por otro lado, se ha descrito que el pH al igual que en el caso del etanol, aunque en
menor proporcion, puede inducir la modificacion de la composicion de membrana,
haciendo que aumenten los acidos grasos insaturados (Drici-Cachon y col., 1996) sin

que quede afectada la fluidez de la membrana (Tourdot-Maréchal y col., 2000; Chu-Ky
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y col., 2005; Grandvalet y col., 2008). Zhao y col. (2009) observaron un incremento
tanto en la concentracion relativa del acido lactobacilico y del ciclopropano, asi como
también en la proporcion de &cidos grasos insaturados y saturados en la membrana
celular lipidica, tras el crecimiento de O. oeni en un medio de cultivo de pH &cido. El
estrés ocasionado por el pH &cido, al igual que con el etanol también influye en el
aumento de la rigidez de la membrana, aunque en el caso del pH tiene un efecto gradual
e irreversible (Chu-Ky y col., 2005). Este efecto es débil y transitorio en células de O.
oeni adaptadas al pH en comparacién con aquellas que no lo estan (Tourdot-Maréchal y
col., 2000). Otro mecanismo de proteccion frente al pH acido es la activacion de la
FML, ya que esta fermentacion participa en la regulacion del pH interno y en la
generacion una fuerza proton motriz capaz de activar la sintesis de ATP mediante el
enzima ATPasa F;1Fy (Tourdot-Maréchal y col., 1993; Salema y col., 1996; Galland y
col., 2003). La fuerza proton motriz se produce por la conversién de la energia quimica
originada por un gradiente de solutos en energia electroquimica de protones (Konings
2006; Zhao y col., 2013). Tourdot-Maréchal y col. en 1999, observaron que sus cepas
mutantes de O. oeni carecian de una H* ATPasa, lo que las hacia mas sensibles al pH
bajo que las originales no mutantes e incapaces de realizar la FML. A partir de ahi, estos
autores infirieron una relacion entre las actividades ATPasa y malolactica. Parece pues
que la ATPasa y el enzima malolactico tienen un papel importante en la regulacion del
pH citoplasmatico y en la tolerancia al pH en O. oeni (Fortier y col., 2003). El
metabolismo del citrato en O. oeni también puede generar una fuerza protdn motriz
(Olguin y col., 2009) que permite expulsar los H* del interior celular y por tanto de
mantenimiento del pH intracelular. Asimismo, la decarboxilacion de los aminoacidos
asociados con la produccion del amonio por O. oeni puede tener una funcién protectora
frente a la acidificacion intracelular y extracelular, mediante el incremento del pH
intracelular y la generacion de ATP (Lonvaud-Funel, 2001).

A pesar de que existe poca informacion sobre el mecanismo de respuesta frente al SO,
Carreté y col. (2002) dedujeron que el SO, reduce la actividad ATPasa produciendo un
desequilibrio en el mantenimiento del pH intracelular, y también se ha observado que se
sintetizan proteinas de estrés a concentraciones elevadas de SO, (Guzzo y col., 1998).
Se han caracterizado en O. oeni muchos genes que codifican para proteinas o
mecanismos de estrés, uno de los mas estudiados es el hsp18 que codifica para una heat
shock protein (HSP), denominada L018, y que también actia como una chaperona

molecular (Guzzo y col., 1994). El grupo de las proteinas HSP se caracterizan por tener
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un tamafo que oscila entre 12 y 43 kDa, por poseer una organizacion estructural
conservada y por tener multiples localizaciones (Nakamoto y Vigh, 2007). La proteina
Lo18 se induce fuertemente frente al estrés por calor (42 °C), por etanol (12 %), por
acidez (pH 3.0) o por SO, (60 mg/L) (Guzzo y col., 1997 y 1998), aunque también
sucede esto cuando las células estan en fase estacionaria (Guzzo y col., 2000). Lo18 esta
implicada en el mantenimiento de la integridad celular ya que tiene doble funcion: 1) en
la estabilizacién de la membrana y 2) en la proteccién de las proteinas citoplasmaticas
con el fin de evitar la agregacién de las mismas (Coucheney y col., 2005a; Maitre y col.,
2014). Es decir los oligomeros de Lo18 se disocian en dimeros que tras interactuar con
los fosfolipidos de membrana promueven la estabilizacion de la misma, mediante un
mecanismo que aun permanece desconocido, en células adaptadas al etanol estas
proteinas presentan baja afinidad con la membrana de modo que se liberan al citoplasma
donde ejercen la funcidén de chaperonas evitando la agregacion de otras proteinas
(Maitre y col., 2014). Debido a la alta expresion especifica de la proteina Lo18, muchos
autores la consideran como un buen marcador para determinar la tolerancia al estrés en
O. oeni (Coucheney y col., 2005b; Olguin y col., 2010). Ademas de la proteina Lo18,
otras proteinas se han relacionado con la respuesta de O. oeni frente al estrés. Las
proteinas FtsH, OmrA, GroESL y DnaK incrementan su expresion a temperaturas altas
y frente al estrés osmotico (Bourdineaud y col., 2003; Bourdineaud y col., 2004; Mills y
col., 2005).

La familia Clp estd compuesta por ATPasas (ClpX y CIpC) y por una proteasa (ClpP)
(Guzzo y Desroche, 2009). La proteina ClpX, se expresa a inicio de la fase exponencial
y también se induce por el calor (Olguin y col., 2010); la proteasa ClpP se asocia con
otra Clp dependiente de ATP, esta interaccion promueve la remodelacion y repliegue de
proteinas durante diferentes condiciones de estrés. La concentracion de CIpLP se
incrementa en células estresadas (Beltramo y col., 2004).

El gen ctsR, considerado como un regulador de otro grupo de genes de estrés entre ellos
dnaK y groESL. Se cree que la proteina CtsR impediria la sintesis de proteinas de estrés
que son innecesarias hasta que los cambios ambientales por etanol, bajo pH, carencia de
nutrientes, etc., inducen una intensa transcripcién de genes que codifican para estas
proteinas de estrés. Ello le permitiria mejorar asi su adaptacion a las condiciones

ambientales adversas (Grandvalet y col., 2005; Zhao y col., 2013).
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El gen trxA, que codifica para una tioredoxina (TrxA) que participa en la biosintesis de
acidos nucleicos y de la pared celular, se induce en O. oeni en condiciones de estrés
oxidativo y por el calor (Jobin y col., 1999).

Se han encontrado altos niveles de transcritos del gen cfa (que codifica una proteina
implicada en la biosintesis de &cidos grasos) y consiguientemente un aumento en la
concentracion de la proteina correspondiente. EI aumento de esta proteina tiene lugar en
la membrana de O. oeni crecido en presencia de etanol o a pH bajo, aunque también en
las membranas celulares de células en fase estacionaria de crecimiento (Grandvalet y
col., 2008). Por otro lado, la proteina dTDT-glucosa-4,6-dehidratasa se incrementa en
células adaptadas al etanol (Silveira y col., 2004). Ademas, Olguin y col. (2009 y 2010)
observaron una elevada expresion de los genes citE, hspl18, clpP, ctsR, trxA, cfa'y rmIB
en respuesta al estrés por etanol y pH en cepas de O. oeni con mayor capacidad

malolactica.

1.3.4.2 Métodos para evaluar la expresion de genes relacionados con el estrés

La PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR) se ha empleado en la deteccion,
cuantificacion e identificacion de BL asociadas a vinos (Delaherche y col., 2004;
Pinzani y col., 2004) y sidras (Ibarburu y col., 2010). Asimismo, esta técnica se ha
utilizado en estudios de expresion génica de un determinado gen en una célula,
cuantificando la cantidad de ARNm producido por el gen en estudio. La cuantificacion
de la expresion genica, inicialmente realizada por la técnica Northern Blot, requeria de
grandes cantidades de ARNm que eran dificiles de obtener. Sin embargo, el uso de la
RT-gPCR (Quantitative Reverse Transcriptase Real-time Polymerase Chain Reaction)
ha resuelto este inconveniente reduciendo en gran medida la cantidad de ARNm
necesario para llevar a cabo los estudios de expresion.

La cuantificacion puede ser absoluta o relativa. EI método de cuantificacion absoluta
usa estandares de ADN de concentracion conocida para construir una recta de referencia
(Wong y Medrano, 2005). Para el calculo de la expresion relativa, es necesario el
empleo de un gen de control interno o referencia que se expresa de forma constitutiva,
entre ellos estan los genes housekeeping, estos genes no varian su nivel de expresién
bajo ninguna condicion experimental (Thellin y col., 1999; Vandecasteele y col., 2001;
Desroche y col., 2005). Para el calculo de la expresion génica se han desarrollado varios
modelos matematicos, siendo el método del 222! (Livak y Schmittgen, 2001) el més

frecuentemente utilizado por los investigadores. Ademas la mayoria de los programas
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informaticos de los equipos de gPCR incluyen este método por defecto. Este método ha
sido el empleado para determinar el nivel de expresion de genes de estrés en O. oeni por
Beltramo y col. (2004), Desroche y col. (2005), Grandvalet y col. (2008) y Olguin y col.
(2010). La técnica de RT-qPCR requiere de la extraccion y cuantificacion del ARNm, la
eliminacion del ADN contaminante, la sintesis del ADNc (ADN copia) y la
amplificacion del mismo mediante PCR en tiempo real. EI ARNm obtenido debe de ser
de alta calidad (libre de ADN vy proteinas) y debe estabilizarse (ya que es muy labil). En
la reaccion de transcripcion inversa, las moléculas de ARNm son copiadas a ADNc por
el enzima transcriptasa inversa en presencia de un cebador. Entre las enzimas
transcriptasas inversas existentes, las mas utilizadas son la del Virus de Leucemia
Murina Moloney (MMLYV) y la del Virus de la Mieloblastosis Aviar (AMV) (Kubista y
col., 2006).

La estrategia para la sintesis de moléculas de ADNc (priming) méas usada para la
transcripcion inversa consiste en la adicion del oligo (dT). El oligo (dT) es un cebador
de 18-20 nuclettidos que contiene solamente timinas, esta cola de T hibrida la cola de
poliadeninas (poli-A) que presentan los ARNm de la mayoria de organismo procariotas
y eucariotas. La cantidad de estos ADNc (que es el reflejo de los ARNmM
correspondientes) se estima mediante PCRq. La cuantificacion del ARNm se basa en la
adicion de una sustancia (fluorocromo) que incorpora sefial fluorescente al ADNc
amplificado. La fluorescencia producida es directamente proporcional a la cantidad de
ADN amplificado (Kubista y col., 2006). Las moléculas fluorescentes empleadas
pueden ser "agentes intercaladores fluorescentes"” de la doble cadena de ADN y los que
utilizan "sondas fluorescentes” (Tagman®, "molecular beacons" y "scorpions"). El
SYBR® Green, es una molécula que se intercala al surco menor del ADN duplex
cuando este se va formando a partir del ADNc. De esta manera permite cuantificar la
produccién del amplicon generado. En la Figura 3 se muestran las 4 fases principales: a)
la fase inicial, en la cual la fluorescencia de los primeros ciclos es minima y no rebasa el
nivel umbral del medio circundante, b) la fase exponencial temprana, la fluorescencia
producida por el producto de PCR rebasa el umbral definido por el equipo, o por el
investigador. El ciclo en el cual la fluorescencia ha alcanzado un umbral definido se
conoce como Ct (Cycle Threshold o Ciclo umbral). Este valor es inversamente
proporcional a la cantidad inicial del molde que hay en la reaccién (a valores bajos de
Ct, mayor es el nimero de copias del ADN molde en la reaccion); c) la fase

exponencial, en donde la cantidad de producto de PCR se dobla en cada ciclo (se
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alcanza un estado de amplificacion optimo) y finalmente d) la fase estacionaria, en la
cual los reactivos y el equipo han alcanzado el limite de deteccion y la reaccién ha

terminado (Wong y Medrano, 2005).
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Figura 3. Curva de reaccion de PCR en tiempo real

Para la deteccidn se utiliza un termociclador especialmente adaptado para la lectura de
cantidades minimas de fluorescencia. La técnica RT-gPCR presenta una elevada
sensibilidad, lo que permite la amplificacion de fragmentos de ADN presentes en muy

baja concentracion (Wong y Medrano 2005; Deepak y col., 2007).

1.3.5 Criterios para la seleccion de cultivos iniciadores

A partir de 1980 se generalizo la utilizacion de cultivos iniciadores comerciales para
llevar a cabo la FML en vinos. Ello ocurrié por dos razones: a) las dificultades para
llevar a cabo de forma espontanea la FML en algunos vinos y b) la necesidad de
asegurarse que la cepa que realizaba el proceso era una cepa eficaz y segura, es decir
que no perjudicara el vino. Aunque se han utilizado diversas especies bacterianas para
tal fin, la mas cominmente empleada es O. oeni dado que es la especie generalmente
asociada a este proceso precisamente por tolerar mejor las condiciones del vino. Dado
gue O. oeni exhibe una alta diversidad fenotipica y fisiolégica como ya se ha visto, las
casas comerciales productoras de cultivos iniciadoras han hecho un importante esfuerzo
para seleccionar las mas adecuadas para llevar a cabo la FML. En muchos cultivos
existentes en el mercado han sido fruto de colaboraciones entre empresas y

universidades. Los criterios para seleccionar cepas de O. oeni como cultivos
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malolacticos estan principalmente relacionados, ademas de con su capacidad para
degradar el acido malico, con la capacidad de tolerar condiciones de estrés propias del
vino o de la vinificacion tales como el pH acido, la elevada concentracion de etanol y la
presencia de sulfito (Guzzo y col., 2000). También se tienen muy en cuenta aspectos
relacionados con las capacidades metabolicas de las cepas de O. oeni, ya que éstas van a
tener una importante influencia sobre las caracteristicas sensoriales del vino (Maicas y
col., 1999; Krieger-Weber 2009). Los criterios que se utilizan generalmente para la
seleccion de cepas malolécticas se recogen en la Tabla 2 y han sido extraidas de los
trabajos de Suérez e Ifiigo (2004), Krieger-Weber (2009) y Torriani y col. (2011).

Tabla 2. Criterios de seleccion de cepas malolécticas utilizadas en vinificacion

Propiedades

Resistencia a factores enoldgicos:

Resistencia a altos niveles de etanol (14 %)
Tolerancia a pH bajo ( inferiores a 3.5)
Resistencia a altas concentraciones de SO,
Tolerancia a bajas temperaturas

Caracteristicas tecnoldgicas:

Alta capacidad malolactica

Capacidad de realizar la FML en diferentes tipos de vinos

Répido crecimiento en vino.

Buen crecimiento en medios sintéticos utilizados para la produccién comercial
Baja produccién de acido acético al pH del mosto o del vino
Incapacidad de producir polisacaridos

Resistencia a bacteri6fagos

Produccion de bacteriocinas

Elevada resistencia a la lisozima

Actividad B-glicosidasa

Actividad esterasa

Produccion de aromas afrutados

Reduccion de sabores herbaceos

Capacidad para dar lugar a sensaciones de redondez de sabor en boca
Produccion de baja astringencia

Produccion de bajo amargor

Capacidad para producir acetaldehido (estabilizacion del color en vinos tintos)
Capacidad para producir cantidades moderadas de diacetilo
Capacidad para producir butanodiol

Que presente baja afinidad a la glucosa

Aspectos toxicologicos:
e Incapacidad de producir aminas biégenas
e Incapacidad de producir carbamato de etilo
¢ Incapacidad de transferir genes de resistencia a los antibioticos
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También se ha postulado la introduccion de otros criterios de seleccion como la
resistencia a los pesticidas, ya que los vinos en los que se inoculen pueden tener
residuos de los que se utilizan para el cultivo de la vid (Lonvaud-Funel, 1999; Capozzi y
col., 2010), o el nivel de induccién de la proteina Lol8 asociada al estrés por calor
(como ya que se ha visto, el nivel de expresion de este gen es alto en las cepas que
presentan alta actividad malolactica a pH bajos) (Coucheney y col., 2005a). Ademas, es
importante estudiar la resistencia a la liofilizacion, ya que estos procesos de
conservacion son los que se van a utilizar durante la produccion industrial de los

mMismos.

1.3.6 Técnicas de identificacion y tipificacion

La identificacion y la tipificacion de O. oeni puede realizarse utilizando una
aproximacion fenotipica, molecular o polifasica. La identificacion por métodos
fenotipicos se basa en el estudio de las caracteristicas morfologicas, bioguimicas,
fisioldgicas y quimiotaxondmicas. La identificacion por métodos moleculares se basa en
el estudio de las moléculas del ADN o del ARN. Mientras que la técnica de
identificacion polifasica abarca el estudio de varias caracteristicas fenotipicas,
genotipicas y/o filogenéticas. Para ello pueden emplearse diferentes técnicas y la
informacidn obtenida tras un adecuado tratamiento de los datos, constituye un sistema
de identificacion de alta fiabilidad (Tracey y Britz, 1987) y ademé&s permite una

caracterizacion muy precisa de cada cepa.

1.3.6.1 Métodos fenotipicos

Segun el Ribéreau-Gayon y col. (2006), la especie de O. oeni se diferencia de las otras
especies de BL del vino por las siguientes caracteristicas: a) su morfologia lenticular y
el modo de agrupacion de las células: en cadenas mas o menos largas, b) ser de
metabolismo heterofermentativo, c¢) su capacidad de crecimiento a pH 4.8 y al 10 % de
etanol. Una descripcion mucho mas extensa de las caracteristicas de esta especie se
puede encontrar en Bergey's Manual of Systematic Bacteriology (Vosy col., 2011).
Una de las ventajas que representan los métodos fenotipicos para llevar a cabo la
identificacion es que son faciles de realizar. En algunos casos se puede recurrir a
sistemas miniaturizados comerciales que permiten una rapida y estandarizada
identificacion, aunque a veces no estan adaptados a todas las especies como ocurre con

O. oeni (Pardo y col., 1988, Jensen y Edwards, 1991). Sin embargo, tienen como
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desventaja el que las caracteristicas fenotipicas no se expresan de forma constante, sino
que dependen de las condiciones ambientales o de cultivo. Muchos autores las han
utilizado tanto para identificar como para caracterizar a las cepas de O. oeni (Garvie,
1967a). Aunque los métodos fenotipicos, por si solos, tienen una resolucion limitada
para la correcta identificacion de las especies, estas técnicas aln siguen en vigor y
tienen interés cientifico. Ademas el estudio de las caracteristicas fenotipicas permite no
solo identificar sino conocer el comportamiento de las cepas frente a diferentes factores
fisicoquimicos asi como sus capacidades metabdlicas y enzimaticas, es decir

caracterizar cada cepa.

1.3.6.2 Métodos moleculares

Los métodos moleculares tienen grandes ventajas respecto a los fenotipicos como su
universalidad, mayor sensibilidad, resolucion y poder discriminante. Este tipo de
métodos sirve ademas de para identificar, para tipificar. Como desventaja hay que tener
en cuenta que en algunos casos es necesario conocer las secuencias de ciertos genes
para su aplicacion, pero ello supone un problema menor en el caso de O. oeni, ya que
muchas secuencias con informacion filogenética se hayan depositadas en bancos de

datos accesibles a través de internet, como el EMBL, el NCBI, entre otros.

Identificacion mediante andlisis del ARN ribosémico 16S

Los genes ribosomales 16S y 23S contienen secuencias conservadas, variables e
hipervariables, que pueden ser utilizadas para comparar tanto microorganismos muy
préximos como muy alejados filogenéticamente. La identificacion de los aislados se
pueden llevar a cabo bien por secuenciacion, bien por digestion del fragmento del gen
ribosomal 16S previamente amplificado y tras su secuenciacion se compara con las
secuencias almacenadas en bases de datos. Un procedimiento alternativo es el
16S-ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis) donde primero se
amplifica el fragmento 16S del ADNr, con cebadores especificos dirigidos a esta region,
tras la posterior digestion de estos fragmentos ribosdmicos con enzimas de restriccion y
la separacion en un gel de agarosa se obtienen perfiles de bandas caracteristicos de las
diferentes especies de BL (Sato y col.,, 2011, Rodas y col., 2003). Una de las
desventajas de esta técnica es que no siempre es capaz de diferenciar entre especies muy
cercanas filogenéticamente. Sin embargo, O. oeni no es un caso problematico ya que las

especies mas cercanas filogenéticamente son O. kitaharae y O. alcoholitolerans (Endo
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y Okada 2006; Badotti y col., 2014) y que pueden diferenciarse facilmente con Msel y
Bfal. La técnica 16S-ARDRA se ha utilizado para identificar aislados de O. oeni (Sato y
col., 2001; Rodas y col., 2003 y 2005; Marques Yy col., 2010).

Identificacion mediante hibridacion con sondas

En esta técnica se utiliza un fragmento de ADN monocatenario (sonda), que es capaz
de hibridarse con otro fragmento de ADN que posea la secuencia nucleotidica
complementaria. Estas sondas que deben estar marcadas (radioisétopos, biotina-
streptavidina, fluorocromos, etc.), se pueden hibridar bien directamente sobre el ADN
problema extraido, depositado y desnaturalizado sobre una membrana de nitrocelulosa
o directamente sobre las células fijadas y permeabilizadas (Dot-Blot e hibridacion
fluorescente in situ), o sobre ADNs digerido y cuyos fragmentos previamente separados
por electroforesis se transfieren a una membrana, se desnaturalizan y se hibridan con
una sonda ribosomal marcadas bien radioactivamente o biotiniladas. Asi, solamente se
detectan los fragmentos que contienen regiones homdlogas a las de la sonda. La
capacidad discriminante de esta técnica es hasta el nivel de especie en funcion de la
secuencia de la sonda elegida (Farber, 1996). Esta técnica ha sido utilizada para
identificar BL asociadas a vinos, entre ellas O. oeni (Dicks y col., 1990; Lonvaud-Funel
y col., 1991; Tenreiro y col., 1994; Stahl y col., 1994; Zavaleta y col., 1997; Blasco,
2009).

Tipificacion mediante secuenciacion de genes housekeeping

En el tipado de secuencias multilocus (MLST) se secuencian al menos 5 genes
localizados en diversos lugares del cromosoma. Esta técnica se ha utilizado para
tipificar cepas de O. oeni de diferentes origenes vinicos (De las Rivas y col., 2004;
Bilhére y col., 2009; Bridier y col., 2010; Gonzalez-Arenzana y col., 2014).

Tipificacion mediante el estudio del polimorfismo de macrorrestriccion

Estos métodos tienen como fundamento la digestion del ADN con enzimas de
restriccién que reconocen secuencias especificas del ADN poco frecuentes. Ello da
lugar a fragmentos de gran tamafio, para cuya separacion se utiliza la electroforesis de
campo pulsado o PFGE (Schwartz y Cantor, 1984). El perfil de fragmentos de ADN
obtenidos mediante PFGE, se considera una “huella genética” de la cepa en estudio.

Este método ha sido descrito como el mas discriminante a nivel intraespecifico de los
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utilizados para el genotipado de BL y se le atribuye muy buena reproducibilidad. Sin
embargo, requiere largo tiempo y es laborioso y caro, lo que limita su aplicacion cuando
se trata de analizar un elevado nimero de muestras (Blaiotta y col., 2001; Sanchez y
col.,, 2004). Con todo, esta técnica se ha utilizado en algunas ocasiones para la
tipificacion de O. oeni (Pardo y col., 1998; Zapparoli y col., 2000; Lechiancole y col.,
2006).

Tipificacion mediante andlisis del polimorfismo del ADN amplificado con
cebadores arbitrarios (RAPD)

La técnica de RAPD, denominada también por otros autores AP-PCR (Arbitrarily
Primed PCR) o DAF (DNA Amplification Fingerprinting), fue descrita simultdneamente
por dos grupos de investigadores en 1990 (Welsh y McClelland, 1990; Williams y col.,
1990). Es un método de tipado basado en la deteccién de diferencias en la secuencia del
ADN genomico total de distintas cepas, utilizando un Gnico cebador de secuencia
arbitraria y de tamafio corto (10-20 nucle6tidos). Las temperaturas de union empleadas
en esta técnica son mucho mas bajas (35-39°C) que en una PCR tradicional, facilitando
la hibridacion del cebador a secuencias que no son 100 % homdlogas y la amplificacion
de las zonas situadas entre las zonas que se ha unido a los cebadores en ambas cadenas.
En una reaccion de RAPD se generan numerosos fragmentos de amplificacion de
distinta longitud con diferentes pesos moleculares y tras su separacion por electroforesis
convencional se obtiene un perfil de bandas (fingerprinting) RAPD o huella RAPD
especifico de cada cepa. El uso de esta técnica se ha extendido debido a que tiene como
ventajas la rapidez y sencillez de su metodologia. No es necesario conocer previamente
la secuencia del ADN a amplificar y se pueden utilizar una amplia variedad de
cebadores arbitrarios comerciales. La principal desventaja de esta técnica es que
presenta una baja reproducibilidad, debido a factores que pueden influir en la misma,
entre ellos: longitud, tipo, composicion y pureza del cebador, la concentracion de ADN
y magnesio, la temperatura de hibridacion, etc.

Por todo ello, es esencial que las condiciones del analisis sean cuidadosamente
controladas, para mejorar asi la reproducibilidad (Welsh y McClelland, 1990; Williams
y col., 1990). Esta técnica ha sido utilizada con éxito para conocer la biodiversidad de
BL en productos lacteos ( y col., 2006), en encurtidos (Sanchez y col., 2004), para la
monitorizacion de procesos en la fermentacion de carnicos (Fontana y col., 2005) vy

para el tipado de BL de vino como O. oeni, entre otras (Zapparoli y col., 2000; Guerrini
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y col., 2003; Reguant y Bordons, 2003; Rodas Yy col., 2005; Lechiancole y col., 2006;
Solieri y col., 2010).

La tipificacion mediante el analisis de polimorfismos amplificados (AFLPs)

La técnica AFLP se basa en la deteccion de polimorfismos de fragmentos generados por
digestion del ADN total y posterior amplificacion selectiva de algunos de estos
fragmentos de digestion. La ventaja de esta técnica es que analiza todo el genoma
bacteriano y que no requiere el ningn conocimiento de las secuencias de ADN de los
aislados. Es una técnica de facil realizacion, altamente discriminante y reproducible. La
reproducibilidad es alta cuando las condiciones de digestion, ligado y amplificacion de
las muestras no cambian, aunque es sensible a la calidad del ADN de la muestra. Esta
técnica fue utilizada por primera vez por Cappello y col. (2008, 2010 y 2014), para el
genotipado de cepas de O. oeni. Los autores describen haber alcanzado una gran
diferenciacion intraespecifica, aunque indican que es necesario realizar estudios

comparativos con otras técnicas de caracterizacion fenotipica.

Tipificacion mediante el analisis de la longitud de fragmentos de secuencias
repetidas en tandem (VNTR)

Las repeticiones en tandem son secuencias nucleotidicas especiales de ADN
organizadas cabeza con cola. Un numero variable de estas repeticiones se distribuyen
aleatoriamente sobre el genoma. Este tipo de secuencias son abundantes tanto en
procariotas como en eucariotas. Estas repeticiones en tandem tienen un papel importante
en la variabilidad genética y constituyen un mecanismo de adaptacion bacteriana (Zhou
y col., 2014). Las repeticiones en tandem se encuentran conservadas y se pueden
clasificar en idénticas o degeneradas y segun el tamafio de la unidad de repeticion se
denominan microsatélites, minisatélites y macrosatélites (Lopes y col., 2006). La
técnica VNTR se basa en la amplificacion de regiones de repeticiones en tandem en el
genoma de un microorganismo. Tras una reaccion de amplificacion se pueden generar
numerosos fragmentos de diferente tamafio que puedan dar lugar a un perfil VNTR para
cada cepa. Para la amplificacién de estas zonas repetidas se utilizan cebadores que son
complementarios de las regiones colindantes conservadas (Claisse y col., 2012). Los
VNTR se ha aplicado con éxito para tipificar cepas de O. oeni utilizando Unicamente 5
regiones repetidas en tandem (Claisse y col., 2012; Claisse y col., 2014).
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Objetivos

El objetivo de esta Tesis Doctoral ha sido estimar la diversidad intraespecifica de la
especie, para evaluar las relaciones fenotipo-genotipo, genotipo/fenotipo-propiedades
tecnoldgicas, para seleccionar adecuadas cepas malolacticas y para evaluar la expresion
de genes de estrés.

Para este objetivo general, el trabajo se ha articulado en torno a los siguientes objetivos

especificos:

1. Caracterizar un conjunto de aislados de Oenococcus oeni desde los puntos de
vista fenotipico, tecnoldgico, gendémico y transcriptomico y utilizar estos
resultados para estimar la existencia de caracteres 0 comportamientos que

permitan diferenciar cepas aisladas de mostos y de vinos.

2. Determinar qué factores enoldgicos influyen principalmente en el crecimiento de

O. oeni.

3. Determinar las relaciones existentes entre las caracteristicas fenotipicas,

tecnoldgicas y gendmicas.

4. Establecer qué cepas son las mas adecuadas como cultivos malolacticos y si
existen caracteristicas gendmicas propias de este tipo de cepas que faciliten su

identificacion y seleccién.

5. Determinar si existen diferencias en el nivel de expresion de genes de estrés

entre cepas resistentes y sensibles a diferentes tipos de estrés.
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Material y Métodos

3.1. Microorganismos utilizados y condiciones de cultivo generales

Los aislados utilizados en este estudio se muestran en la Tabla 3. Estos procedian de
diferentes localidades, diferentes tipos de vino y de diferentes momentos de la
vinificacion. También se utilizaron las siguientes cepas de referencia: Leuconostoc
mesenteroides subsp. mesenteroides CECT 394, Lactobacillus brevis CECT 216 y
Yarrowia lipolytica CECT 1240 y Yarrowia lipolytica CECT 12694.

El cultivo rutinario de los aislados de O. oeni se realiz6 en el medio de cultivo MLO
(Zdniga y col., 1993) ajustado a pH 4.8. Los cultivos se incubaron a 28 °C durante un
periodo de 3 a 5 dias. Las cepas de Lactobacillus y Leuconostoc se cultivaron en medio
MRS (De Man y col., 1960) ajustado a pH 6.5, incubandose a 28 °C durante 2 dias. Las
cepas de levaduras se propagaron en el medio GPYA (Belloch y col., 1998) ajustado a
pH 5.5, y se incubaron a 26 °C durante 3 dias. Para el cultivo en placa se afiadié 20 g/L

de agar.

3.2 Conservacion de los aislados microbianos

Los sistemas de conservacion utilizados para los aislados fueron la congelacion a -20 °C
y la liofilizacion. La congelacion se realiz6 mezclando en crioviales 500 pL de los
cultivos en fase de crecimiento exponencial con 500 pL de glicerol estéril al 30 %. La
mezcla se congeld a -20 °C para su conservacion a medio plazo.

Para la conservacion a largo plazo los aislados se liofilizaron. Para ello, los aislados
crecidos hasta fase exponencial en 50 mL de los medios y condiciones sefialados en el
apartado 3.1, se centrifugaron durante 15 minutos a 6000 rpm (Heraeus Multifuge 1
S-R). Posteriormente, se lavaron con 50 mL de soluciones crioprotectoras (&cido
glutamico 0.067 M para BL y leche descremada y glucosa al 15 % a razén 2:1, para
levaduras). Las células lavadas se recuperaron por centrifugacion en las condiciones
descritas anteriormente. Tras esto, se resuspendieron en 2 mL de las soluciones
crioprotectoras respectivas y se depositaron alicuotas de 400 pL de esta suspension en
tubos de cristal de 5 mm de diametro. Estos tubos se congelaron, se liofilizaron, se

cerraron al vacio y se almacenaron a 4 °C.
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Tabla 3. Origen de los aislados y cepas de O. oeni utilizadas en este trabajo

Localidad

Variedad

Aislados

Los Isidros Bobal R Mosto 75
Venta del Moro Garnacha T Vino 118
Venta del Moro Macabeo B Vino 120
Requena Macabeo B Vino 122
Los Ruices Bobal T Vino 123, 124, 125
Requena Mezcla de tintos T Vino 128, 138M, 171, 196
Los Ruices Bobal R Vino 129, 130
Los Ruices Macabeo B Vino 133
Venta del Moro Bobal T Vino 134, 242
El Derramador Macabeo B Vino 142, 234
Sinarcas Bobal R Vino 149, 205A, 206, 213
Sinarcas Tempranillo R Vino 158
Fuenterrobles Bobal T Vino 160B, 160C, 237
Casas de Prada Bobal R Vino 168, 169, 194, 197, 225, 228A, 251
Cuevas de Utiel Bobal R Vino 176A
Casas de Prada Tempranillo T Vino 182, 188, 202, 229
Sinarcas Tempranillo T Vino 217B, 218A, 219, 222M, 223A, 224
Barbastro Tempranillo T Vino 226SM
Utiel Bobal T Vino 235, 236
Venta del Moro Bobal R Vino 238, 239, 240
Camporrobles Bobal R Vino 246
Corrales de Utiel Bobal T Vino 248
Corrales de Utiel Tardana T Vino 254
Los Isidros Bobal R Vino 255
Fuente La Higuera Tempranillo T Vino 504
Pefafiel Tempranillo T Vino B19
Fuensalida Tempranillo T Vino Z1,72,73, 76,78
Oporto Syrah T Mosto e PO4’PT)0151', E%i';g%’lzog’ Pl
Requena Merseguera B Mosto Mel, Me2, Me3, Me6, Me8
La Rioja Tempranillo T Mosto bt b, Ix6l):>1<g :;gf x14, Ix15,
FS2, FS10, FS13, FS14, FS16, FS17,
Cmporossol T Moo ESL3 ESIESI ESL Ft ot
FS37
ND ND ND Vino PSU-1 (ATCC® BAA-331™)
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ND ND ND Vino RM17(Lallemand)
ND ND ND Vino CECT 217"
ND ND ND Vino ML34 CECT 218
ND ND ND Vino CECT 4028
ND ND ND Vino CECT 4029

'Tipo de elaboracion: B, blanco, R, rosado y T, tinto; “momento de la vinificacion: mosto o
vino; ND: no determinado; ATCC: American Type Culture Collection; CECT: Coleccién
Espafiola de Cultivos Tipo; En negrita se muestran los nuevos aislados en este trabajo

3.3 Técnicas para estimar el crecimiento

Para evaluar el crecimiento de los aislados se han utilizado las siguientes técnicas:

3.3.1 Recuento de microorganismos viables

La estimacion del namero de microorganismos viables se realizd por siembra en
superficie de diluciones decimales seriadas, realizadas en suero fisiologico estéril al 0.9
% (SF). Se depositaron 100 pL de cada una de las diluciones respectivas en la superficie
de las placas de MLO pH 4.8 y se distribuyeron con asa Drigalsky. Las muestras se
incubaron a 28 °C durante 5 dias. Las siembras se realizaron por triplicado y el resultado

se expresd como la media de los recuentos en ufc/mL.

3.3.2 Recuento microscopico de microorganismos totales

El recuento de los microorganismos totales se realizd6 mediante el uso de una camara
Thoma. Las células se visualizaron con el objetivo 40X en un microscopio de fases
Leica DMB 5000.

3.3.3 Determinacion de la Densidad Optica (D.O.)

El crecimiento de los microorganismos en medios liquidos y en vino sintético se
determin6 mediante la medida del aumento de la densidad 6ptica a 600 nm a lo largo del
tiempo. Para ello se utilizd un espectrofotometro CE 373 (Cecil Instruments) y una

longitud de onda de 600 nm.
3.3.4 Expresion de los crecimientos como valores de area bajo la curva (ABC)

Este método se basa en el célculo del area total que hay debajo de la curva de

crecimiento convirtiéndose en una medida cuantitativa global del crecimiento (Gagnon
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y Peterson 1998; Herbers y col. 2011). EI ABC es la integral de una funcion trapezoidal
(en nuestro caso las D.O.) que graficamente queda determinada en un esquema de ejes
cartesianos, en un intervalo de 2 puntos (tiempo) (Gagnon y Peterson 1998). Para ello se
utilizé el programa Excel 2010 (Microsoft Office). Los valores de los crecimientos en
vino tinto y en vino sintético se calcularon por triplicado en cada condicion y a partir de
los mismos se obtuvieron los valores ABC, expresados en unidades arbitrarias (UA).
Las figuras se construyeron a partir de las medias y la desviacion estandar de los
triplicados de cada aislado.

3.3.5 Determinacion del peso seco

Para determinar el peso seco se utilizaron 5 mL de un cultivo de O. oeni de D.O. X 600 nm
igual a 0.5. Los cultivos se colocaron en tubos de 10 mL previamente pesados en una
balanza analitica (Denver Instruments S.I-114). Las células correspondientes a ese
volumen se recogieron por centrifugacion en una Multifuge 1 S-R a 6000 g durante 20
minutos. Se descarté el sobrenadante y se elimind la humedad del sedimento a 100 °C
durante 4 horas. Para determinar el peso seco, al peso final obtenido al pesar los tubos
sometidos a desecacion se les restd el peso del tubo vacio determinado previamente. Los

resultados se expresaron en mg/mL.

3.4 Aislamiento de nuevos especimenes de O. oeni

Para tener una buena coleccion de aislados de O. oeni de mosto, se muestrearon mostos
de diferentes procedencias (Tabla 3). Los mostos se recogieron directamente en bodega
en frascos estériles. Cien pL de diferentes diluciones decimales de estas muestras se
sembraron en la superficie de placas de Agar MLO suplementado con natamicina 0.15
g/L, para inhibir el crecimiento de las levaduras. Todas las placas se incubaron a 28 °C
durante 7 dias. Transcurrido este tiempo se seleccionaron aquellos aislados que

presentaban una morfologia colonial y celular tipica de O. oeni.

3.5 Identificacion de los nuevos aislados incorporados a la coleccion ENOLAB
Para llevar a cabo este objetivo, se realiz6 una reaccion de PCR especifica utilizando 2
cebadores especificos, disefiados por Ferrer (comunicacion personal):

I,B: CCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT

IsB: TTCGGGTGAAGTGAGGCAATGACTA
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Estos cebadores, amplificaban especificamente una region del ADN ribosomal 16S de
O. oeni. Las amplificaciones se realizaron directamente desde colonia. Para obtener el
ADN molde de una colonia se resuspendia en 10 pL de agua MilliU estéril (Millipore).
Cada reaccion de PCR se llevo a cabo en un volumen total de 50 pL que contenia: 1 pL
de cada uno de los cebadores a 50 mM, 1 uL de la mezcla de dNTP (Roche) a 200 uM
en total, 5 pL de tampdn de PCR 1X (Thermo Scientific), 0.5 ul de MgCl; a 50 mM
(Thermo Scientific), 40 puL de agua MilliU (Millipore), 0.5 pL de DyNAzyme Il ADN
polimerasa (Thermo Scientific) y 1 puL de la suspension celular como fuente de ADN
molde. La PCR se llevé a cabo en un termociclador PTC-100™ (MJ Research) con las
siguientes condiciones de amplificacion: una desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 5
min, 34 ciclos a 95 °C durante 30 s, 73 °C durante 1 min y 30 sy, para finalizar, una
extension a 72 °C durante 10 min.

Tras la amplificacion, los fragmentos de PCR se separaron en gel de agarosa (SeaKem®
LE, Cambrex) preparado al 1.2 % (p/v), en un tampon TBE 0.5 M. Las condiciones
electroforéticas fueron 80V durante 45 minutos en tampéon TBE 0.5 M. El tamafio de los
fragmentos se estimd por comparacién con el marcador de peso molecular 1Kb Plus
DNA Ladder (Invitrogen). Una vez tefiido el gel con bromuro de etidio 0.5 pg/mL (MO
B10), las bandas se visualizaron bajo la luz UV y la imagen se digitaliz6 mediante un
sistema de captacién de imagen acoplado a la camara de luz ultravioleta (GelPrinter
Plus, TDI).

3.6 Caracterizacion fenotipica

3.6.1 Morfologia celular, caracter Gram y catalasa

Para estudiar la morfologia celular se procedié a su observacion mediante un
microscopio de contraste de fases (Leica DMB 5000).

El caracter Gram se determind emulsionando una colonia en una gota de KOH 3 %
(p/v) (Gregersen, 1978) depositada sobre un portaobjeto. Las células Gran negativas se
lisan en estas condiciones y dan lugar a la aparicion de un hilo mucoso entre el
portaobjeto y el asa de siembra. Las Gram positivas no se lisan y por lo tanto no se
observa el moco.

La presencia de la enzima catalasa se determind emulsionando una colonia sobre una
gota de H,0O, al 10 % (Cappuccino y Sherman, 1977) colocada sobre un portaobjeto.
Los aislados se consideraron catalasa positivos cuando se observo la aparicion de

burbujas en la emulsion, mientras que la ausencia de las mismas indico que el aislado
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era catalasa negativo, es decir que carece de la enzima catalasa. Solo se consideraron
presuntos O. oeni aquellos aislados de morfologia celular cocoide-lenticular, cuyas

células se agrupaban en cadenas y eran Gram positivas y catalasa negativa.

3.6.2 Analisis de la capacidad para fermentar carbohidratos

La capacidad de los diferentes aislados para fermentar diferentes hidratos de carbono, se
realiz6 en el medio basal MBFC (Garvie, 1967a), al que se le afiadieron 0.5 mL de una
solucion estéril al 2 % de los siguientes carbohidratos: L-arabinosa, D-fructosa,
D-maltosa, D-melibiosa, D-salicina, D-sacarosa, D-trehalosa, D-arabinosa, D-arbutina,
D-celobiosa, D-galactosa, D-glucosa, D-lactosa, D-manitol, D-manosa, D-rafinosa,
D-ribosa, D-xilosa y L-xilosa. Los tubos se sembraron al 4 % con una suspension de
células crecidas en MLO (D.O. X 600 nm = 0.8) centrifugadas a 6000 g durante 15
minutos (Heraeus Multifuge 1 S-R), lavadas y resuspendidas en el volumen original de
SF. La incubacion se realiz6 a 28 °C durante 30 dias. Se consideraron como
fermentaciones positivas aquellas que presentaron un color amarillo. Este viraje del
indicador de pH (verde de bromocresol) del verde al amarillo, se debe a la produccién

de &cido a partir de los carbohidratos y a la consiguiente disminucion del pH.

3.6.3 Determinacion de la capacidad para hidrolizar arginina

Para determinar la capacidad para hidrolizar arginina se evalud la produccion de
amoniaco en el medio HFA, descrito por Pilone y col. (1991). Para ello, los aislados
crecidos en MLO hasta la fase estacionaria se inocularon al 1 % en el medio HFA y se
incubaron a 28 °C en anaerobiosis durante 7-10 dias. Transcurrido este tiempo, el
sobrenadante libre de células (SLC) se obtuvo por centrifugacién a 10000 g durante 10
minutos (Heraeus Multifuge 1 S-R). La presencia de NH3 se detectd por la aparicion de
una coloracion naranja-marrén tras adicionar 2-3 gotas del reactivo Nessler a 1 mL del
SLC. Como control positivo se utilizé la cepa Lb. brevis CECT 216 y como control

negativo se utilizé la cepa O. oeni CECT 218.

3.6.4 Analisis de la capacidad para producir exopolisacaridos a partir de sacarosa
Para realizar esta prueba, los aislados se sembraron en Agar Sacarosa mediante la
técnica de la triple estria (Garvie, 1967a) y se incubaron en anaerobiosis a 28 °C durante

14 dias. La produccion de dextrano se considerd positiva cuando aparecian colonias
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grandes y mucosas. Como control positivo se utilizé la cepa L. mesenteroides subsp.
mesenteroides CECT 394.

3.6.5 Andlisis de la capacidad para degradar acidos organicos

Para llevar a cabo este andlisis se utilizo el vino sintético a pH 3.7, 10 % de etanol; la
elaboracion del mismo se describira en el apartado 3.7.2. El contenido de azucares de
este vino es 1.5 g/L de glucosa y la misma cantidad de fructosa. A 3 lotes de este vino
se les afiadieron separadamente: 5 g/L de acido L-malico, 0.5 g/L de &cido citrico y 5
o/L de acido tartarico. Los diferentes vinos se inocularon al 2 % a partir de un cultivo
precrecido en el Medio OPM (Berbegal, 2014), cuyas células se lavaron y
resuspendieron en el mismo volumen de SF. Los tubos se incubaron a 28 °C tomandose
muestras a los 3, 6 y 20 dias. La concentracion de los &cidos organicos en las muestras
se determind por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), siguiendo la

metodologia descrita por Frayne (1986).

3.6.6 Determinacion de la produccion de aminas biégenas

La capacidad de producir aminas se ensayd en tampon acetato 50 mM, pH 4.8,
suplementado con los siguientes aminoacidos L-tirosina, L-histidina, L-ornitina,
L-arginina y de L-lisina, precursores de las aminas tiramina, histamina, putrescina y
cadaverina, respectivamente. Para ello, se sembraron 2 mL de los cultivos crecidos en
medio MLO a una D.O. X 00 nm = 1.0 en 8 mL del medio MDB (Landete y col., 2005)
modificado con 10 mM de cada aminoacido por separado y se incubaron a 28 °C
durante 3 dias, para inducir la sintesis de enzimas descarboxilasas. Posteriormente las
células se centrifugaron a 6000 g durante 15 minutos (Heraeus Multifuge 1 S-R) y se
lavaron dos veces con tampon acetato 50 mM. Las células se resuspendieron en 1 mL
del mismo tampdn el cual contenia 10 mM de los precursores de las aminas bidgenas
por separado y se incubaron a 28 °C durante 4 dias. Transcurrido este tiempo, se
recogieron los sobrenadantes por centrifugacion a 13000 g durante 10 minutos (PrismR
Labnet) y se analizaron por HPLC. Las condiciones cromatograficas son las descritas
por Pefia-Gallego y col. (2009). La cuantificacion se realizd6 mediante la medicién de

areas de los picos cromatogréaficos. La calibracion se llevo a cabo con patrones externos.
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3.6.7 Andlisis de las actividades enzimaticas extracelulares
Para determinar la capacidad de produccion de enzimas hidroliticas extracelulares, se

realizaron las pruebas que se mencionan a continuacion:

Ensayo de la actividad lipolitica

Para determinar la actividad lipolitica se utiliz6 Agar MLO pH 4,8 suplementado con
tributirina (Sigma-Aldrich) al 1.0 % (Davis y col., 1988), el cual se sembré mediante la
técnica del goteo. Para ello se recogieron por centrifugacion, a 6000 g durante 15
minutos (Heraeus Multifuge 1 S-R), las células crecidas en 10 mL de medio MLO a una
D.O. X 600 nm = 1.0, se lavaron en SF y se resuspendieron en 10 mL del mismo. Se
depositaron 10 pL de esta suspension en forma de gota sobre la placa y ésta se incubé a
28 °C durante 7 dias. Se consideraron positivos aquellos aislados que presentaban un
halo de precipitacion alrededor de la colonia. El precipitado se debia a la cristalizacion
de sales calcicas producidas a partir de los acidos grasos liberados de los lipidos y de los

iones Ca*™" del medio.

Ensayo de la actividad B-glucanasa

Para evidenciar la produccién de enzimas B-glucanasas, se utilizé el medio descrito
Matthews y col. (2006) en el que el B-glucano de cebada se sustituyo por B-glucano de
levadura (Megazyme) y al que se afiadieron 0.5 g/L de fructosa. Los aislados a analizar
se inocularon por la técnica del goteo segin lo descrito en el apartado anterior,
incubandose las placas a 28 °C durante 15 dias. Para poner de manifiesto la actividad
B-glucanasa, se procedid a retirar las colonias de la superficie de las placas con agua
MiliQ estéril. A continuacioén, las placas se colorearon durante 15 minutos con una
solucién en agua de Rojo Congo 0.1 % (p/v), previamente disuelto en etanol al 20 %
(v/v). Posteriormente, se afiadio una solucién de NaCl 1 M que se dejo actuar durante
15 minutos. La prueba se consider6 positiva tras la aparicion de un halo claro alrededor

de la colonia.

Ensayo de la actividad g-glicosidasa
Para determinar la actividad de enzimas B-glicosidasas se utilizaron los sustratos
esculina y arbutina. Para determinar la actividad sobre el primero se utilizo el medio de

cultivo MBFC descrito por Garvie (1967a) con las siguientes modificaciones:
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e Meétodo 1: citrato de amonio férrico al 0.05 % y esculina al 0.2 % segun formula
utilizada por el sistema API 50 CH (API system, 1981)

e Meétodo 2: citrato de amonio férrico al 0.05 % y esculina al 0.01 % (Smibert y
Krieger, 1981)

e Meétodo 3: citrato de amonio férrico al 0.5 % y esculina al 0.2 % (Carr, 1970)

Para determinar la actividad glicosidasica sobre la arbutina se utilizé el medio MFBC al
cual se le adicionaron 5 g/L de arbutina y 0.5 % de citrato de amonio férrico y del cual
se elimino el verde de bromocresol.

Los tubos con los respectivos sustratos, se sembraron al 4 % con una suspension de
células crecidas en MLO (D.O. A 600 nm = 0.8) centrifugadas a 6000 g durante 15
minutos (Heraeus Multifuge 1 S-R), lavadas y resuspendidas en el volumen original de
SF. Los tubos se cubrieron con 1 mL de vaselina estéril y se incubaron a 28 °C durante
30 dias. Se considerd que los tubos con esculina mostraban reaccion positiva cuando
presentaron un viraje de verde oliva a negro. Este ennegrecimiento es producto de la
precipitacién del complejo formado entre la esculetina (producto de la hidrolisis de la
esculina y el Fe*®. Se consideré que los aislados llevaban a cabo una hidroélisis rapida,
media o lenta segin produjeran el viraje en 7, 15 6 30 dias, respectivamente. Se
consider6 que los aislados presentaban actividad B-glicosidasa positiva sobre la arbutina

cuando los tubos presentaron un viraje del color del medio de amarillo marrén a negro.

Ensayo de la actividad celulolitica

La actividad endoglucanasa se determin6 utilizando carboximetilcelulosa (CMC)
(Sigma-Aldrich) como sustrato. CMC presenta un alto grado de polimerizacion, por lo
que se le considera un sustrato similar a la celulosa amorfa y por ello adecuado para
determinar la actividad endoglucanasa.

Para evidenciar la produccion de celulasas, se utilizé el medio de cultivo de Matthews y
col. (2006) que contenia en g/L: 5 g de triptona, 2.5 g de extracto de levadura, 1 g de
glucosa, 10 g de carboximetilcelulosa, 20 g de agar. Respecto a la formula original el
medio que nosotros utilizamos diferia en que el pH se ajusto a 4.8 y ademas contenia
0.5 g/L de fructosa. Este medio se inocul6 e incubd de la misma manera que ya se ha
descrito para la actividad lipolitica. Los aislados con actividad celulolitica se

identificaron por la presencia de un halo de aclaramiento tras la coloracion con Rojo
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Congo y posterior lavado con NaCl de la placa donde habian crecido, como en el caso
de la actividad B-glucanasa. Como control positivo se utilizd la celulasa comercial
Onozuka R-10 obtenida de Trichoderma viride (Yakult Pharmaceutical Industry Co.,
Ltd).

Ensayo de la actividad tanasa

Para evidenciar esta actividad enzimatica, se utilizd la metodologia descrita por
Matthews y col. (2006). Para el ensayo se utilizd6 como sustrato el metil galato
(Sigma-Aldrich) a una concentracion de 20 mM, previamente disuelto en tampon
Mcllvaine 0.1 M, pH 5.0. La mezcla de reaccion consistié en 600 pL de la solucion con
el sustrato y 400 pL de una suspension de células lavadas y resuspendidas en tampon
Mcllvaine a una D.O. X go0 nm = 0.5. Esta reaccion se incub6 a 37 °C durante 6 horas.
Tras ello, se procedid a eliminar las células mediante centrifugacion a 13000 g durante 5
minutos (PrismR Labnet). A 500 pL del SLC, se afiadi6 un volumen de una solucion
saturada de NaHCO3 (Panreac) y la mezcla se incub6 a temperatura ambiente durante 1
hora. Transcurrido el tiempo se midié la absorbancia a 400 nm en el equipo FLUOstar
OPTIMA (BGM Labtech) para cuantificar la actividad. Los ensayos se realizaron por
duplicado. Como control positivo se utilizd la cepa O. oeni RM17 y como control
negativo se utilizé la misma la solucién de reaccién pero a la que no se incorporaron

celulas sino s6lo 400 pL de tamp6n Mcllvaine.

Ensayo de la actividad esterasa

La actividad esterasa se determind utilizando la metodologia descrita por Matthews y
col. (2006). En este ensayo se utilizaron tres tipos de ésteres: 4-nitrofenil acetato
(Sigma-Aldrich), 4-nitrofenil butirato (Sigma-Aldrich) y 4-nitrofenil octanoato
(Sigma-Aldrich), todos ellos previamente disueltos en etanol al 96 % (VWR Prolabo).
La mezcla de reaccion (1 mL volumen final) consistié en 860 pL de tampon Mcllvaine
0.1 M, 100 uL de la suspension de células lavadas y resuspendidas en el mismo tampon
(D.O. A 600 nm = 0.5) y 40 pL de cada uno de los sustratos a una concentracion stock de
25 mM. Esta mezcla de reaccion se incubd a 37 °C durante 2 horas en agitacion (100
rpm) sobre una plataforma Unimax 1010 (Heidolph). Posteriormente se procedio a
eliminar las células mediante centrifugacion a 13000 g durante 7 minutos (PrismR
Labnet). Se colocaron 900 pL del SLC en un tubo nuevo y se afiadieron 100 pL de una

solucién de NaOH 0.5 M, con el fin de alcalinizar la reaccion. Se midi6 la absorbancia a
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400 nm en un equipo FLUOstar OPTIMA (BGM Labtech) y la actividad especifica se
cuantifico mediante interpolacién de los valores de D.O. obtenidos, en una recta patrén
de soluciones estandares de p-nitrofenil. Los resultados se expresaron como pmoles de
p-nitrofenil liberados por minuto por mg de peso seco. Todos los ensayos se realizaron
por duplicado. Como control positivo se utilizo la cepa CHR Hansen Viniflora oenos y
como control negativo se utilizé la misma solucion de reaccién pero a la que no se

afiadieron células, aunque si 100 pL del tampdn Mcllvaine.

3.7 Caracterizacion tecnoldgica

3.7.1 Determinacion del crecimiento en vino tinto

Para estimar el crecimiento en vino tinto natural, se obtuvo uno en el laboratorio a partir
de mosto tinto comercial Don Simon. Este mosto se fermenté con 0.25 g/L de la
levadura seca Saccharomyces cerevisiae var. bayanus BY (Agrovin), previamente
hidratada con SF a 28 °C durante 20 minutos. EI mosto se dejo fermentar a 28 °C
durante 5 dias. Tras la FA se verificd la cantidad de azucares residuales mediante HPLC
(Frayne, 1986) y se eliminaron las levaduras mediante centrifugacion a 10000 g durante
20 minutos (BECKMAN COULTER Avanti J-E). El vino se ajusté a pH 3.5, 11 % de
etanol, 3 g/L de acido malico y 1 g/L glucosa y se inocul6 al 1 % con los respectivos
cultivos de O. oeni preadaptados en el Medio OPM (Berbegal, 2014). El crecimiento en
vino se determiné mediante recuento de células viables en medio MLO a lo largo de 12
dias. Las placas sembradas se incubaron a 28 °C durante 5 dias. El ensayo se realizé por
triplicado. Con las medias de los recuentos se construyd una curva de crecimiento y se
calcul6 el ABC.

3.7.2 Determinacion del crecimiento en vino sintético a diferentes valores de pH,
etanol y SO,

Para determinar el crecimiento de los aislados en diferentes condiciones enoldgicas se
utilizé un vino sintético obtenido segun describi6 Guija (2011). La composicién original
de este vino se modifico afadiéndole 3 g/L de glucosa, 3 g/L de fructosa, 5 g/L de &cido
L-malico, 5 g/L de extracto de levadura, 10 g/L de triptona y 1 mL de una solucion de
vitaminas concentrada 1000 veces (Liu, 1993). Diferentes lotes de este vino sintético se
ajustaron a diferentes valores de pH, de SO, y de etanol. La condicion estandar utilizada
para comparar los crecimientos en las diferentes condiciones ensayadas fue un vino con

10 % etanol, pH 3.7 y 0 g/L SO,. La capacidad para crecer a diferentes concentraciones
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de etanol se determiné en el vino sintético a pH 3.7, el cual se ajustd con etanol absoluto
a 10 %, 12 %, 14 % y 15 %. Para determinar la capacidad de crecimiento a diferentes
valores de pH, se utilizo el vino sintético con 10 % de etanol, y el pH se ajustd a 2.9,
3.2,3.5,3.7 y 4.0 con HCI 10 N. Para la determinacion de la resistencia de los aislados
al SO, se utilizé un vino de pH 3.7 y 10 % etanol al que se le afiadio K,OsS, (Agrovin)
en cantidad suficiente para obtener las siguientes concentraciones finales de SO, total:
30, 40, 50, 60 y 70 mg/L. Finalmente, los vinos preparados segin se ha descrito, se
esterilizaron por filtracion con membrana de 0.22 pum. Los vinos sintéticos se
inocularon al 1 % con los diferentes aislados de O. oeni precultivados en el Medio OPM
(con o sin SO,) y se incubaron a 28°C durante 12 dias. Para evaluar el crecimiento de
los aislados en presencia de diferentes concentraciones de SO,, al medio de pre-
adaptacion se le afiadieron 30 mg/L de K,0sS, para ajustarlo a 15 mg/L SO, total y el
nivel del indculo que se utiliz6 en estos casos fue del 10 % en lugar del 1 % para
compensar la posible muerte inicial de las células al enfrentarse a este antiséptico. Se
realizo un seguimiento del crecimiento mediante lectura de la D.O. A 600 nm Cada 3 dias
(por triplicado) y la media de estos resultados se utiliz6 para calcular el ABC para cada

una de las condiciones ensayadas.

3.8 Caracterizacion genomica

3.8.1 Tipificacion de los aislados mediante RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA)

Esta técnica se basa en la amplificacion simultanea de ciertas zonas del genoma que
presentan cierta homologia (complementariedad) con un unico cebador de secuencia
aleatoria. La obtencién del ADN molde para la amplificacion se realizé a partir de
colonia, segun se ha descrito en el apartado 3.5. Para la tipificacion de los aislados se
utilizé el cebador M13 descrito por Stendid y col. (1994) y utilizado previamente por
Zapparoli y col. (2000) para tipificar cepas de O. oeni.

Cada reaccion de PCR se llevd a cabo en un volumen total de 50 pL que contenia: 1 pL
del cebador a 50 mM, 1 pL de la mezcla de dNTP (Roche) a 200 uM en total, 5 pL de
tampon de PCR 1X (Thermo Scientific), 0.5 pl de MgCl, a 50 mM (Thermo Scientific),
41 pL de agua Milliu (Millipore), 0.5 uL de DyNAzyme Il ADN polimerasa (Thermo
Scientific) y 1 puL de la suspension celular como ADN molde.

La PCR se llevo a cabo en un termociclador TC-312 (Techne®) siguiendo las

condiciones descritas por Rodas y col. (2003). El programa de amplificacion fue el
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siguiente: una desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 5 min, seguida de 15 ciclos a 94
°C durante 30 s, 30 °C durante 30 s y 72 °C durante 1 min, seguido de 25 ciclos a 94 °C
durante 30 s, 30 °C durante 30 s y 72 °C durante 1 min y, para finalizar, un periodo de
extension a 72 °C durante 10 min.

Tras la amplificacion, los fragmentos de PCR se separaron en gel de agarosa (SeaKem®
LE, Cambrex) al 1.2 % (p/v). La separacion de las bandas se llevd a cabo por
electroforesis en tampon TBE 0.5X a 80 V durante 3 horas. El tamafio de los
fragmentos se estimd por comparacién con el marcador de peso molecular 1Kb Plus
DNA Ladder (Invitrogen). Una vez tefiido el gel con bromuro de etidio 0.5 pg/mL (MO
B10), las bandas se visualizaron bajo la luz UV y la imagen se digitaliz6 mediante un

captador de imagen acoplado a la camara de luz ultravioleta (GelPrinter Plus, TDI).

3.8.2 Tipificacion de los aislados mediante VNTR (Variable Number of Tandem
Repeat)

Los cebadores utilizados en este estudio fueron los mismos que utilizaron Claisse y
Lonvaud-Funel (2012). En este caso la metodologia original utilizada por estos autores
se modifico de forma que todos los cebadores se afiadieron juntos en una Unica reaccién
de PCR. Todas las amplificaciones se realizaron en un volumen total de 46 pL que
contenia: 0.5 pL de cada uno de los cebadores a 50 mM, 1 pL de la mezcla de dNTP
(Roche) a 200 uM en total, 5 pL de tampon de PCR 10X (Invitrogen), 2 ul de MgCl, a
50 mM (Invitrogen), 31.5 pL de agua MilliU (Millipore), 0.5 pL de Tag DNA
Polymerase (Invitrogen) y 1 pL de la suspension celular, obtenido de la misma manera
que en el apartado anterior, como ADN molde. La PCR se llevd a cabo en un
termociclador PTC-100™ (MJ Research) con las siguientes condiciones de
amplificacion: una desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 5 min, seguido de 40 ciclos
a 95 °C durante 30 s, 58 °C durante 30 s y 72 °C durante 30 s Yy, para finalizar, una
extension a 72 °C durante 7 min. Los productos de PCR se separaron y analizaron como

se ha descrito en al apartado 3.8.1.

3.8.3 Anadlisis de los perfiles de bandas de RAPD y VNTR

Las imagenes obtenidas de los geles de RAPD y VNTR se digitalizaron, normalizaron,
analizaron y combinaron mediante el programa BioNumerics version 6.5 (Applied
Maths). Se utilizo el coeficiente de correlacion cofenético de Pearson y se realizd un

analisis de agrupamiento utilizando el algoritmo UPGMA (Unweighted Pair Group
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Method with Arithmetic Averaging). La determinacion del porcentaje minimo de
similitud entre los perfiles de RAPD y VNTR necesaria para la discriminacion de los
perfiles de bandas de aislados diferentes, se realizé estableciendo el minimo porcentaje
de similaridad al cual se unian los perfiles de 10 aislados seleccionados al azar y
amplificados por duplicado tanto por RAPD como por VNTR (Rodas y col., 2003). Este
nivel establecio el umbral de discriminacion por debajo del cual los perfiles de los
aislados se consideraron diferentes y por encima iguales.

Se evalud la tipabilidad, repetitividad y poder discriminante de las técnicas RAPD y
VNTR. La tipabilidad es el porcentaje de aislados que dan resultado inequivoco y la
reproducibilidad es el porcentaje de aislados que dan el mismo resultado cuando se
analizaban repetidas veces (Hunter y Gaston, 1988). Para evaluar el poder discriminante
(D) de las técnicas RAPD y VNTR, se utiliz6 el valor complementario respecto a 1 del
indice de diversidad de Simpson. Asi cuando el valor D se aproxima a 1, el poder
discriminante del método de tipado es mayor, es decir evalla mejor la diversidad

existente (Hunter y Gaston, 1988).

3.8.4 Deteccion de variaciones de las secuencias parciales de los genes rpoB y rpoC
Se amplificaron parcialmente los genes rpoB y rpoC que codifican para las subunidades
B y B’ de la ARN-polimerasa, respectivamente. Para ello se utilizaron los cebadores
especificos descritos en la Tabla 4 y que fueron usados previamente por Guija (2011).
La PCR se llevd a cabo en un termociclador Mastercycler personal 5332 (Eppendorf).
Para la amplificacion del gen rpoB se realiz6 una desnaturalizacion inicial a 95 °C
durante 5 min, seguido de 35 ciclos a 95 °C durante 1 min, 45 °C durante 1 miny 72 °C
durante 10 min, para finalizar con 72 °C durante 10 min. La amplificacién del gen rpoC
se realizé una desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 5 min, seguido de 35 ciclos a 94
°C durante 30 s, 60 °C durante 30 s 'y 72 °C durante 10 min y para finalizar con 72 °C
durante 10 min. Los productos de PCR se separaron mediante electroforesis en gel de
agarosa (SeaKem® LE, Cambrex) al 1.2 % (p/v) en tamp6n TBE 0.5X a 80 V durante 1
hora. El tamafio de los fragmentos se estimd por comparacion con el marcador de peso
molecular 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). El producto de PCR se purifico,
utilizando el Kit comercial MO BIO 12500, y se secuencio en el Servicio de Gendmica
del Servei Central de Suport a la Investigacio Experimental de la Universitat de

Valéencia. Tras obtener las secuencias nucleotidicas, éstas se analizaron con el programa
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Mega 5.0 y se compararon con las secuencias previamente descritas por Renouf y col.

(2009) utilizando para ello el programa Blast.

Tabla 4. Cebadores de los genes rpoB y rpoC utilizados en este trabajo

Gen Cebador 5> — 3’ Cebador 5° —> 3

rooB CAATCTCCAAGAGGGAGTCG  ATTGAAACTCCAGAAGGCCC

rpoC  CCTGTTTCCGGACCTGGTAATC  TTATTGATGTTGGCTGCTTC

3.8.5 Evaluacion de la presencia de marcadores moleculares

El anélisis de la presencia de los marcadores moleculares relacionados con la resistencia
a las condiciones del vino, descritos por Renouf y col. (2008), se realiz6 mediante PCR,
utilizando para ello los cebadores y condiciones especificados por estos autores y que
se describen en la Tabla 5. Los productos de amplificacion se revelaron

electroforéticamente en un gel de agarosa segun se ha descrito en el apartado 3.8.4.

3.9 Calculo de la diversidad intraespecifica (D)

Este indice se utiliza para estimar la biodiversidad en estudios ecolégicos. Se basa en la
probabilidad de que dos cepas no relacionadas y muestreadas al azar en una poblacion
pertenezcan al mismo grupo (Hunter y Gaston 1988). En el calculo del valor D, N es el
namero de aislados, S es el numero total de grupos (tipo de perfil), nj el nimero de
aislados que pertenecen a un determinado grupo (tipo de perfil) (Figura 4). Asi, cuando
el valor D se aproxima a 1 la diversidad existente es mayor (Hunter y Gaston 1988).
Algunos autores utilizan esta misma formula para estudiar el indice discriminatorio (ID)
o la diversidad (D) en sus cepas, por lo tanto estos dos términos tienen un significado

semejante.

2 ,(n,-1)

N(N -

Figura 4. indice de diversidad (D)
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Tabla 5. Cebadores de marcadores moleculares utilizados en este estudio (tomadas de Renouf y col., 2008)

Marcador

M1
M2
M3
M4
M5
M6
M7
M8
M9
M10
M11
M12
M13
M14
M15
M16

Cebador 5— 3
GAAGCTCAAGATACCATCC
TTGGTTAATTCAGCCGTTGT
CTCGTAAGCATGGTTCTCTC
ACGCATGATTCCTCATTATC
TGGCAAACGTCTCAATCAAC
TACTGTTCGTCAGCCGATGT
CAATCAAGCCGGAATAGTT
ATGACGCCATTCTATATCCA
GGAAACAATTTACGCTTGC
CCTCCTACTTAACCTTGACG
TGGCTTAATCCCATCAGAAA
GTTTCTGAAGACCCGCTTA
CTAACGCATTCCTGAAGAAC
TTTTATCTGTCCAAGCAGGT
TGTTAACGATACGAAGCGCG
AAATAACGCAGGCCAATC

Cebador 5—3
CGACTTGTGCACAGATTCC
ATTGATCACGATGTCCCAAC
ATTGGTTTGATGAAAAATGG
GGTCTTTCAAAATACCATCG
AGCTTACGGCTGATGCTTT
CTCCCGACAAACTGCTAATG
TGACCAGTTCGAATGAATTC
ATTTGCCTCGATAGTTTCTG
CGGCCTGTTTGATAAAGAA
AGTCCCACCTCCTGAATAAA
CCAAATTGTCCAGAATACCG

TGATGCCCCCTTCGTAAT
CCCAACTATATTCCCAGTGA

AATTAGAAGAACGCTGATAGCC

GAATCACTCCATTCCGTCACC
CCATGATTCCTGGTTTACTGAG

M1: ATPasa tipo P transportadora de cadmio; M2: Ferritina DPS; M3: Proteina exportadora implicada en la biosintesis de polisacéridos; M4:
Maltosa fosforilasa; M5 y M7: Reguladores transcripcionales; M6: proteina con dominio de transportador pero de funcién desconocida en Lb.
plantarum (DUF 1694); M8: Proteina hipotética; M9: Deshidrogenasa de azlcar-alcohol; M10: Chaperona de cobre; M11: Proteina MFS de
arabinosa eZux; M12: Tiorredoxina; M13: Proteina facilitadora de captacién de glicerol; M14: Permeasa de arabinosa eZux; M15:
Glicosiltransferasa implicada en biogénesis de pared celular; M16: Proteina homologa a una endoglucanasa tipo E de Lb. plantarum Ip_3433.
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En este trabajo se ha utilizado la férmula de la Figura 4 para calcular: a) el poder
discriminante de las técnicas RAPD y VNTR (perfiles de bandas), b) la diversidad
fenotipica (perfiles fenotipicos), c) la diversidad tecnolégica (perfiles tecnoldgicos), d)
la diversidad genomica (perfiles genomicos) y e) la diversidad global (perfiles

fenotipicos, tecnolégicos y gendmicos).

3.10 Analisis de la expresion de genes relacionados con el estrés en O. oeni
3.10.1 Cepas y factores de estrés ensayados
Para este ensayo se utilizaron 4 cepas de O. oeni de la coleccion ENOLAB 504, 129,
FS13 y Me8, ademas de la cepa O. oeni PSU-1, que es un cultivo malolactico. Las cepas
utilizadas para este ensayo fueron seleccionadas previamente en base al momento de la
vinificacion del que se aislaron (mosto o vino) y a sus capacidades para tolerar mejor o
peor las condiciones del vino. Las cepas 504 y 129 procedian de vino, siendo la primera
altamente tolerante al etanol, mientras que la segunda era mas sensible a este factor, al
pH y al SO,. Las cepas FS13 y Me8 se aislaron de mosto, siendo la primera mas
resistente al pH, al etanol y al SO, y la Me8 maés sensible a los tres factores.
Los cultivos crecidos en el medio MLO liquido ajustado a pH 4.8 y con una D.O. A gy
am = 1.0, se inocularon a una concentracién final de 107 ufc/mL (Olguin y col., 2010) en
10 mL de MLO, ajustado a las siguientes condiciones de estrés:

1) Estrés por acido: pH 3.2, etanol 0% y SO, 0 mg/L

2) Estrés por etanol: pH 4.8, etanol al 10 % y SO, 0 mg/L

3) Estrés por SO,: pH 4.8, 0 % de etanol y 30 mg/L de SO,
El ensayo control consistio en la inoculacién en MLO pH 4.8 sin etanol ni de SO,. Los
cultivos se incubaron a 28 °C y el crecimiento se evalu6 mediante la medida de la

absorbancia. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

3.10.2 Extraccion de ARN total de O. oeni

Para la extraccion del ARN se utiliz6 el kit comercial High Pure RNA Isolation Kit
(Roche), siguiendo las instrucciones del fabricante. En este ensayo se utilizaron los
cultivos de las cepas de O. oeni recogidas a mitad de crecimiento exponencial (D.O. A
600 nm = 0.5) en cada una de las condiciones de estrés. La pureza y concentracion del
ARN total se calculé6 mediante la medida de la absorbancia a 260/280 nm en un equipo
Nanodrop 2000 (Thermo Scientific). Con el fin de comprobar la integridad del ARN

extraido, se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa a una concentracion del 2.0 %
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(Seakem® LE Agarose, Cambrex), en tampdn TAE 1X, aplicando un voltaje de 100 V
durante 45 minutos. Tras tefiir el gel con bromuro de etidio se observé con luz

ultravioleta y se fotografié con el equipo Gel Doc™ XR+ Imaging System (Biorad)

3.10.3 Sintesis de ADN complementario (ADNCc)

Para evitar falsos positivos en las amplificaciones de la RT-gPCR, el ADN residual se
eliminé mediante tratamiento con DNasa. Para ello, el ARN total se traté con 1 pL de
Ambion® TURBO™ DNA-free (Life Technologies), incubandose a 37 °C durante 20
minutos. Luego se detuvo la reaccion con 1 pL del inhibidor de DNasa del kit, se
incubd a temperatura ambiente durante 5 minutos y se centrifugé a 13000 rpm durante
1.5 minutos, transfiriéndose posteriormente la muestra a un tubo nuevo.

Para obtener el ADNc, el ARN total se retrotranscribi6 utilizando el kit Tag Man®
Reverse Transcription Reagents (Applied Biosystems) en un termociclador
Mastercycler Gradient PCR 5341 (Eppendorf). El procedimiento usado para ello fue un
paso inicial de amplificacion a 25 °C durante 10 min y posteriormente otro a 48 °C
durante 30 min. Finalmente, se detuvo la reaccién aumentando la temperatura a 95 °C

durante 5 min. Las muestras se conservaron a - 20 °C hasta su posterior uso.

3.10.4 Cuantificacion de los ARNm mediante PCR cuantitativa en tiempo real
(RT-gPCR)

A partir del ADNCc sintetizado, se estimaron los niveles de expresiéon de los genes de
estrés cfa, clpP, ctsR, hspl18, rmIB y trxA, mediante PCR cuantitativa a tiempo real.
Como gen de referencia se amplific6 un fragmento especifico del gen lactato
deshidrogenasa (IdhD) de O. oeni, cuya expresion es constitutiva (Beltramo y col.,
2004; Desroche y col., 2005). Los cebadores utilizados para este ensayo se describen en
la Tabla 6. La reaccion de PCR en tiempo real se llevd a cabo en 25 puL de volumen
final conteniendo 2 pL de ADNc molde, 0.5 pL de cada cebador a una concentracion de
15 mM, 9.5 pL de agua libre de nucleasas y 12.5 puL de SYBR® Premix Ex Taq™
(Takara). Las amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador CFX96 Real Time
System (Biorad) con un paso inicial a 95 °C durante 30 s, seguido de 40 ciclos a 95°
durante 5 min y a 62 °C durante 30 s. Se realizé un paso adicional a 95 y 65 °C para
establecer la curva de disociacion. El equipo determinG autométicamente el valor del

ciclo umbral. Los ensayos se realizaron por duplicado.
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Tabla 6. Cebadores de los genes cuyo nivel de expresion se cuantifico mediante de RT-gPCR

Cebador Cebador F (5° — 3°) CebadorR (5° — 3’) Referencia
IdhD GCCGCAGTAAAGAACTTGATG TGCCGACAACACCAACTGTTT Desroche y col., 2005
hsp18 CGGTATCAGGAGTTTTGAGTTC CGTAGTAACTGCGGGAGTAATTC Desroche y col., 2005
rmiB TATCCGCAATGCGCAATTGG GAACGGTCAACATGCGATTCAG Olguin y col., 2010

ctsR GGGCCATGGCAGAAGCTAATATTTCAG AAACGGGTGTTGATTACATAATT Desroche y col., 2005
clpP CGGTACCAAAGGCAAGCGTTTTAT CTCTTCCGAGTCTTCAAAAGTTGAT Desroche y col., 2005

cfa TGGTATTACATTGAGCGAGGAG CGTCTTTGAGATCACGATAATCC Beltramo y col., 2006

txrA GCCACTTGGTGTACCCCTTGT TCCATTTGCCGTTTCCTGGTTT Beltramo y col., 2006




Materiales y Métodos

3.10.5 Cuantificacion relativa de los ARNm

La cuantificacion de la expresion génica puede expresarse de forma absoluta y/o
relativa. En este trabajo se utilizo el valor de la expresion genica relativa. Para ello se
utilizé el método AACt descrito por Livak y Schmittgen en el 2001. EI método del AACt
es un modelo matematico que calcula los cambios en la expresion génica como una
diferencia entre la muestra experimental y la muestra de referencia. Este método incluye
una correccion no ideal de la eficiencia de amplificacion, en la cual la amplificacion del

gen diana y del gen de referencia es aproximadamente la misma.

3.11 Analisis estadisticos

Para estudiar la significatividad de los datos obtenidos en los ensayos se utilizo
programa SPSS Statistics19 (IBM). Se utilizd el analisis de varianza de un factor
(ANOVA) con un nivel de confianza del 95 % para identificar la existencia de posibles
diferencias significativas (con un nivel de significacion de 0.05) en la respuesta a las
condiciones estudiadas. Para localizar las diferencias entre las medias de los
tratamientos se utilizdé la prueba a posteriori de Tukey. En el caso de variables no
paramétricas se utiliz el estadistico Mann-Whitney con un nivel de confianza del 95 %.
Asi mismo, para conocer la relacion entre las diferentes variables de algunos ensayos se
utilizé el andlisis de componentes principales (APC) y el analisis de conglomerados
jerarquicos. Para estudiar las relaciones que existen entre las variables cuantitativas se
utilizé el andlisis de correlacion bivariado utilizando los coeficientes de correlacion de
Pearson y el de Spearman. Para comprobar la existencia de relaciones entre las variables
de tipo cualitativo se utilizé la prueba del ¥ (chi cuadrado). En todas ellas se considerd

un nivel de confianza del 95 %.
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4.1 Identificacion de los nuevos aislados de O. oeni

A partir de mostos procedentes de diferentes variedades de uva y diferentes
denominaciones de origen se aislaron 43 colonias en el medio MLO (Tabla 7) que
presentaban una morfologia propia de O. oeni, es decir, pequefias colonias con didmetro
aproximado de 1 mm o inferior, de color crema o blanco y superficie brillante y de
borde liso. En observacion microscopica las células presentaban morfologia cocacea o
lenticular y estaban agrupadas en parejas o cadenas de 6 0 mas células, con didmetros de
0.5-1.0 um. Dieron reaccion negativa a la prueba de KOH al 3 %, es decir, no se lisaron
las células lo que indico que se trataba de bacterias Gram positivas. En la prueba de la
catalasa se obtuvo un resultado negativo. Las colonias que presentaron estas
caracteristicas se consideraron presuntos O. oeni de manera preliminar. La confirmacion

de la identidad se realiz6 por PCR especifica.

Todas las colonias que presentaban las caracteristicas anteriores presentaban una banda
de amplificacion de alrededor de 300 pares de bases (pb), tras realizar la PCR especifica
descrita en el apartado 3.5. Este tamafio de banda correspondia al esperado en el caso de
que se tratase de O. oeni (Figura 5). La secuenciacion de esta banda presentaba la

secuencia especifica de esta especie (Ferrer, comunicacion personal).

Tabla 7. Origen de los nuevos aislados de O. oeni procedentes de mosto e incorporadas a la
coleccion ENOLAB en este trabajo

Localidad Variedad de uva E! Aislado

Po2, Po4, Po5, Po6, Po8, P09, Po10, Pol4,

Oporto Syrah T Po15, Po16
Requena Merseguera B Mel, Me2, Me3, Me6, Me8
La Rioja Tempranillo T Ix1, IX5, Ix6, 1X9, Ix13, Ix14, I1x15, 1x19,

1x21

FS2, FS10, FS13, FS14, FS16, FS17, FS18,
Camporrobles Bobal T FS19, FS20, FS21, FS24, FS26, FS29, FS30,
FS31, FS34, FS35, FS36, FS37

! tipo de elaboracién: B, blanco y T, tinto
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 M

1000 —
850 —
650 —
500 —

400 —
300 —

200 —
100 —

Figura 5. Resultados obtenidos tras realizar una PCR especifica a
aislados de presuntos O. oeni. M: Marcador de peso molecular 1 Kb
plus; pb: pares de bases; carrera 1: aislado FS2; carrera 2: aislado
FS10; carrera 3: aislado FS13; carrera 4: aislado FS14; carrera 5:
aislado FS16; carrera 6: aislado FS17; carrera 7: aislado FS18; carrera
8: aislado FS19; carrera 10: aislado FS20; carrera 11: aislado FS21;
carrera 12: aislado FS24

4.2 Caracterizacion fenotipica

4.2.1 Perfil de fermentacion de carbohidratos

El conocimiento de la actividad de las bacterias lacticas del vino frente a determinados
azucares que se hallan presentes en el mosto o en el vino tiene, ademas de interés
taxonémico y fisioldgico, presenta ademas interés de tipo tecnoldgico, ya que el
metabolismo de determinados azlcares puede afectar a las caracteristicas organolépticas
del vino, tanto positivamente como negativamente. Los 104 aislados de ENOLAB de O.
oeni presentaban distintas capacidades fermentativas. Todos ellos se caracterizaban por
la capacidad para fermentar ribosa y la incapacidad para fermentar amilosa, dextrina,
galactosa, lactosa, maltosa, manitol, sacarosa y D y L-xilosa. Sin embargo presentaban
un carécter variable para los siguientes carbohidratos: D-arabinosa, L-arabinosa,
arbutina, celobiosa, fructosa, glucosa, manosa, melibiosa, salicina, y trehalosa, es decir
su comportamiento frente a los mismos era dependiente del aislado (Tabla 8). Las
distintas capacidades fermentativas de los aislados de O. oeni se agruparon en los 20
perfiles de fermentacion que se muestran en la Tabla 8, mientras que en la Tabla 9 se
describen las cepas de referencia.
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Tabla 8. Carbohidratos fermentados por los aislados procedentes de mostos y vinos

Perfil de fermentacion

Perfil® B F H I J K L M P Q
1/1 18 2/5 12 1 25 9 2 3
3 8

~ 0O

A D
N° aisados por perfil® 3 21/1 4
3 4

VN N
w b~ O

N
4
4

~ w O
w N T

S
7
5

N |

N total aztc. ferm.°

Amilosa - -
D-arabinosa - -
L-arabinosa = +
Arbutina + - -
Celobiosa - - = = =
Dextrina - - - -
Fructosa + + + +
Galactosa - - - -
Glucosa - - = =
Lactosa - - - - - - - - - - - - - - - - - - R -
Maltosa - - = = o = - . -
Manitol - - - -
Manosa - - = =
Melibiosa - - - -
Ribosa + + + -+
Sacarosa - - - -
Salicina - - = =
Trehalosa - - - -
D-xilosa - - - o o - - - = = ND - - - - - - - - R
L-xilosa - - - - - - - - - - - - - - - - - . R R

+ +
+ +
+ +

+ +
[
[
[
o+

1
+ +
4+
o+
o4

+ +

+ + +
1
1
+

1

1

1

1

1

1

1

1
+

+
+
+
+
+
+
+
'
'
'
'
+
+
'
'
'

+
+
:
:
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+

+ 1
+ 0+
=+ 1
=+ 1
=+ 1
+ 0+
+ |
+ |
+ |
+ |
+ + 4
.
+ +
.

+ +

+ +
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

+ +
1
1
1

+: Reaccion positiva, - : reaccion negativa; ND: no determinado; ® En rojo: perfiles que se encuentran mayoritariamente en aislados de mosto; en negro: perfiles que
se encuentran mayoritariamente en aislados de vino; ® En rojo: nimero total de aislados procedentes de mosto; en negro: nimero total de aislados procedentes de
vino; © NUmero total de azlcares fermentados en cada perfil.
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Tabla 9. Capacidades fermentativas de cepas de referencia de la especie O. oeni

Carbohidrato ML34 CECT218 CECT 4028 CECT4029 CECT 217"

Amilosa - - - -
D-arabinosa - - - -
L-arabinosa = =
Arbutina - -
Celobiosa - - - -
Dextrina - - - -
Fructosa + + + +
Galactosa - - - -
Glucosa + - + o
Lactosa - - - -
Maltosa - - - -
Manitol - - - -
Manosa - - - -
Melibiosa - - - -
Ribosa + + + +
Sacarosa - - - -
Salicina - - - -
Trehalosa + - - -
D-xilosa - - - -
L-xilosa - - - -
Perfil | H D H

En la Tabla 10 se agrupan los aislados en funcion de sus perfiles. Los perfiles méas
comunes son el B y el H, los aislados que pertenecen al perfil H fermentan Gnicamente
2 carbohidratos: fructosa y ribosa, mientras que los aislados que pertenecen al perfil B
fermentaban. Los aislados que pertenecen al perfil H fermentan Gnicamente 2
carbohidratos: fructosa y ribosa, mientras que las aislados que pertenecen al perfil B
fermentaban, ademas, la L-arabinosa. Los perfiles menos comunes fueron el C,Ey T
que presentan una Unica cepa como representante de los mismos. El perfil Q fue el que
mostraba mayor nimero de carbohidratos fermentados (10). Las cepas de referencia
presentaban los perfiles D, H e I, es decir fermentaban entre 2 y 5 carbohidratos (Tabla
9). Cuando se comparan las capacidades fermentativas de los aislados de mosto y vino
se observan ciertos aspectos curiosos: todos los aislados de vino mostraron capacidad
para degradar fructosa, mientras que era un caracter variable en los de mosto, lo
contrario ocurria con la capacidad para degradar la glucosa por parte de los aislados de
vino (Tabla 8).
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Tabla 10. Adscripcién de los aislados a los perfiles de fermentacion

Perfil Aislado

A 129, 76, Z8

120,122, 124, 125, 128, 130, 133, 138M, 142, 171, 196, 197,
217B, 223A, 224, 234, 238, 239, 246, 251, Z1, FS35

205A

218A, 240, 248, 254
118

75, 255

158, 169, 182, 222M

134, 149, 168, 176A,188, 194, 202, 206, 213, 219, 225, 228A,
235, 236, 237, 242, 72, Z3

123, 160B, Pol4, Me3, Me6, FS17, FS30
160C, Me8, FS36
229

226SM, 504, Po9, Po16, FS2, FS20, FS29

T O mm O O w

Po2, Po4, FS10, FS14, FS18, FS19, FS26, FS34, FS37
Po8, Ix5, Ix14, FS24

FS13, FS16, FS21

Po10, FS31

Po5, Po6, Pol5

Mel, Me2

IX1, 1x6, 1X9, Ix13, 1x15, Ix19, Ix21

B19

4 »w 1O v o zZ2<3 r XN <

En rojo se muestran los aislados de mosto y en negro los aislados de vino.

Igualmente, los aislados de vino son incapaces de fermentar la celobiosa, manosa y
melibiosa, mientras que el 20 % de los aislados de mosto si lo hacen (Tabla 8).

Respecto al nimero total de azlcares fermentados por uno y otro grupo de aislados hay
que decir que el 79 % de los de vino fermentan tan sélo 2-3 azlcares, mientras que el 75
% de los aislados de mosto fermenta mas de 3, de hecho los aislados que mayor nimero
de azlcares (10, perfil Q) proceden de mosto (Po5, Po6 y Pol5). También, se han

encontrado diferencias en la capacidad de un grupo y otro en la frecuencia de utilizacién
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de la trehalosa, presentandose esta caracteristica con mas frecuencia en el caso de los
aislados de mosto que en los de vinos. Esto se confirma también en el caso de las cepas
de referencia (Tabla 9). La trehalosa es el tercer azicar en abundancia en el mosto de
uva, después de la glucosa y la fructosa. Tras realizar el analisis estadistico del Chi
cuadrado, se ha observado que existe una asociacion entre el perfil fermentativo y la
fase de procedencia de los aislados. Los aislados de mostos estan asociados a los
perfiles I, L, M y S, mientras que los de vino estan asociados a los perfiles B y H.

O. oeni es una especie heterogénea desde el punto de vista metabdlico, como han
demostrado Lafon-Lafourcade y col. (1983), Davis y col. (1988), Pardo y col., (1988) y
Edwards y col., (1991). Sin embargo, es dificil sacar buenas conclusiones respecto a las
capacidades de esta especie cuando se comparan los resultados de distintos autores, ya
que utilizan para su evaluacién diferentes medios y procedimientos (método tradicional
en tubo, galerias API, etc). Asi, se ha dado la circunstancia de que una misma cepa de
referencia analizada por un Unico grupo de investigacién o por varios, ha mostrado
diferentes resultados cuando se analiza con diferentes sistemas de andlisis (Garvie,
1967a y 1967b; Pardo y col., 1988; Jensen y Edwards, 1991; Fugelsang y Edwards,
2007).

En nuestro caso, las pruebas de fermentacién de carbohidratos se realizaron en el medio
semisolido descrito por Garvie (1967a), que también ha sido utilizada por otros autores
(Chalfan y col., 1977; Garvie, 1960). Se prefirio utilizar este procedimiento frente a
otros mas modernos Yy sistematizados como la galeria API 50 CHL porque este ultimo
sistema daba un elevado nimero de fermentaciones negativas en el caso de L. oenos
(syn. O. oeni) (Pardo y col., 1988). La razon de este elevado numero de falsos negativos
se debia a que ni el medio basal de fermentacion ni los tiempos de incubacion propios
de este sistema eran los adecuados para mostrar las actividades de esta especie, ya que
O. oeni tiene requerimientos especiales y precisa de largo tiempo para crecer (Jensen y
col., 1991; Pardo y col., 1988). Aunque Jensen y Edwards (1991) consiguieron mejorar
los resultados cambiando el medio basal y alargando el tiempo de incubacién de la
galeria AP1 50 CHL, en este trabajo se prefirid utilizar en el medio semisélido disefiado
por Garvie (1967a). De esta manera, se tenia la garantia de que todos los requerimientos
de O. oeni estaban cubiertos y que la incubacién a tiempos periodos superiores a 1
semana se realizaba con menores riesgos de contaminacion de los que se podian
producir en la galeria API, ello permitio conseguir resultados muy fiables. A pesar de

las dificultades apuntadas, se ha considerado importante establecer similitudes y
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diferencias entre el comportamiento de nuestros aislados y los de otros autores a fin de
tener una vision amplia sobre la diversidad metabdlica de esta especie.

La descripcion de la especie L. oenos (syn. O. oeni) que proporcionaron Holt y col.
(1994) en el Bergey's manual of determinative bacteriology 9  edicién, muestra como
caracteristicas propias de la misma la capacidad para fermentar fructosa y trehalosa,
pero no sacarosa. Estas caracteristicas permitian separarla de otras especies del género
Leuconostoc. Sin embargo, los datos obtenidos en este trabajo, muestran que la
fermentacion de la trehalosa es un caracter dependiente de cepa (Tablas 8 y 9). Otra
discrepancia respecto a la descripcién original de la especie es su comportamiento frente
a la sacarosa. Aunque nuestros aislados se ajustan a la descripcion original, Davis y col.
(1988) encuentran cepas que si la fermentan y, segun afirmacién de Garvie recogida por
Gasser y col. (1994), este azlcar puede ser fermentado por algunos Leuconostoc

acidofilos en determinadas circunstancias.

Como ya se ha comentado todos los aislados analizados en este trabajo fermentaron la
ribosa, sin embargo, Davis y col. (1988) encontraron que s6lo el 55 % de sus cepas eran
capaces de hacerlo. Ya se ha apuntado en este trabajo que la glucosa es fermentada sélo
por un 23 % de los aislados de vino y a una velocidad mas baja que la fructosa y ribosa,
mientras que todos los de mosto la fermentan. Lafon-Lafourcade y col. (1983) también
encuentran diferencias de comportamiento respecto a la fructosa y la glucosa entre las
cepas de O. oeni que ellos estudiaron, mientras que Davis y col. (1988) describieron que
el 100 % de sus cepas fermentaban ambos azucares. El hecho de que algunos aislados
no fermenten la glucosa o lo hagan con dificultad esta relacionado con la incapacidad
que muestran algunas cepas para reoxidar el NAD(P)H cuando crecen con glucosa
como Unica fuente de carbono (Maicas y col., 2002). Sin embargo, si son capaces de
utilizarla eficazmente cuando se cometaboliza con la fructosa (Maicas y col., 2002).

El 48 % de nuestros aislados fermentd la L-arabinosa. La capacidad de fermentar
pentosas fue un criterio utilizado por Peynaud y Domercq (1968) para proponer la
creacion de dos especies de leuconostocs del vino (L. gracile incapaz de fermentar
pentosas y L. oenos (syn. O. oeni) capaz de fermentar L-arabinosa, L-xilosa 0 ambos
inclusive), aunque esta propuesta no se consolidd. La diversidad de comportamientos
fermentativos respecto a los carbohidratos se manifiesta también el manitol, ylaD y L-
xilosa. Asi, en este trabajo no se encontrd ningun aislado que los fermentara, mientras

que Davis y col. (1988), encontraron que alguna de sus cepas si eran capaces de hacerlo.
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Lo mismo ocurria con la melibiosa, que solo fue fermentada por el 14 % de nuestros
aislados mientras que el 42.3 % de las cepas ensayadas por Davis y col. (1988), lo

hacian.

4.2.2 Produccion de amoniaco a partir de arginina

Cincuenta de los 104 aislados daban una respuesta claramente positiva a esta prueba
(Tabla 11 y Figura 6). La mayoria de los aislados capaces de desaminar la arginina
procedian de mosto (86 %). Ademas, segun la prueba del Chi cuadrado a un nivel de
significacion de 0.05, existe una asociacion estadisticamente significativa entre la
capacidad de desaminar la arginina y los aislados procedentes de mosto. Se observan
también distintos comportamientos sobre la arginina entre las cepas de O. oeni de
referencia. Asi, las cepas ML-34 CECT 218, CECT 4028 y CECT 217", dieron
resultado negativo (Arg -), mientras que la CECT 4029 dio resultado positivo (Arg +).
La incapacidad de la cepa ML-34 CECT 218 para degradar arginina ya fue descrita por
Liu y col. (1995). La desaminacién de la arginina se empleo en los afios 80 y 90’s para
diferenciar entre cocos homofermentativos y bacilos heterofermentativos del vino, los
primeros se describieron como incapaces de llevar a cabo esta actividad mientras que
los segundos si eran capaces (Chalfan y col., 1977; Maret y col., 1977; Sharpe, 1979;
Delfini, 1983).

Tabla 11. Resultados de la prueba de desaminacidn de la arginina en aislados de O. oeni

Reaccion Aislado

118, 168, 169, 182, 202, 206, 222M, 223A, 226SM, 229, 237, 504,
FS2, FS10, FS13, FS14, FS16, FS17, FS18, FS19, FS20, FS24,

P;J;;gg/a FS26, FS29, FS30, FS31, FS34, FS35, FS36, FS37, Ix1, Ix5, Ix6,
I1X9, Ix14, Ix15, Ix19, I1x21, Mel, Me2, Me3, Me6, Po2, Po4, Po5,

Po6, Po8, P09, Po10, Pol5
75, 120, 122, 123, 124, 125, 128, 129, 130, 133, 134, 138M, 142,
Negativa 149, 158, 160B, 160C, 171, 176A, 188, 194, 196, 197, 205A, 213,
48/6 217B, 218A, 219, 224, 225, 228A, 234, 235, 236, 238, 239, 240,

242, 246, 248, 251, 254, 255, 71, 72, Z3, Z6, Z8, B19, FS21, Ix13,
Me8, Pol4, Pol6

En negro se muestran los aislados de vino, en rojo los aislados de mosto.
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-w
A B € D

Figura 6. Respuesta de los aislados de O. oeni sobre la
arginina, tras adicion del reactivo Nessler. A: control negativo
(medio sin inocular); B: L. brevis CECT 216 (control positivo);
C: aislado FS36; D: aislado 120; +: reaccion positiva; -:
reaccion negativa.

En otras ocasiones, varios autores han constatado que algunas cepas de O. oeni eran
capaces de hidrolizar la arginina (Garvie y Farrow, 1980; Pilone y col., 1991; Liu y
Pilone 1998). Asi, Pilone y col. (1991) detectaron que el 75 % de las cepas de L. oenos
(syn O. oeni) que ellos estudiaron producian amonio a partir de la arginina. Afios
después Liu y col. (1995) corroboraron esta observacion.

Desde el punto de vista bioldgico la desaminacion de la arginina podria mejorar el
crecimiento de O. oeni, ya que la degradacién de este aminoécido da lugar a
carbamoil-P, CO, y NHj3 con la subsiguiente formacion de 1 molécula de ATP (Terrade
y Mira de Ordufia, 2009). Sin embargo, Terrade y Mira de Ordufia (2009), no
observaron que la adicion de arginina estimulase el crecimiento de O. oeni en vino. La
degradacidn parcial de este aminoacido puede generar citrulina o el carbamil-P que son
precursores del carbamato de etilo (potencialmente cancerigeno) y las cepas que
presentan estas caracteristicas deben considerarse potencialmente peligrosas.

Los resultados obtenidos en este trabajo corroboran los ya encontrados por Pilone y col.
(1991) y demuestran que este caracter es variable segun las cepas, lo que tiene
importantes connotaciones taxondémicas respecto a la validez de esta prueba para

determinar qué cepas pertenecen a la especie O. oeni (Pilone y col., 1991).
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Liu y Pilone (1998), argumentaron que dado que ninguna otra especie del antiguo
género Leuconostoc era capaz de desaminar la arginina, este caracter era una prueba
mas que apoyaba la reclasificacion de L. oenos como O. oeni, propuesta por Dicks y
col. (1995). Ademas, recomendaron que se describiera a esta nueva especie como
arginina variable. Por ello, esta caracteristica dejaria de ser un criterio Gtil para separar

los cocos de los lactobacilos heterofermentativos del vino.

La elevada proporcion de aislados de O. oeni arginina positivas de esta especie es
sorprendente dado que la incapacidad para desaminar este aminoacido se describio
como caracteristica propia del género Leuconostoc (el cual estuvo adscrito L. oenos
hasta 1995). Pilone y col. (1991), demostraron que la ausencia de la respuesta positiva a
la desaminacion de la arginina en muchas cepas era debida a que el método de Chalfan
y col. (1977), que se habia utilizado hasta el momento, no era lo suficientemente
sensible. La falta de sensibilidad, segin estos autores, se debia a que la concentracion de
arginina en el medio era insuficiente para generar concentraciones de NHj3 detectables
por el reactivo Nessler. Para evitar este problema Pilone y col. (1991) disefiaron un
medio en el que la arginina estaba al doble de concentracion (6 g/L) de la que se
utilizaba anteriormente (Chalfan y col., 1977); esto permitia que aquellas cepas que
presentaban una actividad de desaminacion reducida fuesen detectables (Pilone y col.,
1991). Liu y col. (1995) y Liu y col. (1996) demostraron que L. oenos (syn. O. oeni)
degradaba la arginina via arginina desaminasa (ADI) y que la actividad de los enzimas
de esta via se ven afectadas por el tipo de azucar en el medio de ensayo (Liu y Pilone,
1998); la glucosa ejerce represion de estos enzimas en lactococos, ciertos lactobacilos
homofermentativos, estreptococos, Pseudomonas aeruginosa y algunos vibrios; también
se ha demostrado que la sacarosa y la fructosa reprimen la sintesis de los enzimas de la
via ADI en Streptococcus sanguis y Streptococcus mitis. Liu y col. (1996), describieron
que la glucosa no ejerce inhibicion en L. oenos, pero si la fructosa; como resultado de
ello resultarian arginina negativas todas aquellas cepas que aun presentando la via ADI,
la tuvieran inhibida por la presencia de este azlcar.

Es por ello que para ensayar la actividad arginina desaminasa en los aislados de O. oeni
se utilizd el medio de Pilone y col. (1991) pero desprovisto de fructosa. En funcion del
grado de inhibicidn que la fructosa ejercia sobre la desaminacion de la arginina, Liu y
col. (1996) las agruparon en dos grupos. Al primer grupo pertenecen las cepas que

poseen un ritmo muy acelerado en la utilizacion de la fructosa, lo que hace que este
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azucar no se acumule y por ello no pueda inhibir la sintesis de las enzimas de la ruta
ADI. En el segundo grupo se encuentran cepas que utilizan la fructosa lentamente, de
modo que su presencia inhibe los enzimas de la via ADI y, por ello, producen poco NH3
a partir de la arginina. Hemos encontrado una relacion estadisticamente significativa
entre la incapacidad para fermentar fructosa y la capacidad para desaminar arginina
entre nuestros aislados y que ambas caracteristicas se presentan asociadas a los aislados

de mosto.

4.2.3 Produccion de dextrano a partir de sacarosa

La produccion de dextrano a partir de la sacarosa, es una prueba que hace afios se usaba
para diferenciar dentro del género Leuconostoc a las especies productoras del mismo,
tales como: L. mesenteroides subsp. dextranicum, L. mesenteroides subsp.
mesenteroides, L. carnosum y L. gelidum de otras especies de leuconostocs que eran
incapaces de producirlo y de los actuales O. oeni.

Sin embargo, en la actualidad se ha demostrado que existen cepas de O. oeni
productoras de exopolisacaridos (lbarburu y col., 2007; Ciezack y col., 2010). Este
polisacarido se ha identificado como un B-glucano. La cepa de O. oeni que lo produce lo
hace desde glucosa o desde fructosa y la presencia de ambos azlcares en el medio de
cultivo induce una mayor produccion del EPS. El hecho de que no se encontraran entre
nuestros aislados productores de EPS pudo deberse a que se utiliz6 sacarosa para llevar
a cabo esta prueba, en lugar de glucosa o fructosa. Sin embargo, Ciezack y col. (2010)
encontraron que la presencia de la sacarosa potenciaba la produccién del mismo. Tanto
Ibarburu y col. (2007) como Ciezack y col. (2010) estudiaron el efecto del etanol sobre
la produccién de EPS en O. oeni, llegando a la conclusién de que la concentracién del
mismo (5 %) lo estimulaba y altas concentraciones (10 %) lo inhibian.

En un trabajo reciente, Dimopoulou y col. (2014), detectaron que la incapacidad para
producir EPS desde sacarosa por cepas de O. oeni estaba relacionada con mutaciones en

el sitio activo de los genes dsrO, dsrV y levO.

4.2.4 Degradacion de acidos organicos

Se observaron importantes diferencias en la velocidad y en la eficiencia con la que los
aislados analizados llevaron a cabo la FML (Figura 7). Los aislados 149, 205A, 213,
504, Z1 y Z2 presentaron un porcentaje de degradacion de acido malico del 98 %
durante los 3 primeros dias. Los aislados 118, 120, 122, 124, 125, 130, 133, 138M, 142,
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158, 160B, 168, 171, 182, 188, 196, 197, 206, 222M, 229, 235, 236, 237, 248, 251, Z3,
Po2 y Po4, fueron algo mas lentos requiriendo unos 6 dias para degradar entre un 90 y
el 100 % del &cido malico. Los mas lentos requirieron 20 dias de incubacién para
degradar entre el 87 y el 100 % de acido mélico. Los aislados mas ineficaces fueron
FS2, FS13, FS14, FS31 y FS37, que sélo consumieron entre el 8 y 11 % de &cido
malico, mientras que el aislado FS36 no consumid nada de este acido tras 20 dias de
incubacion. En general, se observd que los aislados mas ineficaces procedian
mayoritariamente de mosto.

El andlisis estadistico ANOVA vy la prueba a posteriori TukeyB, con un nivel de
significacion de 0.05, demostré que los aislados que degradan significativamente el
acido malico (considerando los 3, 6 y 20 dias de incubacion) son los aislados: 504, Z2,
Z1,205A, 197, 171, 182, 149 y 142 (por orden decreciente).

También se observaron diferencias en la velocidad y en la eficiencia del consumo del
acido citrico. Los aislados més réapidos y eficaces fueron 138M, 171, 197 y Z1 ya que
consumieron el 100 % del acido citrico en los primeros 3 dias. Algo més lentos fueron
los aislados 142, 149, 158, 160B, 168, 182, 196, 205A, 213, 235, 237, 248, 504, Z2 y
Z3 que lo eliminaron completamente transcurridos 6 dias. Los maés lentos fueron los
aislados 118, 120, 122, 124, 129, 130, 133, 218A, 219, 229 y 234 que requirieron 20
dias para degradarlo por completo. Los aislados més ineficaces fueron los aislados 134,
B19, Ix13 y Me2, ya que solo degradaron entre el 1y el 2 % de &cido citrico tras 20 dias
del ensayo (Figura 8). La mayor parte de los aislados capaces de degradar acido citrico
eficazmente provenian de vino, mientras que los que no lo degradan o lo hacen
pobremente procedian del mosto.

El andlisis estadistico ANOVA vy la prueba a posteriori TukeyB, con un nivel de
significacion de 0.05, demostré que los aislados que degradan significativamente el
acido citrico (considerando los 3, 6 y 20 dias de incubacién) son los aislados: Z1, 197,
171, 138M, 182, 205A, 213, 149 y 504 (por orden decreciente).

Ninguno de nuestros aislados degradaba el &cido tartarico, lo cual concuerda con lo
descrito hasta el momento respecto a esta capacidad.

Como O. oeni es la principal especie asociada con la MLF, la capacidad para degradar
L-malico es el principal caracter que se utiliza para su seleccion como un cultivo

malolactico.
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La diversidad de comportamientos que muestran nuestros aislados respecto al acido
malico, ya fue observada por otros autores como Henick-Kling y col. (1989), Izquierdo
y col. (2004), Coucheney y col. (2005a), Capello y col. (2008 y 2010) e Izquierdo y col.
(2013). Henick-Kling y col. (1989) encontraron diferencias en la degradacién del acido
malico tanto en cepas de L. oenos (syn. O. oeni) aisladas por ellos como en aquéllas
presentes en cultivos malolacticos comerciales. Ambos grupos de cepas degradaron
entre un 40 y 99 % del malico contenido en un medio de laboratorio a pH 4.0 durante
los 3 primeros dias de incubacién, e lzquierdo y col. (2013) observaron que una cepa
indigena de O. oeni, aislada de vinos de Castilla-La Mancha, era mas eficiente para
llevar a cabo la MLF que las de los cultivos iniciadores malolacticos (PN4 y Alpha).
Izquierdo y col. (2004) también observaron que las cepas de O. oeni, aisladas de vinos
Cencibel, degradaban entre el 95 y 30 % del acido malico tras 7 dias de incubacion.
Coucheney y col. (2005a) observaron que solo 1 de 3 cepas mostraba alta capacidad
maloldctica, tras ser inoculada en vino tinto. También se ha descrito diferencias en la
tasa de consumo de &cido malico en cepas indigenas de O. oeni procedentes de vinos
Malvasia Nera (Capello y col., 2008 y 2010) y de vinos Nero di Troia (Capozzi y col.,
2010).

Nuestros aislados también exhiben diferencias en su capacidad para utilizar el &cido
citrico. Aunque el acido citrico se encuentra en bajas concentraciones, su metabolismo
tiene considerables consecuencias sensoriales para el vino (Bartowsky y Pretorius,
2009). EIl &cido citrico puede ser transformado en acido acético, dando lugar a un
incremento de la acidez volatil del vino, o en diacetilo y otros compuestos cetonicos que
pueden mejorar el perfil organoléptico del vino. Sin embargo, en este trabajo no se ha
observado que la degradacion del &cido citrico conduzca a un aumento en la cantidad de
acido acético por parte de nuestros aislados. Algunos investigadores han considerado
que la degradacion parcial del acido citrico es preferible a la degradacion total, ya que
esto limitaria la acumulacion excesiva del productos finales (Bartowsky y Pretorius,
2009). Capello y col. (2010) también observaron que todas las cepas de O. oeni que
aislaron consumian el cido citrico en su totalidad, en un medio de laboratorio.

Una caracteristica positiva de nuestros aislados es que ninguno de ellos fue capaz de
degradar el &cido tartarico. En general, la degradacion del tartrato conduce a una
alteracion negativa del vino denominada tourne (Unden y Zaunmadller, 2009). Radler y
Yannissis, (1972) demostraron que el metabolismo del &cido tartarico es poco frecuente

en especies de BL homo y heterofermentativas, ya que de un total de 78 cepas, tan sélo
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4 pertenecientes la especie L. plantarum y una a L. brevis fueron capaces de hacerlo.
Ademas, la degradacion del acido tartarico sélo tiene lugar en vinos con pHs elevados
(préximos o superiores a 4) y da lugar a un incremento del contenido en &cido acético
(Suérez e ifigo 2004).

4.2.5 Produccion de aminas bidgenas

Ninguno de los aislados de O. oeni mostrd capacidad para producir tiramina. De un total
de 104 aislados, 55 % (57 aislados) produce al menos una amina bidgena. El 32 % de
los aislados ensayados fue capaz de producir histamina, el 30 % produjo putrescina bien
a partir de la ornitina o bien a partir de la arginina y el 13 % produjo cadaverina. Los
aislados 138 y 169 fueron altamente productoras de histamina dando lugar a
concentraciones de 61.6 y 82 mg/L, respectivamente (Tabla 12).

Treinta y un aislados fueron capaces de sintetizar putrescina desde ornitina, aunque con
producciones variables, desde 1.5 hasta 382.81 mg/L. Los aislados FS16 y 234
procedentes de mosto y de vino produjeron entre 382.81 y 83.0 mg/L de putrescina,
respectivamente, mostrandose como los mayores productores de esta amina. Solo los
aislados 118 y FS24 fueron capaces de producir putrescina tanto desde arginina como
desde ornitina.

Trece aislados mostraron capacidad para producir cadaverina. Los aislados que la
produjeron en altas concentraciones fueron la FS16 y FS34 que dieron lugar a
concentraciones de 115.6 y 49,1 mg/L, respectivamente (Tabla 12). Curiosamente los
aislados que produjeron cadaverina fueron incapaces de producir histamina.

La capacidad de producir histamina por cepas de O. oeni, ha sido estudiada por muchos
investigadores y los resultados obtenidos por ellos son dispares. Moreno-Arribas y col.
(2003) demostraron que ninguna de las cuatro cepas comerciales de O. oeni, ni las
aisladas de vinificaciones eran capaces de producir ni histamina. Costantini y col.
(2006) tampoco encontraron cepas de O. oeni productoras de histamina cuando las
ensayaron en un medio de cultivo. Corroboraba esta incapacidad el hecho de que
ninguna presentaba los genes que codifican para la descarboxilasa responsable de la
sintesis de las mismas. Sin embargo, otros autores pusieron en evidencia que O. oeni
contribuye significativamente al contenido global de histamina, asi como de otras
aminas bidgenas en el vino (Coton y col., 1998). Guerrini y col. (2002) observaron que
26 cepas de O. oeni (59 %) producian entre un 1-32 mg/L de histamina en un medio de

laboratorio.
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Tabla 12. Produccion de aminas bidgenas por aislados de O. oeni. Solamente se
muestran los aislados productores de aminas

Amina Bidgena (mg/L)

Histamina Putrescina® Putrescina®  Cadaverina
118 - 6.10 2.10 -
120 30.40 9.10 - -
122 7.10 6.80 - -
123 7.40 15.90 - -
124 - - - 16.70
125 29.00 - - -
128 - 8.70 - 7.60
129 25.60 4.80 - -
130 24.00 13.00 - -
133 - 1.10 - 5.79
134 55.70 - - -
138M 29.80 3.58 - -
160C - - - 1.40
169 82.00 - - -
188 31.10 - - -
197 - 4.50 - -
206 11.9 - - -
217B 12.00 - - -
219 19.40 - - -
228A 22.10 - - -
234 - 83.70 - 7.20
236 5.70 - - -
238 61.60 - - -
239 45.50 2.90 - -
240 27.00 - - -
246 37.00 - - -
248 18.10 - - -
251 34.40 - - -
254 2.50 - - -
255 11.00 - - -
Z8 51.30 - - -
75 2.70 7.50 - 25.00
FS13 6.30 - - -
FS14 3.40 5.96 0.50 -
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FS16 - 382.81 - 115.60
FS17 15.00 - - -
FS18 5.40 - - -
FS20 6.70 - - -
FS21 6.50 - - -
FS31 - - - 34.87
FS34 - - - 49.12
FS35 - 6.91 - 23.35
FS36 - 15.77 - 34.87
FS37 - 3.60 - -
Ix1 - 1.00 - -
IX5 - 1.00 - -
Ix6 - 1.73 - -
I1x9 - 1.37 - -
Ix13 25.80 1.54 - -
Ix14 - 1.29 - -
Ix15 - 1.00 - 4.22
Ix19 - 1.10 - 2.37
Me6 - 1.18 - -
Me8 5.40 1.57 - -
Po9 - 1.50 - -
Pol10 - 2.00 - -
Pol4 - 1.00 - -

Putrescina®: produccion de putrescina desde ornitina; Putrescina™ produccion de
putrescina desde arginina: -: no produce. En rojo se muestran los aislados de mosto y
en negro los de vino

En este mismo sentido, Landete y col. (2005) encontraron 25 cepas de O. oeni capaces
de producir de histamina en un rango de entre 5y 99 mg/L en un medio sintético.
Izquierdo y col. (2009b) observaron que algunas de sus cepas producian entre 0.11-9.24
mg/L de histamina, tras ser inoculadas en vinos tintos. En este trabajo también se ha
detectado aislados productores de histamina aunque en un sistema tampon, distinto al
que habian utilizado los autores resefiados. La produccion de la histamina esta regulada
tanto por las concentraciones de histidina e histamina presentes en el medio, ya que la
expresion del gen hdc, que codifica para la enzima histidina descarboxilasa, se induce
en presencia de histidina (sustrato de la enzima), se reprime por la histamina, entre otros

factores (Landete y col., 2006). La capacidad histaminogénica es dependiente de cepa y
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de las condiciones fisicoquimicas en las que éstas crecen, tal como muestran los autores
antes citados y los datos de esta tesis. Es por ello que no es extrafio el que unos autores
encuentren cepas productoras y otros no. Sin embargo, existe mucha controversia sobre
la capacidad/incapacidad de O. oeni para producir histamina, tal y como reflejan
Garcia-Moreno y Mufioz, (2012).

Con respecto a la produccion de putrescina, nuestros resultados concuerdan con los de
Guerrini y col. (2002) quienes encontraron que de un total de 26 cepas de O. oeni, 7
fueron productoras de putrescina en un medio de laboratorio en un rango de entre 9.9 y
146 mg/L. Marcobal y col. (2004), observaron que solo 1 de 42 cepas de O. oeni
procedentes de vinos tintos espafoles, era altamente productora de putrescina.

Izquierdo y col. (2009b) también encontraron que 27 cepas de O. oeni eran capaces de
producir esta amina en concentraciones de entre 3.31 y 12.62 mg/L en vino tinto.
Mangani y col. (2005), observaron que una cepa de O. oeni era capaz de producir
putrescina tanto desde la ornitina como de la arginina. Ademas, detectaron que existian
una interaccion metabolica entre una cepa que metabolizaba la arginina pero que era
incapaz de producir putrescina y otra que si la produce pero no a partir de la arginina.
En este trabajo también se han encontrado que Unicamente los aislados 118 y FS14
fueron capaces de descarboxilar la arginina y de producir putrescina tanto a partir de
arginina, como de ornitina, el resto solo la producen a partir de ornitina. Las que son
incapaces de producir putrescina a partir de arginina son menos peligrosas ya que la
cantidad de ornitina presente en el vino es inferior a la arginina. Ademas, los aislados
118 y FS14 no solo actian descarboxilando la arginina sino que también puede
desaminarla (Tabla 11).

Guerrini y col. (2002) encontraron que el 27 % de las cepas de O. oeni que estudiaron
fueron capaces de producir cadaverina entre 14.8 y 34.2 mg/L en un medio de
laboratorio. Izquierdo y col. (2009b) también detectaron que 27 de entre 90 cepas de O.
oeni fueron capaces de producir cadaverina en concentraciones algo inferiores en vino
tinto (0.24-0.63 mg/L). En nuestro trabajo también se han encontrado aislados de O.
oeni capaces de producir cadaverina en altas concentraciones, aunque aqui el ensayo se

ha realizado en un sistema tampon.
A pesar de que Choudhury y col. (1990) describieron que O. oeni DSMZ 20252 era

capaz de producir tiramina en zanahorias fermentadas y en un medio sintético, otros

autores han demostrado todo lo contrario (Moreno-Arribas y col., 2000; Moreno-
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Arribas y col., 2003; Guerrini y col., 2002; Landete y col., 2007; Moreno-Arribas y Polo
2009). Gardini y col. (2005), utilizando un sistema tampdon demostraron que O. oeni
T56 producia tiramina (5.32-514.22 mg/L) y que la produccién de la misma dependia
del pH, etanol, de las concentraciones de arabinosa, piridoxal 5-fosfato y del nivel de
SO,. Tambien, Garai y col. (2007) encontraron una cepa de O. oeni, aislada de sidra,
que producia cantidades elevadas de tiramina tanto en medio sintético (543.99 mg/L)
como en sidra (21.33 mg/L). Sin embargo, no se ha detectado esta capacidad en los
aislados de O. oeni utilizadas en este trabajo.

4.2.6 Actividades enzimaticas

El ensayo para determinar la presencia de actividad B-glucanasa sobre B-glucano de
levadura mostré que el 50 % de los aislados analizados en este trabajo la presentan
(Tabla 13, Figura 9).

Tabla 13. Resultados obtenidos en la deteccion de la actividad B-glucanasa sobre
B-glucano de levadura de los 104 aislados de O. oeni. En rojo, aislados procedentes de
mosto y en negro, aislados procedentes de vino

Reaccion Aislados

118, 120, 122, 125, 128, 130, 133, 138M, 160B, 169, 182, 188, 194,
196, 205A, 206, 217B, 218A, 219, 222M, 224, 226SM, 228A, 234,

T?S}E'X? 236, 237, 239, 240, 246, 248, 251, 254, 255, Z3, Z6, Z8, B19, 504,
FS14, FS17, FS20, FS26, FS31, FS35, FS36, Me2, Me8, P02, Po4,
P09, Po15, Po16
75, 123, 124, 129, 134, 142, 149, 158, 160C, 168, 171, 176A, 197,
Negativa 202 213, 223A, 225, 229, 235, 238, 242, 71, 72, FS2, FS10, FSI3,
(22/30) FS16, FS18, FS19, FS21, FS24, FS29, FS30, FS34, FS37, Ix1, IXS5,

IX6, 1x9, 1x13, Ix14, Ix15, I1x19, Ix21, Mel, Me3, Me6, Po5, Po6, Po8,
Po10, Pol14

Ademas, segun la prueba del Chi cuadrado a un nivel de significacion de 0.05, existe
una asociacion estadisticamente significativa entre la presencia de la actividad -
glucanasa y la procedencia de los aislados de O. oeni, siendo mucho mas frecuente esta
actividad en los aislados procedentes de vino que en los de mosto. Matthews y col.
(2006), encontraron que solo un 26 % de las cepas de O. oeni que analizaron
presentaban actividad p-glucanasa frente al B-glucano de cebada. La menor frecuencia
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de cepas glucanasa positivas encontradas por estos autores respecto a la encontrada por
nosotros puede ser debida a que el B-glucano de cebada es menos susceptible a la
hidrolisis por las B-glucanasas de O. oeni que el de la pared celular de las levaduras. Es
interesante el hecho de que este caracter esté asociado fundamentalmente a aislados
procedentes de vino (78 %). La posesion de actividad B-glucanasa puede ser util a la
hora de evaluar la interaccion entre cepas de O. oeni y levaduras, ya que los aislados
que presentan este enzima podria facilitar la lisis de las levaduras, tal y como
demostraron Guilloux-Benatier y col. (2000). Ademas de los nutrientes que podria
conseguir O. oeni por la lisis de las levaduras, la actividad B-glucanasa podria
proporcionarle un excedente de fuente de carbono y energia en forma de glucosa
(derivada de la hidrdlisis directa de este polisacarido). La muerte de la levadura
supondria ademas una disminucién de la competicién por los nutrientes presentes en el
vino tras la FA. Estos efectos mejorarian el crecimiento de bacterias en el vino
(Guilloux-Benatier y col., 2000).

El ensayo de la actividad lipolitica sobre la tributirina mostr6 que el 67 % de los
aislados presentaba actividad sobre ese sustrato y que esta actividad era méas frecuente
en aislados de vino (67 %) que en los de mosto (33 %) (Tabla 14, Figura 9). Esta
asociacion entre actividad lipolitica y el origen de los aislados (vino) es estadisticamente
significativa, segun determind la prueba del Chi cuadrado a un nivel de significacion de
0.05.

Tabla 14. Resultados obtenidos en la deteccion de la actividad lipolitica sobre tributirina
de los 104 aislados de O. oeni. En rojo, aislados procedentes de mosto y en negro,
aislados procedentes de vino

Reaccion Aislados

75, 118, 120, 122, 123, 124, 125, 128, 129, 130, 133, 142, 158, 160B,
160C, 168, 169, 171, 176A, 182, 188, 194, 196, 202, 205A, 206, 213,
Positiva 217B, 219, 222M, 224, 226SM, 229, 235, 236, 237, 238, 239, 240,
(47/23) 246, 248, 254, 255, 71, 73, Z8, B19, 504, FS10, FS13, FS14, FS17,
FS18, FS20, FS24, FS26, FS34, FS37, Ix1, Ix5, Ix6, Mel, Me2, Po5,
Po6, Po8, P09, Po10, Pol4, Pol5

134, 138M, 149, 197, 218A, 223A, 225, 228A, 234, 242, 251, Z2,
Z6, FS2, FS16, FS19, FS21, FS29, FS30, FS31, FS35, FS36, 1x9,
Ix13, Ix14, Ix15, Ix19, Ix21, Me3, Me6, Me8, Po2, Po4, Pol16

Negativa
(13/21)
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La frecuencia de este caracter entre nuestros aislados es algo mayor a la que encontraron
Davis y col. (1988) entre las suyas un 57 %. Sin embargo, Matthews y col. (2006) no
detectaron esta actividad en ninguna de sus cepas. Las razones de esta disparidad de
resultados puede deberse, ademés de a la variabilidad de este caracter entre cepas, a
diferencias en los métodos de deteccién empleados; tanto en el trabajo de Davis y col.
(1988) como en este se utiliza una mayor concentracion de tributirina en el medio de
ensayo que en el de Matthews y col. (2006), lo que posiblemente permitié detectar
mejor esta actividad. El hecho de que la mayoria de los aislados con capacidad lipolitica
procedan de vino, puede deberse a que este grupo esta mas adaptado al uso de lipidos
(mono-, di- y triacilgliceroles, entre otros), procedentes de la autolisis de las levaduras
tras la FA y que podrian constituir fuente de carbono y energia para la bacteria.

La hidrdlisis de lipidos provenientes también tiene importantes connotaciones sobre las
caracteristicas organolépticas de los vinos ya que daria lugar a la formacion de una
amplia gama de acidos grasos (Matthews y col., 2006). Muchos de ellos tienen bajo
umbrales de deteccion y mejoran el perfil aroméatico del vino (Blanco-Gomis y col.,
2001), aunque también es cierto que algunos confieren notas desagradables definidas
con los términos vinegary, cheesy y sweaty (Etievant 1991). Ademés de por su
contribucion propia al aroma del vino los acidos grasos son precursores de otro
importante grupo de compuestos aromaticos del vino, como ésteres, cetonas y aldehidos
que confieren incluso mejores aromas que los propios acidos grasos (Charpentier y
Feuillat, 1993).

La actividad celulolitica se ensayo6 sobre carboximetilcelulosa. El 38 % de los aislados
estudiados presentaban actividad celulolitica sobre este sustrato, de los cuales el 58 %
procedian de vino y el resto de mosto (Tabla 15, Figura 9). Sin embargo, segin la
prueba del Chi cuadrado a un nivel de significacion de 0.05, no existe una asociacion
estadisticamente significativa entre la presencia de la actividad celulolitica y los
aislados procedentes de vino. La frecuencia de esta actividad en nuestros aislados es
menor de la que se ha encontrado para las dos actividades anteriores. Similares
resultados obtuvieron Matthews y col. (2006), quienes detectaron esta actividad en el 41
% de los cultivos malolacticos de O. oeni que ensayaron. En general, la presencia de
polisacaridos como la celulosa o las pectinas pueden afectar negativamente el proceso
de vinificacion, ya que son responsables de la turbidez, viscosidad y taponan los filtros
(Van Rensburg y Pretorius, 2000).
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Tabla 15. Resultados obtenidos en la deteccion de la actividad celulolitica sobre
carboximetilcelulosa de los 104 aislados de O. oeni. En rojo, aislados procedentes de
mosto y en negro, aislados procedentes de vino

Reaccion Aislados

118, 125, 133, 138M, 160B, 169, 182, 188, 194, 196, 206, 218A,
Positiva 223A, 224, 2265M, 228A, 236, 239, 240, 246, 248, B19, 504, FS2,
(23/17) FS13, FS14, FS17, FS19, FS20, FS24, FS26, FS29, FS30, FS37,
Me8, Po2, Po4, Po9, Pol5, Pol6

75, 120, 122, 123, 124, 128, 129, 130, 134, 142, 149, 158, 160C,
168, 171, 176A, 197, 202, 205A, 213, 217B, 219, 222M, 225, 229,
Negativa 234, 235, 237, 238, 242, 251, 254, 255, 71, 72, Z3, 76, Z8, FS10,
(37/27) FS16, FS18, FS21, FS31, FS34, FS35, FS36, Ix1, Ix5, Ix6, 1x9,
Ix13, Ix14, 1x15, I1x19, Ix21, Mel, Me2, Me3, Me6, Po5, Po6, Po8,
Pol10, Po14

A I
C
[
Figura 9. Actividades enzimaticas en aislados de O. oeni. A: actividad

B-glucanasa; B: actividad celulolitica; C: actividad lipolitica. Las flechas de color
amarillo indican la presencia de la actividad y las de color blanco la ausencia
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La existencia de cepas de O. oeni que poseen enzimas capaces de utilizar estos
polisacaridos es beneficiosa, ya que se disminuirian los problemas relacionados con
polisacéridos, por ejemplo la clarificacion o el taponamiento de filtros durante la
filtracion del vino (Matthews y col., 2004).

La presencia de actividad B-glicosidasa en los aislados que son objeto de este estudio se
ensay0 sobre dos tipos de sustratos: esculina y arbutina. La deteccion de esta actividad
se realiz6 en primera instancia sobre un subconjunto de 58 aislados, para determinar el
mejor método de los 3 y se utilizo para ello el medio basal MBFC propuesto por Garvie
(1960 y 1967a) con las concentraciones de esculina y de citrato férrico (indicador) que
utiliza el sistema miniaturizado APl 50 CHL de Biomerieux (Método 1). Con este
método sélo un 14 % dio un resultado positivo rapido (tras 7 dias de incubacion) (Tabla
16, Figura 10). El resto de aislados positivos, lo hicieron tras 15 dias o 30 dias (43 % y
34 %, respectivamente). Un 3 % de los aislados dio un resultado dudoso y un 5 % de los
aislados dieron resultado negativo como se puede apreciar en la Tabla 16. La repeticion
del ensayo confirmd estos resultados.

Para dilucidar si la metodologia usada era la responsable del gran nimero de respuestas
lentas 0 dudosas se ensayaron otros porcentajes de esculina y de citrato férrico en el
medio MBFC, que ya habian sido usados previamente por otros autores (Smibert y
Krieger, 1981 y Carr, 1970). Cuando se comparan los resultados obtenidos con el
Método 1 y el Método 2 (Tabla 16) se deduce que el 76 % de los aislados mostraron una
respuesta mas lenta 0 mas dudosa en el segundo método que en el primero y tan sélo un
19 % mostrd una respuesta mas rapida o un cambio de respuesta de negativa a positiva
frente a la esculina. Cuando se comparan los resultados obtenidos con el Método 1 y el
Método 3 se observa que el 72 % de los aislados presentaban o bien una respuesta mas
rapida, media o un cambio de respuesta de negativo a positivo, mientras que s6lo un 24
% muestra una respuesta mas lenta. Parece que la menor concentracion de esculina en el
Método 2 respecto al Método 1 disminuye la sensibilidad para detectar actividades -
glicosidasas menos intensas 0 mas lentas; por el contrario, las mayores concentraciones
de esculina y de indicador del Método 3 permitieron detectar un mayor nimero de
aislados con actividad B-glicosidasa y disminuir el nimero de aislados con resultados
negativos, dudosos o lentos. Por ello, se opto por utilizar el Método 3 para evaluar la

capacidad para hidrolizar la esculina de los 46 aislados restantes.
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Tabla 16. Resultados obtenidos en la prueba de deteccion de actividad B-glicosidasa sobre
la esculina en un subconjunto de 58 aislados utilizando para ello tres métodos diferentes
(ver texto). R: hidrolisis rapida (a los 7 dias de incubacion); M: hidrélisis media (a los 15
dias de incubacién); L: hidrdlisis lenta (tras 30 dias de incubacion); D: reaccion dudosa, -:
hidrolisis negativa. En rojo, aislados de mosto y en negro, aislados de vino

Método

Aislados

r < xr xr < rmr X or r

O v or Z Z O Or r

r <

S Zr 20 r 3032 r rr<

75, 118, 176A, 202

120, 129, 124, 133, 149, 171, 197, 219, 222M, 223A, 228A,

224, 225, 234, 235, 236, 238, 246, 248

122, 123, 130, 158, 71, Z3, Z8
125, 128, 168, 206, 213, 229,
134, 188

138

142,182, 205A, 240

1608, 237, Z6

160C

169

194

217B, 255

218A, 239

242

251

254

196, Z2

Este grupo de aislados present6 un comportamiento similar al primero analizado. En el

conjunto de los 104 aislados se observa que el 95 % de ellos presentan actividad [-

glicosidasa, aunque la intensidad de esta actividad variaba entre los mismos (Tabla 17).

Asi, el 35 % de los aislados hidrolizaron rapidamente la esculina (a los 7 dias), un 41 %

algo mas lentamente (a los 15 dias), y el 19 % restante lo hicieron lentamente (a los 30

dias 0 mas). Solamente el 5 % de los aislados fueron incapaces de hidrolizar la esculina

al termino del ensayo (Tabla 17). Cuando se analiza la presencia de esta actividad

enzimatica en aislados de mostos y vinos se observa que esta igualmente repartida entre
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ambos grupos de aislados Sin embargo, los aislados de mosto llevan a cabo la hidrolisis

de la esculina mas rapidamente que las de los aislados de vino (Tabla 17).

Tabla 17. Resultados obtenidos en la deteccion de la actividad B-glicosidasa sobre
esculina en el conjunto de los 104 aislados, usando el Método 3. Las categorias Rapida,
Media, Lenta y corresponden a las descritas en de Tabla 16 como (R), (M), (L) y (-). En
rojo, aislados procedentes de mosto, y en negro, aislados procedentes de vino

Hidrolisis Aislados

75, 118, 160C, 176A, 202, 217B, 255 Po2, Po4, Po5, Po6, Po9,
Pol0, Pol5, Mel, Me2, Me3, Me6, 1x15, FS2, FS10, FS13, FS14,

Rapida FS16, FS17, FS18, FS19, FS20, FS21, FS26, FS29, FS30, FS31,
FS34, FS36, FS37
120, 122, 123, 124, 129. 130, 133, 138, 149, 158, 160B, 171, 194,

Media 197, 218A, 219 222M, 223A. 226SM, 228A. 224, 225. 234, 235,
236, 237, 238, 239, 246, 248 251 251, 504, B19, Z1. Z3, Z6, Z8,
P08, Po14, Pol16, FS24, FS35

Lenta 125 128, 134, 142, 168, 169, 182, 188, 205A. 206, 213, 229, 240,

242, Me8, Ix1, IX5, Ix13, 1x14, 1x19

Negativa 196, Z2, Ix6, 1x9, 1x21

La deteccion de actividad B-glicosidasa sobre la arbutina mostré que el 91 % de los
aislados hidrolizan este sustrato (Tabla 18, Figura 10), de ellos el 24 % lo hicieron
rdpidamente (tras 7 dias de crecimiento), el 36 % lo hidrolizaron a velocidad moderada
(a los 15 dias de incubacidn) y el 32 % restante lo hicieron de forma lenta (tras 30 dias
de incubacidn). Nueve aislados fueron incapaces de hidrolizar la arbutina (Tabla 18).

El andlisis conjunto de la actividad de los 104 aislados sobre estos dos sustratos
demostrd que todos ellos presentaban actividad B-glicosidasa pero que esta actividad
dependia del sustrato sobre el que se ensayaba. Se observé que 14 aislados hidrolizaba
unicamente uno de los dos sustratos, o esculina o arbutina. Los aislados que hidrolizan
Unicamente la esculina son 120, 122, 158, 213, 222M, 225, 228AA, 240 y 242. Los que
utilizan la arbutina pero no la esculina son 196, Z2, 1x6, Ix9 e 1x21. Noventa aislados, es
decir el 87 % del total, fueron capaces de hidrolizar ambos sustratos.
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Tabla 18. Resultados obtenidos en la deteccion de la actividad B-glicosidasa sobre la
arbutina de los 104 aislados. En rojo, aislados procedentes de mosto y en negro,
aislados procedentes de vino

Hidrolisis Aislados

118, 124, 125, 129, 133, 182, 218A, 219, 223A, 226SM, 229, 235,
236, 237, 238, 246, 248, 254, 255, Z3, Z8, Po2, Po8, Pol5, Pol6

Répida

75, 123, 128, 130, 142, 160C, 169, 171, 176A, 194, 202, 206, 217B,
Media 504, 72, 76, B19, FS17, FS26, FS31, FS35, Ix1, IX5, Ix6, X9, Ix13,
Ix14, Ix15, 1X19, Ix21, Mel, Me2, Me3, Me6, Me8, Po4, Po6

134, 138, 149, 160B, 168, 188, 196, 197, 205A, 224, 234, 239, 251,
Lenta Z1, FS2, FS10, FS13, FS14, FS16, FS18, FS19, FS20, FS21, FS24,
FS29, FS30, FS34, FS36, FS37, Po5, Po9, Pol0, Pol4

Negativa 120, 122, 158, 213, 222M, 225, 228A, 240, 242

‘||

-+ -+

Figura 10. Actividad B-glicosidasa en cepas de O.

oeni. A: Hidrolisis de la esculina; B: Hidrolisis de la
arbutina; -: reaccion negativa; +: reaccion positiva
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Hay una mayor proporcion de aislados incapaces de hidrolizar arbutina que esculina.
Hay 17 aislados que exhiben la misma velocidad de hidrolisis para ambos sustratos,
pero la mayoria de ellos incumple esta relacion, encontrandose que aislados que
hidrolizan rapidamente la esculina, hidrolizan més lentamente la arbutina y viceversa.

Grimaldi y colaboradores en sus trabajos publicados en 2000 y 2005 encontraron una
frecuencia de la actividad B-glicosidasa entre sus aislados similar a la que nosotros
hemos encontrado en el nuestro. Estos autores demostraron que esta actividad era cepa
dependiente, aunque muy comun entre las cepas comerciales de O. oeni que ellos
analizaron. Mansfield y col. (2002) también detectaron enzimas [-glicosidasas en cepas
de O. oeni. Estas cepas eran capaces de hidrolizar el sustrato artificial p-nitrophenyl-p-
D-glucopyranoside, pero incapaces de hidrolizar glicésidos naturales de las uvas. Sin
embargo, D’Incecco y col. (2002) encontraron que algunas cepas de O. oeni si actuaban
frente a glicdsidos extraidos de un mosto Moscatel. Otros autores, como McMahon y
col. (1999) han descrito que cepas comerciales de O. oeni no eran siquiera capaces de
hidrolizar arbutina, que es uno de los sustratos habituales para detectar la actividad p-
glicosidasa. Las diferencias entre los resultados de McMahon y col. (1999) y los
nuestros pueden deberse a diferencias en los métodos de deteccidn utilizados, ya que
ellos utilizaban tiempos de incubacion mas cortos que los que se han utilizado en este
trabajo. Este hecho pudo impedir el que se detectasen reacciones positivas pero lentas.
De hecho, muchos de nuestros aislados requerian de un periodo minimo de siete dias

para dar una respuesta positiva.

El anélisis de la actividad tanasa se llevé a cabo utilizando como sustrato el metil galato.
Tan sélo 3 de los 104 aislados (129, 222M y FS31) fueron capaces de hidrolizar este
sustrato, es decir el 3 %. Segun lo descrito por otros autores la presencia de este tipo de
actividad en cepas de O. oeni no debe de ser muy frecuente ya que ni Vaquero y col.
(2004) ni Ruiz y col. (2010) fueron capaces de detectarlas en las cepas que ellos
analizaron (42 y 84 cepas, respectivamente). Sin embargo, Matthews y col. (2006)
encontraron que todas sus cepas de O. oeni (23 cepas) mostraban actividad tanasa. En
este trabajo, también se pone en evidencia la presencia de actividad tanasa entre
nuestros aislados aunque esta se presentd en baja frecuencia (3 %). El efecto de las
tanasas, ademas, de la liberacion de acido galico puede tener efectos benéficos como
estimular el crecimiento y la FML en O. oeni (Vivas y col., 1997). A pesar de que el 50

% del color del vino tinto lo proporcionan los taninos, si estos se oxidan con el O, hasta
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quinonas, estas podrian dar lugar a una turbidez no deseable, que disminuye la
apreciacion del vino (Aguilar y Gutiérrez-Sanchez, 2001). Las tanasas se han utilizado
junto con las enzimas lacasas para eliminar sustancias fendlicas del zumo de uva y

mosto con el fin de estabilizar quimicamente el vino.

La actividad esterasa se evaluo cuantitativamente sobre 3 tipos de sustratos: p-nitrofenil
acetato, p-nitrofenil butirato y p-nitrofenil octanoato. El 60 % de los aislados analizados
exhibieron actividad esterésica frente a alguno de los tres sustratos ensayados, aunque
diferian entre ellos en el tipo de sustrato hidrolizado y en la efectividad de la hidrdlisis.
Asi, 39 aislados (el 38 %) fueron capaces de liberar compuestos p-nitrofenil a partir de
p-nitrofenil acetato con un rango de actividad de entre 0.19-12.24 (pmoles de
p-nitrofenil liberado por minuto por mg de peso seco) (Tabla 19). Los que no
presentaron actividad no se muestran en la tabla. EI p-nitrofenil butirato fue hidrolizado
por 50 aislados (el 48 %) con un rango de actividad entre 0.19-34.6 (umoles de
p-nitrofenil liberado por minuto por mg de peso seco). Por el contrario, el p-nitrofenil
octanoato, fue el sustrato menos utilizado, tan sélo lo hidrolizaron un 34 aislados (un 33
%), con un rango de actividad de 0.14-12.13 (umoles de p-nitrofenil liberado por
minuto por mg de peso seco). El orden de preferencia por los sustratos en el conjunto de
los aislados fue 1°: el p-nitrofenil butirato, 2°: el p-nitrofenil acetato y el 3° el
p-nitrofenil octanoato. La mayoria de los aislados que podian utilizar los 3 sustratos
evidenciaron una mayor actividad sobre el p-nitrofenil butirato, que tiene 4 cadenas de
carbono.

Respecto a la distribucion de actividades esterasicas en aislados procedentes de distintas
fases de la vinificacion se ha observado que, a) respecto al sustrato p-nitrofenil acetato,
19 de los aislados que daban reaccion positiva procedian de mostos y 20 de vinos; b)
respecto al sustrato p-nitrofenil butirato, de los 50 aislados que lo hidrolizaban, 35
procedian de mosto y 15 de vino y c) respecto al sustrato p-nitrofenil octanoato, de los
34 aislados que lo utilizaban, 30 procedian de mosto y 4 de vinos. La especificidad de
uso de los ésteres de 2 y 8 atomos de carbono (p-nitrofenil acetato y p-nitrofenil
octanoato, respectivamente) fue similar en los aislados de mosto. La mitad de los
aislados procedentes de mosto son capaces de actuar sobre los tres sustratos, mientras
que sélo el 13 % de los de vino tienen esta capacidad. También se han detectado que las

actividades mas altas estan presentes en los aislados de mosto.
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Tabla 19. Actividades esterdsicas en los 104 aislados O. oeni procedentes de
mostos (nombres en rojo) y de vinos (hnombres en negro)

Unidades de actividad esterasa
(umol/min/miligramo de peso seco)

Aislado

p-nitrofenil p-nitrofenil p-nitrofenil
acetato butirato octanoato
120 - 5.63 -
122 2.11 1.68 -
125 0.68 - -
149 - 2.07 1.32
182 0.86 - -
188 0.19 - -
205A 1.13 - -
206 1.34 0.19 -
218A 1.08 9.26 -
219 0.36 2.88 -
222M 0.82 - -
223A 1.81 5.48 0.66
225 1.59 5.41 -
226SM 5.22 4.19 3.84
228A 2.68 8.10 -
229 - 3.71 -
234 0.68 - -
235 4,57 18.25 4.66
239 - 11.54 -
251 1.68 - -
Z2 5.80 7.88 -
Z6 1.41 - -
Z8 2.05 - -
B19 7.56 8.82 -
75 0.81 - -
FS2 - 2.16 0.87
FS10 0.75 11.94 2.75
FS13 3.49 17.14 1.02
FS14 - 5.57 12.13
FS16 - 2.09 0.43
FS17 0.91 2.21 4.47
FS18 9.71 34.60 2.53
FS19 12.24 5.44 1.20
FS20 - 4.37 -
FS24 0.44 1.45 0.14
FS29 - 7.82 0.86
FS30 0.82 3.23 1.84
FS31 6.95 10.19 1.13
FS34 - 3.61 1.43
FS35 - 4.23 0.93
FS36 1.26 4.33 0.56
FS37 - 14.43 4.80
Ix1 1.63 2.95 0.80
IX5 3.08 4.34 2.43
IX6 - 0.21 -
X9 3.88 2.17 -
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Ix13 1.81 3.82 1.75
Ix14 9.22 9.08 5.03
Ix15 4.47 6.59 2.53
Ix19 - 3.39 0.75
Ix21 - 6.73 -

Mel - 1.16 3.01
Me2 - 8.46 4.36
Me3 - 1.06 2.15
Me6 - - 0.72
Me8 2.30 3.18 3.08
Po2 - 1.21 10.82
Po4 - 21.25 0.76
Po5 - 1.99 -

Po6 5.46 24.38 0.96
Po8 - 11.15 -

Pol4 0.55 - -

Los valores estdn expresados en pmoles/min/miligramo de peso seco y
representan la media de los duplicados. -: ausencia de la actividad. En rojo se
muestran los aislados de mosto y en negro los de vino

El 83 % de los aislados de vino presentan actividad frente al p-nitrofenil acetato, el 63
% la presentan frente al p-nitrofenil butirato y solo el 17 % frente al p-nitrofenil
octanoato. EI 50 % de los aislados de mosto presentan actividad frente al p-nitrofenil
acetato, mientras que la préactica totalidad de los mismos (el 92 %) lo hace frente al
p-nitrofenil butirato y un 82 % sobre el p-nitrofenil octanoato. Parece por tanto, que los
aislados de mosto hidrolizan preferentemente los sustratos de 4 y 8 atomos de carbonos,
mientras que los de vino prefieren los de 2 y 4 atomos. Los valores mas altos de
actividad enzimatica los presentan los aislados FS18, Po4 y Po6 procedentes de mosto y
las exhiben sobre p-nitrofenil butirato. También proceden de mosto los aislados que dan
actividades hidroliticas més altas sobre los otros dos sustratos.

El andlisis estadistico ANOVA vy la prueba a posteriori TukeyB, con un nivel de
significacion de 0.05, demostré que los aislados que significativamente presentan
actividad frente el p-nitrofenil acetato son los aislados: FS19, FS18 e 1x14, frente al p-
nitrofenil butirato son los aislados FS18, Po6, Po4, 235, FS13 y FS37 y frente al p-

nitrofenil octanoato son los aislados FS14 y Po2.

Davis y col. (1988) han estudiado la actividad esterasica en O. oeni encontrando que el
65 % de sus cepas presentaban esta actividad. Un porcentaje similar de aislados con
actividad esterasa se encontrd entre los aislados estudiados en este trabajo. Los trabajos

de Matthews y col. (2006), evidenciaron que los cultivos comerciales analizados por
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ellos, mostraban la mas alta actividad sobre el p-nitrofenil acetato (0.040 y 0.050
unidades de actividad), algo menor sobre el p-nitrofenil octanoato (0.036 unidades de
actividad), y la menor de todas sobre el p-nitrofenil butirato (0.031 unidades de
actividad). Un afio mas tarde, Matthews y col. (2007) observaron que 3 de las cepas
altamente productoras de esterasas de un estudio previo, mostraban las actividades mas
altas sobre los sustratos de 8 atomos de carbono o menos, siendo el butirato el sustrato
sobre el que exhibian la mayor actividad y sobre los sustratos de 14 y 18 &omos de
carbono mostraban las mé&s bajas actividades. Una tendencia similar observaron
Zapparoli y col. (2012) al analizar 13 cepas de O. oeni procedentes de vinos Amarone.
Sin embargo, Pérez-Martin y col. (2013) encontraron que sélo 1 de las 6 cepas de O.
oeni que ensayaron utilizaban sustratos de cadena corta, mientras todas mostraron alta
actividad sobre el p-nitrofenil octanoato (entre 24.34-2412.20 pmol/min/miligramo de
peso seco). Estos autores, dedujeron que esas diferencias se deben a que hay mas de un
tipo de enzima en estas cepas y que la actividad de estos enzimas depende de la cepa y
sustrato ensayado. Los ésteres (acetato de etilo, acetato isoamilico, hexanoato de etilo,
octanoato de etilo y decanoato de etilo) son cualitativamente un grupo de aromas mas
importantes del vino por su bajo umbral de deteccion y porque contribuyen a
incrementar los aromas afrutados (Fugelsang y Edwards, 2007). EI perfil aromatico de
un vino, no so6lo implica la presencia de ésteres sino que también depende de los
compuestos liberados por las esterasas, tales como los acidos grasos y alcoholes
superiores (Sumby y col., 2010). Recientemente, Sumby y col. (2013) demostraron que
las enzimas purificadas de O. oeni identificadas como esterasa ESstA2 y EstB28
catalizan a la vez la sintesis e hidrolisis de ésteres de cadena corta (< C8). La
produccion y la hidrdlisis de los ésteres dependian del tipo de vino y de la cepa se
utilice en los ensayos. De este modo la presencia de estos enzimas conferian mejores
aromas a los vinos (Sumby y col., 2013). Aunque esta actividad no proporcionaria un
beneficio en vinos con bajas concentraciones de ésteres, pero podria suponer un papel
importante en la mejora de la calidad de vinos con concentraciones superiores a 200

mg/L de los mismos (Matthews y col., 2007).

Los 104 aislados ensayos se agruparon en 16 perfiles que agrupaban las diferentes
actividades enzimaticas (Tabla 20). Los perfiles 2 y 5 mostraron el mayor numero de
actividades enzimaéticas: 5. Los perfiles 1, 4, 9 y 13 presentaron 4 actividades. Los
perfiles 3, 6, 7, 8, 11, 12 y 14 comprenden 3 actividades.
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Tabla 20. Perfiles de actividades enzimaticas cualitativas en aislados de O. oeni

Actividades enzimaticas

perfl ——mMmMmM@M8M8m —— . Aislado
B-glucanasa Lipasa Celulasa p-glicosidasa Tanasa Esterasa

118, 133,160B, 169, 194, 196, 224, 236, 240, 246, 248, 504, FS26,

1 + * * * - " P09, Poi5

2 + + + + - + 125, 182, 188, 206, 226SM, 239, B19, FS14, FS17, FS20

3 + + - e - = 128, 130, 217B, 237, 254, 255, Z3

4 + + - + - + 120, 122, 205A, 219, Z8, Me2

5 + + i + + 222M

6 + - - + - + 234, 251, 76, FS35, FS36

7 d - = + + - FS31

8 + - + + - - 138M, Po16

9 + - + + - o 218A, 228A, Me8, Po2, Po4

10 - + - + - - 123,124, 142, 158, 160C, 168, 171, 176A, 202, 213, 238, Z1, Po10

1 i + ) + ) " 229, 235, 75, FS10, FS18, FS34, Ix1, IX5, I1x6, Mel, Po5, Po6, Po8,
Pol4

12 - + - + + - 129

13 - T + T - T FS13, FS24, FS37

14 - - + + - + 223A, FS2, FS19, FS29, FS30

15 = = = + - - 134, 197, 242

16 i i ) + ) + i/|4§6 225,72, FS16, FS21, 19, Ix13, I1x14, 1X15, 1x19, Ix21, Me3,

+: Presencia de la actividad; -: ausencia de la actividad; en rojo se muestran los aislados de mosto; en negro se muestran los aislados de vino
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Los perfiles 10 y 16 exhiben 2 actividades. El Unico perfil que presenta una unica
actividad es el 15 y lo presentan los aislados 134, 197, 242.Todos los aislados
presentaron la actividad p-glicosidasa. Las actividades méas frecuentes fueron las
actividades lipasa, la esterasa, la B-glucanasa, y la celulasa, que estaban presentes en un
67, 60, 50 y 38 % de los aislados, respectivamente (Tablas 13, 14, 15 y 19). La

actividad tanasa fue a menos frecuente (3 %).

4.3 Caracterizacion tecnologica

En la caracterizacion de los aislados a nivel tecnologico, se estudio la influencia de
algunos factores fisicoquimicos relacionados con el vino o la vinificacién (etanol, pH y
SO,). Para ello se evalud el crecimiento de los aislados en vino natural y en vino

sintético ajustado a diferentes condiciones enoldgicas.

4.3.1 Crecimiento en vino tinto

En la Figura 11 se muestran los valores de ABC de los aislados de O. oeni crecidos en
vino tinto, cuyas caracteristicas se han descrito en el apartado 3.7.1. Los aislados de
mosto mostraron crecimientos que comprendian desde 4.6 x 10° a 3.9 x 10° UA,
mientras que los de vino desde 4.1 x 10° a 8.85 x 10°. Aunque los rangos de ABC son
parecidos entre los grupos hay un mayor numero de aislados de vino que dan ABC
elevadas, de hecho el 42 % de los aislados de vino superan o igualan el valor de ABC de
10° UA, mientras que solo el 11 % de las de mosto lo hacen. En general se ha observado
que los aislados de mosto crecen peor cuando se inoculan en vinos tintos, es decir
crecen peor.

El aislado 219 mostro el valor mas alto de ABC, seguido por los aislados 239, 237, Z1,
235, FS20, 242, 504, 234, 118, Pol4, FS21, 213, 158, 171, 205A, Z2, 128, 130, Z3,
FS18, 122, 142, Po4 y 229 (en orden decreciente). Cinco de ellos se aislaron de mosto y
20 de vino. Los aislados que peor soportaron las condiciones del vino tinto fueron FS13,
FS14 y 202, que apenas crecieron, aunque tampoco murieron (Figura 11). De estos tres
aislados, los 2 primeros proceden de mostos y el tercero de vino.

El aplicacién del andlisis estadistico ANOVA y de la prueba a posteriori TukeyB, con
un nivel de significacion de 0.05, demostré que los aislados que difieren
significativamente del resto son 219, 239 y 237 (ordenados en forma decreciente) que
crecen mucho mejor y los aislados 202, FS13, FS14 que crecen mucho peor.
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Figura 11. Valores de crecimiento de los aislados de O. oeni en vino tinto natural expresado como ABC. En rojo se indica los aislados de mosto y en
negro los de vino. La linea azul indica un umbral arbitrario establecido para discriminar altos crecimientos y representa la media de los valores de

ABC de los aislados de mosto que es 3.4 x 10® UA. Para una mejor comprensién de los datos se han expresado los valores de ABC en escala
logaritmica
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4.3.2 Crecimiento en vino sintético a diferentes condiciones enoldgicas
La mayoria de los aislados analizados fueron capaces de crecer en todas las
concentraciones de etanol ensayadas (Figuras 12-15) aunque el valor de las ABC

disminuia conforme aumentaba la concentracion de etanol (Figura 16).

Se aprecian diferencias importantes entre los aislados en su capacidad para crecer en
etanol, incluso a la mas baja concentracion ensayada (10 %). Los aislados que presentan
mayores valores de ABC en la condicién mas favorable (10 % de etanol) son 219,
223A, 226SM, 225, 218A, 504, 133, 239, 229, Z3, 205A, 222M, 75, 182, 149 y 237 (en
orden decreciente) y los que tienen menores valores de ABC son la 123, 217B, FS18 y
Po6 (Figura 12). Los aislados de mosto presentaban valores de ABC que van desde
0.962 a 3.563 UA, mientras que los de vinos van desde 0.939 a 6.131 UA.

A 12 % de etanol los valores de ABC que presentan los aislados de mosto van de 0.827
a 2.670 UA y los de vino de 0.699 a 4.365 UA. Cincuenta y uno de los 60 aislados de
vino presentan valores de ABC iguales o superiores al valor medio de ABC de los
aislados de mosto, lo que significa que los primeros crecen mejor que los segundos a
esta concentracion de etanol. Los aislados que presentan valores de ABC mas altos son
los mismos que a 10 % y con la excepcion de 133, 239, Z3, 222M, 75, 182, 149 y 237.
Los que presentaron menores valores de ABC también son los mismos que a 10 % y
ademas los aislados 75, 196, 251, 254, 255, B19, Z8 y la mayor parte de los aislados de
mosto (Figura 13).

A 14 % de etanol los valores de ABC de los aislados de mosto varian entre 0.554 a
1.098 UA, mientras que los de vino entre 0.632 y 2.265 UA. En este caso el 78 % de los
aislados de vino superan el valor medio de ABC presentado por los aislados de mosto.
Los aislados que presentaron mayores valores de ABC fueron los mismos que a 10 y a
12 (Figura 14). Aunque al 15 % de etanol el crecimiento de la mayor parte de los
aislados es minimo, inferior a 1.6 UA, los que mayores valores de ABC exhiben son
219, 223A, 218A, 229, 225, 239, 504, Z3 y 122 (en orden decreciente), es decir, algunas
que presentaban valores mas altos a 14 %, todas ellas provienen de vino. Los aislados
gue muestran valores mas bajos de ABC son FS20, FS21 y FS24 y provienen de mosto.
A 15 % de etanol los valores de ABC que presentan los aislados de mosto varian entre
0.498 a 1.026 UA, mientras que los de vino entre 0.573 a 1.494 UA.
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Figura 12. Valores de crecimiento de los aislados de O. oeni en vino sintético a una concentracion de etanol del 10 %, expresado como ABC. En rojo se
indica los aislados de mosto y en negro los de vino. La linea azul indica un umbral arbitrario establecido para discriminar altos crecimientos. Representa la
media de los valores de ABC de los aislados de mosto que es 1.470 UA.
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Figura 13. Valores de crecimiento de los aislados de O. oeni en vino sintético a una concentracion de etanol del 12 %, expresado como ABC. En rojo se

indica los aislados de mosto y en negro los de vino. La linea azul indica un umbral arbitrario establecido para discriminar altos crecimientos. Representa
la media de los valores de ABC de los aislados de mosto que es 1.121 UA.
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Figura 14. Valores de crecimiento de los aislados de O. oeni en vino sintético a una concentracion de etanol del 14 %, expresado como ABC. En rojo se
indica los aislados de mosto y en negro los de vino. La linea azul indica un umbral arbitrario establecido para discriminar altos crecimientos.
Representa la media de los valores de ABC de los aislados de mosto que es 0.924 UA.
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Figura 15. Valores de crecimiento de los aislados de O. oeni en vino sintético a una concentracion de etanol del 15 %, expresado como ABC. En rojo se
indica los aislados de mosto y en negro los de vino. La linea azul indica un umbral arbitrario establecido para discriminar altos crecimientos. Representa la
media de los valores de ABC de los aislados de mosto que es 0.834 UA.
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A partir de los datos correspondientes a cada concentracion de etanol se puede deducir
que los crecimientos de los aislados procedentes de mosto son inferiores a los de vino.
Esto es particularmente evidente a concentraciones de etanol de 12 y 14 % (Figura 13-
14). Considerando todas las concentraciones de etanol, los aislados que presentan los
mas altos valores de ABC son 219, 218A, 226SM, 225, 223A, 504, 229 y 239 (en orden
decreciente) (Figura 17). Ningun aislado de mosto supera un valor de ABC de 1.463

UA, que es la media mientras que el 60 % de los de vino superan este valor.

En cuanto a la condicion etanol, se observo que las medias y varianzas de los valores de
ABC correspondientes a las diferentes concentraciones de etanol ensayadas difieren
significativamente (Figura 16). Esto demuestra que la condicion etanol influye de forma
inequivoca sobre el crecimiento, ya que a medida que éste aumenta el crecimiento de
los aislados disminuye. La disminucion del ABC depende de la concentracion ensayada,
como se puede apreciar en la Figura 16. También, se observo que el valor de la varianza
se reduce conforme aumenta la concentracion de etanol (Figura 16), es decir que se

discrimina peor el comportamiento de los aislados a altas concentraciones de etanol.

2,000

IC al 95% de los valores ABC
w

,500-

Concentraciones de etanol

Figura 16. Representacién de las medias con sus intervalos de
confianza de los valores ABC del crecimiento de Oenococcus oeni a
diferentes concentraciones de etanol ensayadas
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Figura 17. Representacion de las medias e intervalos de confianza de las ABC globales de cada aislado de Oenococcus oeni en vino sintético con
diferentes concentraciones de etanol. Las medias e intervalos se han obtenido a partir de todos los valores de ABC mostradas por cada aislado a
las diferentes concentraciones de etanol ensayadas (10-15 %). La linea verde indica la media global de los ABC de todos los aislados y tiene un
valor de 1.463 UA
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El andlisis estadistico ANOVA vy la prueba a posteriori TukeyB, con un nivel de
significacion de 0.05, demostré que los aislados que tienen mayores valores de ABC
globales (considerando todos los valores de ABC obtenidos en todas las
concentraciones de etanol) son los aislados: 219, 218A, 226SM, 225, 223A, 504, 229 y
239 (por orden decreciente) y las que tienen menor valor son: 217B, FS24 y 255. De la
Figura 17 se deduce que los aislados procedentes de mosto presentan menores valores
de ABC que las de vino en presencia de etanol, es decir crecen peor.

O. oeni es la bacteria lactica mejor adaptada el medio vinico, sin embargo, la capacidad
para crecer y resistir las condiciones del vino es altamente variable entre las cepas,
como se ha demostrado en el presente trabajo y en otros anteriores (Lépez y col., 2008).
Ldpez y col. (2008) comprobaron que algunas cepas de O. oeni que ellos ensayaron
exhibian una alta capacidad para crecer en vino y resistir al etanol en un vino sintético.
En este trabajo también se ha comprobado que 3 de los aislados que mejor crecen en

vino tinto eran los mas resistentes al etanol (219, 229 y 504).

Con respecto al comportamiento de los aislados en relacion al pH, se observa que
existen diferencias entre ellas en sus valores del ABC para cada valor ensayado (Figuras
18-22) y también que estos valores disminuyen a medida que disminuye el valor del pH
del vino sintético (Figura 23). Los aislados que presentan mayor valor de ABC al pH
mas favorable (pH 4.0) son 226SM, 75, 218A, 219, 225, 239, 223A, 229, 237, 222M,
504, 235, 133, 205A, 128, 130, 182, Z3, 224, 236, 242, 149, 124, 123, 240, 118 y 129
(ordenados en forma decreciente) y la que peor la Po6 (Figura 18). Los aislados de
mosto presentaban ABC que van desde 1.221 a 5.916 UA, mientras que los de vinos
van desde 1.524 a 6.095 UA.

A pH 3.7 los aislados de mosto presentaban ABC que van desde 0.962 a 3.563 UA,
mientras que los de vinos van desde 0.939 a 6.131 UA. Los aislados que mostraron un
mayor valor de ABC son 219, 223A, 226SM, 225, 218A, 504, 239, 133, 229, Z3, 239,
205A, 222M, 182, 75, 149 y 237, es decir 16 de los 27 con mayor valor de ABC a pH
4.0 y las que mostraron menor ABC en este valor de pH son Po6 y 217B (Figura 19).

A un pH intermedio (pH 3.5) los aislados de mosto presentaban ABC que van desde
0.852 a 1.982 UA, mientras que los de vinos van desde 0.729 a 4.101 UA. Los aislados
que exhiben mayores valores de ABC son los mismos que a pH 3.7, con excepcion de la
223A, 239, 229, 205A, 222M, 75, 149 y 237; a los valores de ABC mas bajos son 123,
217B, Po6, Po10 (Figura 20).
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De los 8 aislados que mostraron mayores valores de ABC a pH 3.7 y 3.5, s6lo 504, 182,
Z3 'y 133, fueron los que mayores valores de ABC mostraron a pH 3.2, a este grupo se
suman los aislados 205A, 197, Z6, 138M, Z1, 171, 213 y 142. Los que presentan
menores valores de ABC en este valor de pH son los mismos que a pH 3.5 y ademas los
aislados 75, 124, 129, 235, 237, 242, FS16, FS17, FS20, FS24 y Po5 (Figura 21). A pH
3.2 los aislados de mosto presentaban ABC que van desde 0.797 a 1.398 UA, mientras
que los de vinos van desde 0.645 a 3.314 UA.

Al valor de pH més bajo (pH 2.9) los aislados que muestran mayores valores de ABC
son 504, Z3 y 168 149, mientras que los que muestran valores méas bajos son 123, 124,
128, 129, 217B, 235, 237, 240, 242, 248, 250, 251, Z8 y todos los procedentes de mosto
(Figura 22). Los aislados de mosto presentaban ABC que van desde 0.639 a 1.004 UA,
mientras que los de vinos van desde 0.519 a 1.308 UA.

Entre los aislados que crecen mejor a pH bajos encontramos dos (504 y Z3) que ya
presentaban valores de ABC altos a pH 4.0, pero también otros 2 de los que presentaban
bajos valores de ABC. Se observd que existian diferencias significativas entre las
medias y las varianzas de las ABC del conjunto de los 104 aislados a cada uno de las
valores de pH ensayados. Esto, demuestra que la condicion pH influye sobre el
crecimiento, y que a medida que éste aumenta el crecimiento de los aislados también se
incrementa. Este incremento y depende del valor de pH ensayado, como se puede
apreciar en las Figuras 23 y 24.

También se observé que la varianza entre los valores de ABC a los diferentes pH era
mayor cuanto mas alto era el valor de este Ultimo. Ademas, que el valor de la varianza
se reduce conforme disminuye el valor del pH, es decir que a pH 2.9 no se puede
discriminar bien el comportamiento de los aislados.

El analisis estadistico ANOVA y la prueba a posteriori TukeyB, a un nivel de
significacion de 0.05, demostré que los aislados que tienen mayores valores de ABC
globales (considerando todos los pHs ensayados) son 504, 219, 226SM, 225, 218A,
223A y 133 (en orden decreciente) y los que tienen menores valores son los aislados:
Po6, 217B, FS24, FS18 y FS17 (en orden creciente).
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Figura 18. Valores de crecimiento de los aislados de O. oeni en vino sintético a pH 4.0, expresado como ABC. En rojo se indica los aislados de mosto y en
negro los de vino. La linea azul indica un umbral arbitrario establecido para discriminar altos crecimientos. Representa la media de los valores de ABC de
los aislados de mosto que es 1.730 UA.
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Figura 19. Valores de crecimiento de los aislados de O. oeni en vino sintético a pH 3.7, expresado como ABC. En rojo se indica los aislados de mosto y

en negro los de vino. La linea azul indica un umbral arbitrario establecido para discriminar altos crecimientos. Representa la media de los valores de ABC
de los aislados de mosto que es 1.474 UA.
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Figura 20. Valores de crecimiento de los aislados de O. oeni en vino sintético a pH 3.5, expresado como ABC. En rojo se indica los aislados de mosto y en
negro los de vino. La linea azul indica un umbral arbitrario establecido para discriminar altos crecimientos. Representa la media de los valores de ABC de
los aislados de mosto que es 1.252 UA.
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Figura 21. Valores de crecimiento de los aislados de O. oeni en vino sintético a pH 3.2, expresado como ABC. En rojo se indica los aislados de mosto y

en negro los de vino. La linea azul indica un umbral arbitrario establecido para discriminar altos crecimientos. Representa la media de los valores de
ABC de los aislados de mosto que es 1.109 UA.
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Figura 22. Valores de crecimiento de los aislados de O. oeni en vino sintético a pH 2.9, expresado como ABC. En rojo se indica los aislados de mosto

y en negro los de vino. La linea azul indica un umbral arbitrario establecido para discriminar altos crecimientos. Representa la media de los valores de
ABC de los aislados de mosto que es 0.830 UA.
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Figura 23. Representacion de las medias con sus intervalos de
confianza de los valores ABC del crecimiento de Oenococcus oeni
a diferentes valores de pH.

En las Figuras 25-30 se representan los valores de ABC de los aislados crecidos en vino
sintético con diferentes concentraciones de SO, total. En la Figura 25 se muestran los
valores de ABC en vino sintético sin SO,, como referencia. Los aislados de O. oeni
ensayados crecieron a las concentraciones de 30, 40 y 50 mg/L de SO, (Figura 26, 27,y
28), pero no a 60 ni a 70 mg/L (Figura 29 y 30). Se observa que los valores de ABC
disminuyen conforme aumenta la concentracién de SO, (Figura 31).

Los aislados 219, 218A, 226SM, 225, 223A, 239, 229, 504, 205A y 237 (ordenados
decreciente) mostraron los mayores valores de ABC a 30 mg/L de SO,. Los que
mostraron menores valores fueron FS16, FS17, FS18, FS19, FS20, FS21, FS24, FS26,
FS29, FS30, FS30, FS35, FS36, I1x21, Me2 y Me6, todas ellas procedentes de mosto
(Figura 26). Los aislados de mosto presentaban ABC que van desde 0.560 a 3.060 UA,
mientras que los de vinos van desde 0.730 a 4.430 UA.

A 40 mg/L de SO, los aislados con valores de ABC mas altos son los mismos que a 30
mg/L de SO,, ademas del aislado 236 y con excepcion de 205A y 237. Los que
presentaron menores valores de ABC son los mismos que a 30 mg/L y ademaés de los
aislados 176, 194, 202, Me2 y Me6 (Figura 27).
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Figura 24. Representacion de las medias e intervalos de confianza de las ABC globales de cada aislado de Oenococcus oeni en vino sintético con
diferentes valores de pH. Las medias e intervalos se han obtenido a partir de todos los valores de ABC mostradas por cada aislado a los diferentes
valores de pH ensayados (4.0-2.9). La linea verde indica la media global de los ABC de todos los aislados y tiene un valor de 1.731 UA
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Figura 25. Valores de crecimiento de los aislados de O. oeni en vino sintético sin SO,, expresado como ABC En rojo se indica los aislados de mosto y

en negro los de vino. La linea azul indica un umbral arbitrario establecido para discriminar altos crecimientos. Representa la media de los valores de
ABC de los aislados de mosto que es 1.474 UA
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Figura 26. Valores de crecimiento de los aislados de O. oeni en vino sintético a una concentracion de 30 mg/L de SO,, expresado como ABC_ En rojo se

indica los aislados de mosto y en negro los de vino. La linea azul indica un umbral arbitrario establecido para discriminar altos crecimientos. Representa
la media de los valores de ABC de los aislados de mosto que es 0.900 UA
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Figura 27. Valores de crecimiento de los aislados de O. oeni en vino sintético a una concentracion de 40 mg/L de SO,, expresado como ABC . En rojo se
indica los aislados de mosto y en negro los de vino. La linea azul indica un umbral arbitrario establecido para discriminar altos crecimientos. Representa
la media de los valores de ABC de los aislados de mosto que es 0.787 UA
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Figura 28. Valores de crecimiento de los aislados de O. oeni en vino sintético a una concentracion de 50 mg/L de SO,, expresado como ABC_En rojo se
indica los aislados de mosto y en negro los de vino. La linea azul indica un umbral arbitrario establecido para discriminar altos crecimientos. Representa la
media de los valores de ABC de los aislados de mosto que es 0.751 UA
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Figura 29. Valores de crecimiento de los aislados de O. oeni en vino sintético a una concentracion de 60 mg/L de SO,, expresado como ABC_En rojo se
indica los aislados de mosto y en negro los de vino. La linea azul indica un umbral arbitrario establecido para discriminar altos crecimientos. Representa
la media de los valores de ABC de los aislados de mosto que es 0.699 UA
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Figura 30. Valores de crecimiento de los aislados de O. oeni en vino sintético a una concentracion de 60 mg/L de SO,, expresado como ABC_En rojo se
indica los aislados de mosto y en negro los de vino. La linea azul indica un umbral arbitrario establecido para discriminar altos crecimientos. Representa
la media de los valores de ABC de los aislados de mosto que es 0.664 UA
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A una concentracion de 40 mg/L de SO,, los aislados de mosto presentaban ABC que
van desde 0.520 a 1.980 UA, mientras que los de vinos van desde 0.600 a 3.540 UA.

A 50 mg/L de SO, los aislados que presentaron mayores valores de ABC fueron los
mismos que a 30 y 40 mg/L SO, con la excepcion de 236 y los que mostraron menores
valores son los mismos que ya los presentaban a 30 y 40 mg/L SO, (Figura 28). Los
aislados de mosto presentaban ABC que van desde 0.490 a 1.670 UA, mientras que los
de vinos van desde 0.560 a 2.76 UA.

El analisis estadistico de los valores de ABC obtenidos en el experimento de SO.,
demostré que existen diferencias significativas entre las medias y las varianzas
correspondientes a cada una de las concentraciones ensayadas. Como en los anteriores
factores analizados (etanol y pH), se ha observado que el SO, influye sobre el
crecimiento, de manera que cuando éste aumenta el crecimiento de los aislados
disminuye. La disminucion depende de la concentracion de SO, ensayada, como se

puede apreciar la Figura 31.
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Figura 31. Representacion de las medias con sus intervalos de confianza de
los valores ABC del crecimiento de Oenococcus oeni en las diferentes
concentraciones de SO,
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Ademas, cuando hacemos una comparacion de las medias de los valores de ABC para
cada concentracion de SO,, observamos que las medias del ensayo control (sin SO,) y el
de 30 mg/L de SO, son iguales, es decir no existen diferencias significativas de
crecimiento entre estos 2 ensayos. Las medias de los valores de ABC de los ensayos con
60 y 70 mg/L de SO, no presentaron diferencias significativas entre si, debido a que en
realidad los aislados eran incapaces de crecer a estas concentraciones de SO, tan altas.
El andlisis estadistico ANOVA vy la prueba a posteriori TukeyB, a un nivel de
significacion de 0.05, demostrd que los aislados que tienen mayores valores medios de
ABC para todas las concentraciones de SO, ensayados fueron 219, 218A, 226SM, 225,
223A, 504, 239 y 229 (ordenados en forma decreciente), y los que tienen menores
fueron FS35, FS24, FS17 y FS18 (Figura 32).

En este trabajo se demostrd que la preadaptacién de los aislados a bajas concentraciones
de SO, (15 mg/L) aumentaba la tolerancia de las células a concentraciones mas
elevadas ensayadas de SO, en el vino sintético. Esta preadaptacion les permitio crecer
hasta concentraciones de SO, de 50 mg/L, mientras que sin esta etapa de preadaptacion
previa no fueron capaces de crecer ni siquiera a 30 mg/L de SO, (Guija, 2011). En este
mismo sentido, Guzzo y col. (1998) demostraron que la adicion de dosis subletales de
sulfito a un medio &cido incrementaba la tolerancia de O. oeni al mismo.

En este trabajo se han encontrado aislados capaces de crecer en un vino sintético
suplementado con 50 mg/L de SO,. Algunos autores han puesto en manifiesto la
existencia de cepas de O. oeni capaces de crecer en un medio de laboratorio
suplementado con 30 mg/L SO, (Guzzo vy col., 1998; Capozzi y col., 2010), 60 mg/L
(Davis y col., 1988; Mesas y col., 2004; Sico y col., 2008; Guzzon y col., 2009) e
incluso a 256 mg/L de SO, (Davis y col., 1988). Mientras que las cepas utilizadas por
Zapparoli y col. (2012) fueron incapaces de crecer a 30 mg/L de SO, y a 60 mg/L
(Guzzo y col., 1998). Asi mismo el crecimiento también depende del pH, del vino, del

tiempo entre la adicion de SO, y la siembra, etc.

De los resultados obtenidos se deduce que los aislados que son capaces de crecer mejor
a altas concentraciones de etanol son los mismos que mejor crecen a concentraciones
altas de SO, son 219, 218A, 226SM, 225, 223A, 239, 504 y 229 (Figura 17-33). Sin
embargo no todos ellos presentaron mayores ABC a valores de pH bajo (pH 3.2), ya que
solo la 504 mostro altos valores de ABCa3.2 yaZ2.9.
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Figura 32. Representacion de las medias e intervalos de confianza de las ABC globales de cada aislado de Oenococcus oeni en vino sintético con
diferentes concentraciones de SO,. Las medias e intervalos se han obtenido a partir de todos los valores de ABC mostradas por cada aislado a los
diferentes concentraciones de SO, (0-70 mg/L). La linea verde indica la media global de los ABC de todos los aislados y tiene un valor de 1.242 UA
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Figura 33. Representacion de las medias e intervalos de confianza de las ABC globales de cada aislado de Oenococcus oeni en vino sintético con
diferentes valores de pH, concentraciones de etanol y de SO,. Las medias e intervalos se han obtenido a partir de todos los valores de ABC
mostradas por cada aislado en las 3 condiciones ensayadas. La linea verde indica la media global de los ABC de todos los aislados y todas las
condiciones y tiene un valor de 1.464 UA
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Parece deducirse de estos datos el que existe una mayor relacion entre la capacidad de
crecer en etanol y en SO, que entre la capacidad de crecer en bajo pH y en SO,. El
andlisis de correlacion bivariado demostré que existe una relacion estadisticamente
significativa entre los valores de ABC de etanol y los de SO,. Cuando se compara el
efecto inhibidor de los 3 factores, se aprecia que la influencia sobre el crecimiento que
ocasiona el etanol y el SO, a la céelula es superior al que ocasiona el pH, mientras que la
menor influencia se debe al SO, usado a concentraciones iguales o inferiores a 50 mg/L.
De los aislados mas resistentes a los 3 factores analizados (etanol, pH y SO,), 4 de ellos
crecen bien en vino natural (219, 239, 504 y 229). Es decir se confirma su capacidad de
resistir a estos factores en vinos naturales.

Los aislados 218A, 219, 223, 225, 226SM, 229, 239 y 504 mostraron buenas
capacidades para crecer a altas concentraciones de etanol (14 y 15%) y a
concentraciones de SO, de 50 mg/L, mientras que a pH bajos (2.9 y 3.2) el aislado 504
era el que mejor crecia, seguido por los aislados 133, 218A, 219, 223A, 225, 226SM.

Garcia-Alegria y col. (2004) observaron que las velocidades de crecimiento promedio
de 22 cepas de O. oeni en un medio de laboratorio, disminuian a valores de pH 3.6, 3.3
y 3.2 enun 62.8, 60 y 53.8 %, respectivamente, y a concentraciones de etanol de 7, 12 y
13 % en un 115.2, 84.4 y 65.3 %, respectivamente. Observaron también un efecto
positivo del 7% de etanol en el crecimiento de sus cepas. Ademas, observaron que la
resistencia y la sensibilidad de sus cepas a diferentes valores de etanol y pH era
variable, encontrando que 3 de ellas eran capaces de crecer bien a pH 3.2, como ocurre
con alguno de los nuestros (504, 133, 218A, 219, 223A, 223, 225 y 226SM). Mientras
que Garcia-Alegria y col. (2004) y Capozzi y col. (2010) encontraron algunas cepas de
O. oeni que eran capaces de crecer a 13 % de etanol, nosotros también hemos
encontrado aislados capaces de crecer a estas concentraciones e incluso a
concentraciones superiores. Coincidiendo estos hallazgos con los resultados obtenidos
en este trabajo con los obtenidos por Bravo-Ferrada y col. (2011), Davis y col. (1988)
quienes encontraron cepas de O. oeni capaces de tolerar una concentracion de 15%.
Aungue, Guzzon y col. (2009) encontraron una cepa capaz de crecer en vinos con una
graduacion alcohdlica de hasta 16 % de etanol, tolerante a valores de pH de 3.0,
tolerante a 60 mg/L de SO,. Nosotros también hemos encontrado aislados tolerantes a
15 % de etanol, tolerantes a pH 3.2 y a concentraciones de 50 mg/L de SO,.
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Por otro lado, para explicar cual o cuales de las condiciones ensayadas explicaban los
resultados obtenidos, se realizd un Analisis de Componentes Principales (ACP). Este
andlisis mostré que los componentes (variables o condiciones) que méas peso tienen a la
hora de explicar la variacion de los datos globales de todos los aislados en todas las
condiciones ensayadas son los dos primeros que aparecen en la Tabla 21 y en la Figura
34. El primer componente explicaba un 66.6 % de la varianza total de la nube de puntos
y el segundo componente un 19.1 %. Ambos componentes explicaban conjuntamente el
85.8 % de la varianza total de los valores de ABC.

Tabla 21. Varianza total explicada del APC de los valores de las ABC de los 104 aislados de
O. oeni

Sumas de las saturaciones al ~ Suma de las saturaciones al
cuadrado de la extraccion cuadrado de la rotacion

% de la % % de la % % de la %
; Total : Total .
varianza acumulado varianza acumulado varianza acumulado

Autovalores iniciales

Componente

Total

1 9.990  66.599 66.599 9.990 66.599 66.599 9.011 60.074 60.074
2 2.860 19.069 85.668 2.860  19.069 85.668 3.839 25.594 85.668
3 0.686 4.570 90.239
4 0.540 3.599 93.838
5 0.339 2.263 96.101
6 0.175 1.168 97.269
7 0.111 0.740 98.008
8 0.073 0.485 98.494
9 0.071 0.476 98.970
10 0.055 0.365 99.334
11 0.051 0.340 99.675
12 0.030 0.198 99.873
13 0.019 0.127 100.000
14 0.000 0.000 100.000
15 0.000 0.000 100.000

En la Figura 34, se muestra en el espacio rotado la distribucién de las diferentes
condiciones de ensayo que explican la variabilidad de todas las ABC obtenidas. Asi, el
66.6 % de la varianza queda explicada por: los valores de pH 3.5, 3.7 y 4.0, las
concentraciones de etanol 10, 12, 14, 15 % y las concentraciones de SO, 0, 30, 40 y 50
mg/L. Las que conforman el segundo componente que explica el 19.1 % de la
variabilidad restante son los valores de pH maés bajos (2.9 y 3.2) y las concentraciones
mas elevadas de SO, (60 y 70 mg/L). Sin embargo, cuando consideramos el
subconjunto de los aislados de mosto los factores que explican la varianza de los datos
de ABC de estos son 4, como se puede observar en la Tabla 22. EI componente 1
explica un 54.75 % de la varianza total de la nube de puntos, el segundo componente
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explica el 25.33 %, el tercer componente explica el 7.99 % y el cuarto componente un
7.42 %.

Grafico de componentes en espacio rotado
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Figura 34. Resultado de APC en espacio rotado de las variables que afectan las
ABC de los 104 aislados de O. oeni ensayados

Tabla 22. Varianza total explicada del APC de las ABC del subconjunto de los aislados de
mosto

Suma de las saturaciones al
cuadrado de la rotacion

Sumas de las saturaciones al

Autovalores iniciales .,
cuadrado de la extraccion

Componente

Total vodela % Total vodela % Total YOEE %

varianza acumulado varianza acumulado varianza acumulado
1 8.213 54.751 54.751 8.213 54.751 54.751 7.536 50.237 50.237
2 3.800 25.332 80.083 3.800 25.332 80.083 2.815 18.767 69.004
3 1.198 7.988 88.071 1.198 7.988 88.071 2241 14.938 83.942
4 1.112 7.415 95.486 1.112  7.415 95.486 1.732 11544 95.486
5 0.241 1.604 97.090
6 0.182 1.214 98.304
7 0.099 0.657 98.961
8 0.056 0.375 99.336
9 0.041 0.273 99.609
10 0.025 0.167 99.777
11 0.021 0.138 99.915
12 0.007 0.049 99.964
13 0.005 0.036 100.000
14 0.000 0.000 100.000
15 0.000 0.000 100.000
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Pero cuando observamos el grafico de sedimentacion que se usa para determinar de
manera visual la cantidad de factores que, por su utilidad, deben ser retenidos (Figura
35), observamos que los tres primeros componentes son los que mas peso aportan a la
variacion de los datos globales, explicando conjuntamente el 88.07 % de la varianza
total de los valores de ABC. Mientras que el cuarto componente esta muy cercano al
tercero, mostrando una pendiente con una tendencia a aplanarse lo que significa que
puede descartarse como componente individual del analisis. La fusion de ambos en un
unico componente, explicaria un 15.40 % de la variacion de los datos y daria lugar a la

distribucion espacial que se aprecia en la Figura 36.

8-

Autovalores

T T T T T T T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Numero de componente

Figura 35. Grafico de sedimentacion en el que se representan
los autovalores iniciales totales en espacio rotado de los datos
de ABC del subconjunto de aislados de mostos

Podemos observar que en el grafico de componentes principales (Figura 36) en espacio
rotado, las condiciones que conforman el primer componente son las siguientes: los
valores de pH 3.5, 3.7 y 4.0, las concentraciones de etanol 10 y 12% vy las
concentraciones de SO, 0, 30, 40 y 50 mg/L. Las que conforman el segundo
componente son: las concentraciones mas elevadas de SO, (60 y 70 mg/L). Las que
conforman el tercer componente son los valores de pH mas bajos (2.9 y 3.2) y las

concentraciones mas elevadas de etanol (14 y 15 %) (Figura 36).
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Figura 36. Resultados de APC en espacio rotado de las variables
que afectan el ABC del subconjunto de los aislados de mostos

Los factores que explican la varianza de los datos de ABC en el subconjunto de aislados
procedentes de vino son 2, como se puede observar en la Tabla 23. El primer
componente explica un 62.52 % de la varianza total de la nube de puntos y el segundo
un 23.27 %. Ambos componentes explican conjuntamente el 85.79 % de la varianza
total de los valores de ABC. En la Figura 37, podemos observar que las condiciones que
conforman el primer componente que explican el 62.52 % de varianza son las
siguientes: los valores de pH 3.5, 3.7 y 4.0, las concentraciones de etanol 10, 12, 14, 15
% Yy las concentraciones de SO, 0, 30, 40 y 50 mg/L. Las que conforman el segundo
componente que explica el 23.27 % de la varianza son: los valores de pH mas bajos (2.9
y 3.2) y las concentraciones mas elevadas de SO, (60 y 70 mg/L). En los aislados de
vino el primer componente contempla concentraciones de etanol entre 10-15 %,
mientras que en los de mosto s6lo 10-12 %. Se observa que aislados de vino muestran

mayor resistencia al etanol que los aislados de mosto que apenas crecen a 14 %.
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Tabla 23. Varianza total explicada del APC de ABC del subconjunto de los aislados de vino

.. Sumas de las saturaciones al Suma de las saturaciones al
Autovalores iniciales

Component cuadrado de la extraccion cuadrado de la rotacion

€ % de la % % de la % % de la %
Total : Total : Total :
varianza acumulado varianza acumulado varianza acumulado

1 9.378 62,518 62.518 9.378 62.518 62.518 8.901 59.342 59.342

2 3490  23.269 85.787  3.490 23.269 85.787 3.967 26.445 85.787

3 0.664 4.424 90.211

4 0.515 3.431 93.642

5 0.294 1.960 95.602

6 0.188 1.255 96.857

7 0.135 0.899 97.756

8 0.086 0.575 98.331

9 0.078 0.520 98.851

10 0.062 0.413 99.264

11 0.052 0.344 99.608

12 0.036 0.239 99.848

13 0.023 0.152 100.000

14 0.000 0.000 100.000

15 0.000 0.000 100.000

Grafico de componentes en espacio rotado
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Figura 37. Resultados del ACP de las variables que afectan las ABC del subconjunto
de los aislados de vino
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Ademas, con el fin de estimar la situacion relativa de cada uno de los aislados en las
condiciones ensayadas, se graficd en un sistema de ejes coordenadas (XY) los valores
obtenidos tras el anélisis de regresion de los 2 componentes resultantes de la extraccion
del ACP (Figura 38). Los 2 componentes resumen y/o explican la informacion
contenida en los valores de ABC en las 3 condiciones enologicas estudiadas (pH, etanol
y SO;) de los 104 aislados de O. oeni. EI componente 1, como ya se ha dicho
anteriormente, estd formado por las ABC a diferentes concentraciones de etanol (10-15
%) y SO, (0-50 mg/L) y diferentes valores de pH (3.5-4.0). EI componente 2 est
formado por las ABC a diferentes valores de pH 2.9 y 3.2, y las concentraciones de
etanol 60 y 70 mg/L.

En general los aislados mas resistentes (mayores ABC) a los parametros ensayados se
han aislado de vino, pero no existen aislados que resistan igualmente bien al etanol, pH
bajos y al SO,. Ello se confirma porque en la Figura 38 hay una zona (sobreada de gris)
vacia de aislados en los espacios que corresponden a valores altos del componente 1y 2.

Los aislados de mosto no alcanzan valores altos en ninguno de los 2 componentes.
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Figura 38. Representacion grafica de las 2 componente creadas por el
APC que explican la variacién en el crecimiento de los aislados de O.
oeni. En azul se muestran los aislados de mosto y en rojo los de vino
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Por otro lado, para valorar la consistencia de los dos componentes obtenidos tras el APC
del conjunto total de los aislados, se realizd un andlisis de conglomerados jerarquicos
utilizando la correlacién de Pearson y la media aritmética de las distancias existentes
entre los valores de ABC en las diferentes condiciones ensayadas (pH, etanol y SO,).
Este analisis nos permitid identificar cuales son las condiciones de ensayo que muestran
varianzas similares, es decir grupos homogéneos. Tras el andlisis de conglomerados
jerarquicos de todos los aislados (Figura 39) se ha observado la existencia de 2 grupos
de factores a una distancia de 14. El primer grupo est4 formado por los valores de pH
3.5, 3.7 y 4.0, concentraciones de etanol de 10, 12, 14, 15 % y de SO, de 0, 30, 40 y 50
mg/L, y el segundo grupo esta formado por las concentraciones de SO, de 60 y 70 mg/L
y los valores de pH 2.9 y 3.2. Los resultados de este analisis estadistico confirman los
resultados obtenidos con el ACP (Figura 34).
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Figura 39. Dendrograma obtenido tras andlisis de conglomerados jerarquicos.
En él se explica la distancia de las variables enoldgicas ensayadas que afectan
los valores de ABC de los aislados de O. oeni
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4.4 Caracterizacion genomica

La caracterizacion gendmica se llevd a cabo para complementar la caracterizacion
fenotipica, para determinar si existian patrones genémicos propios de cepas de mosto y
de vino, y para evaluar la diversidad gendmica de esta especie, y para estudiar la posible
existencia de relaciones entre los fenotipos y genotipos. Para ello se trabajé con el
mismo conjunto de 104 aislados provenientes de diferentes zonas geogréaficas, diversos
tipos de vino y diferentes momentos de la vinificacion. Se analizé el perfil genémico
mediante RAPD y VNTR, el tipo de alelo de los genes rpoB y rpoC y la presencia o

ausencia de determinados genes marcadores relacionados con el estrés.

4.4.1 Tipificacion de aislados de O. oeni mediante RAPD y VNTR

Se pretendia establecer cuél de los dos métodos evidenciaba mejor la diversidad
genotipica y por tanto podria mostrar de forma maés realista la existencia de diversas
cepas entre los 104 aislados del trabajo. Para ello se analizaron aspectos como la
reproducibilidad, el poder discriminante y la tipabilidad de cada uno de los 2 métodos.
La técnica RAPD agrup6 los 104 aislados en 62 grupos, a un nivel de corte de 96.6 %
de similitud (Figura 40). Este nivel de corte es el valor mas bajo de la reproducibilidad.
De estos 62 grupos, 43 grupos presentaron un unico aislado como representante y los 19
restantes, presentaron 2 o mas aislados. El coeficiente de correlacidon cofenético fue del
74 %. La reproducibilidad de los perfiles de bandas obtenidos mediante RAPD fue
estimada utilizando el promedio del valor de similaridad de todos los aislados
analizados 2 veces (10 analizados) y fue de 98.1 £ 0.5 %. El poder discriminante fue de
0.98. La tipabilidad fue del 100 %. La técnica de los VNTR agrupé los aislados en 36
grupos, con un nivel de corte de 95.7 % de similitud (Figura 41). Este nivel de corte es
el valor mas bajo de la reproducibilidad. De ellos, 21 grupos presentaron un Gnico
aislado como representante y los 15 restantes presentaron 2 o mas aislados. El
coeficiente de correlacion cofenético fue del 83 % La reproducibilidad de los perfiles
de bandas obtenidos mediante VNTR fue estimada utilizando el promedio del valor de
similaridad de todos los pares de los duplicados y fue de 95.5 £ 2.3 %. El poder
discriminante fue de 0.90. La tipabilidad fue del 100 %. EIl anélisis combinado de los
perfiles de bandas obtenidos mediante RAPD y VNTR, agrupé a los 104 aislados en 88
grupos a un nivel de corte de 97.5 % (Figura 42) de los cuales 78 presentaban un Unico
aislado como representante y los 10 restantes 2 o més aislados. El coeficiente de

correlacion cofenético fue del 76 %.

140




Resultados y Discusion
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Figura 40. Dendrograma de similaridad construido a partir de los perfiles de RAPD de 104
aislados de O. oeni, agrupados por el método UPGMA, utilizando el coeficiente de Pearson,
un valor de optimizacion de 1y 2.5 % de tolerancia. La linea vertical roja indica el nivel de
corte que discrimina entre perfiles diferentes o iguales y que es 96.6 %
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Figura 41. Dendrograma de similaridad construido a partir de los perfiles de VNTR de 104
aislados de O. oeni, agrupados por el método UPGMA, utilizando el coeficiente de Pearson,
un valor de optimizacion de 1y 2.5 % de tolerancia. La linea vertical roja indica el nivel de
corte que discrimina entre perfiles diferentes o iguales y que es 95.7 %
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Figura 42. Dendrograma de similaridad construido a partir de los perfiles combinados de
RAPD y VNTR de 104 aislados de O. oeni, agrupados por el método UPGMA, utilizando el
coeficiente de Pearson, un valor de optimizacion de 1y 2.5 % de tolerancia. La linea vertical
roja indica el nivel de corte que discrimina entre perfiles diferentes o iguales y que es 97.5 %

145



Resultados y Discusion

Figura 42. Continuacion...
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El conjunto de las 2 técnicas RAPD-VNTR mostro un poder discriminante de 0.995, lo
cual demostré la existencia de una alta diversidad intraespecifica entre los perfiles
generados de las técnicas RAPD-VNTR, teniendo en cuenta que el méximo valor del
indice de diversidad es 1 (Hunter y Gastdn 1988).

La congruencia, proporciona informacion de la direccionalidad de un conjunto de datos
(perfiles de bandas) obtenidos por 2 métodos diferentes (A y B) (técnicas diferentes), es
decir que la probabilidad de que dos individuos (aislados) sean clasificados juntos
utilizando el método A y el método B (Severiano y col., 2011).

La congruencia entre los resultados obtenidos a partir de cada técnica individual y
combinada se muestra en la Figura 43. El grado de concordancia entre las técnicas
RAPD y VNTR fue del 15.3 %. La congruencia entre RAPD vy el anélisis combinado
RAPD-VNTR fue del 62.3 %, mientras que la congruencia entre las técnicas VNTR y
RAPD-VNTR fue del 86.7 %. De ello se deduce que el analisis VNTR es mas

congruente que el RAPD respecto al andlisis global de los aislados de O. oeni.

a2
[~
“
o
|
= a
s B £
z oz 3
_— VNTR
e VNTR - RAPD
RAPD

Figura 43. Resultados obtenidos tras el andlisis de la congruencia de los
resultados obtenidos por las técnicas RAPD y VNTR y RAPD/VNTR

Cuando se representaron graficamente las correlaciones entre los perfiles de bandas de
cada aislado obtenidos con RAPD y VNTR se observo una gran dispersion de puntos y
que la correlacion entre estas dos técnicas fue baja r = 37.6 % (Figura 44).

Sin embargo, cuando se compard cada una de las técnicas de tipificacion individual con
el analisis global RAPD-VNTR, se observo una menor dispersion de los datos, ya que
éstos se agrupan alrededor de la bisectriz y valores de r entre RAPD y RAPD-VNTR
menores (72.9 %) (Figura 45) que entre VNTR y RAPD-VNTR (81.5 %) (Figura 46).
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Figura 44. Distribucion de las correlaciones entre los perfiles
de bandas obtenidas para cada aislado mediante las técnicas
RAPD y VNTR
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Figura 45. Distribucion de las correlaciones entre los perfiles
de bandas obtenidas para cada aislado mediante las técnicas
RAPD y el anélisis global RAPD-VNTR.
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Figura 46. Distribucion de las correlaciones entre los perfiles de
bandas obtenidas para cada aislado mediante las técnicas VNTR
y el andlisis global RAPD-VNTR.

Esto significa que las relaciones de similitud entre las parejas de aislados en base al
analisis congruente VNTR-RAPD y RAPD o VNTR son mas parecidas que las que se
obtienen en base al andlisis de cada técnica por separado.

Ademas, la informacion mas completa a la hora de la caracterizacién molecular de cada
aislado se obtiene combinando ambas técnicas. Por ello, el perfil combinado se utilizo
para determinar el numero de cepas diferentes entre los aislados. En base a este perfil de
bandas combinado, se determin la existencia de 88 perfiles genéticos diferentes (Figura
42) que se corresponderian a 88 “cepas” diferentes. Se entrecomilla el término cepa en
este caso porque la igualdad de los perfiles de bandas no tiene por qué suponer la
igualdad genética total ni la igualdad fenotipica, de manera que el término cepa sensu
stricto se reserva para el aislado o conjunto de aislados que exhiban iguales perfiles
fenotipicos y gendmicos y es ese analisis conjunto el que permitira una estimacion real

de la biodiversidad.
Tanto la técnica RAPD como los VNTR han sido utilizadas por varios autores tanto

para la tipificacion de cepas como para la evaluacion de la diversidad gendmica

intraespecifica existente en O. oeni. En este sentido Zapparoli y col. (2000), Bartowsky
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y col. (2003), Reguant y Bordons (2003), Lechiancole y col. (2006), Solieri y col (2010)
y Marques y col. (2011) entre otros, han utilizado la primera de estas técnicas para
estimar la diversidad gendmica existente en determinados conjuntos de cepas aisladas
de diferentes vinos. Los resultados obtenidos por estos autores variaban en funcion de,
a) el tamafio del grupo muestral, b) la diversidad de origenes de las cepas (diferentes
vinos, diferentes bodegas, diferentes vendimias), c) el tipo y nimero de cebadores
aleatorios utilizados y d) el tipo de analisis aplicado a los resultados. En general, cuanto
mayor es el nimero de aislados analizados, mas diversos son los origenes de los vinos
muestreados, mayor el numero de cebadores utilizados y mayor el nimero de tipos
diferentes de perfiles RAPD analizados conjuntamente, mayor diversidad se ponia de
manifiesto.

Asi, Bartowsky y col. (2003) encontraron diversidades gendmicas diferentes al analizar
17 aislados de O. oeni mediante RAPD. Estos autores utilizando 4 cebadores aleatorios
diferentes encontraron que el andlisis individualizado o conjunto de los perfiles
obtenidos con cada cebador daban diferentes estimaciones de la diversidad. Asi, si se
estimaba esta diversidad considerando los perfiles individuales, se obtenia un nimero de
perfiles diferentes que variaba entre 6 y 8, mientras que si se contemplaban
conjuntamente todos los perfiles, este nimero aumentaba hasta 10, es decir, la
diversidad era mayor con este ultimo tipo de analisis. Zapparoli y col. (2000) también
encontraron una elevada diversidad gendémica intraespecifica en un conjunto de aislados
de O. oeni de diferentes vinos italianos y espafoles al analizar de forma conjunta los
cuatro perfiles RAPD obtenidos con los cebadores COC, 1283, M13 y M14. Con esta
forma de proceder, encontraron 54 perfiles genémicos diferentes a partir de 60 aislados.
Sin embargo, Solieri y col (2010), Marques y col. (2011) y Reguant y Bordons (2003)
estimaron que la diversidad genémica del conjunto de cepas que ellos analizaron era
mucho menor que la encontrada por los anteriores autores, y eso, a pesar de que
analizaron un numero mayor de aislados 120, 121 y 800, respectivamente. En los tres
casos, Unicamente se tuvo en cuenta un Unico tipo de perfil de bandas para la estimacién
de la diversidad, el que se deriva de la utilizacion del cebador M13, en el caso de Solieri
y col. y Marques y col. (2011) o el que se deriva de la utilizacion de dos cebadores (Coc
y On2) utilizados en una PCR multiplex en el caso de Reguant y Bordons (2003).
Solieri y col. (2010) encontraron 40 perfiles genomicos diferentes entre sus 120
aislados, Marques y col. (2011) 49 entre 121, y Reguant y Bordons (2003), tan solo 32

entre 800. En nuestro trabajo se encontrd una mayor diversidad genémica (0.98) que la
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encontrada por otros autores que utilizaron el mismo cebador (M13) para tipificar O.
oeni ya que se discriminaron 62 perfiles entre los 104 aislados analizados. Por ello, la
estimacion de la diversidad gendmica en nuestros aislados fue mayor que la encontrada

por Solieri y col. (2010) y Marques y col. (2011), 0.88 y 0.93, respectivamente.

Claisse y col. (2012) abordaron la caracterizacion molecular de un conjunto de 236
aislados de O. oeni mediante la técnica de VNTR. Estos autores utilizaron 5 parejas de
cebadores distintas que amplificaban los locus TR1, TR2, TR3, TR4 y TR5. Como en el
caso del trabajo de Bartowsky y col. (2003) con los RAPD, Claisse y col. encontraron
que la diversidad gendmica obtenida del andlisis individual de cada perfil de VNTR era
inferior (indices de discriminacion entre 0.554 y 0.969) a la que se obtenia con el
andlisis conjunto de los 5 tipos de perfiles (0.994). En esta tesis en lugar de utilizar 5
cebadores distintos para generar 5 tipos de perfiles distintos, se afiadieron todos juntos
en una Unica reaccion de PCR, por lo que se obtuvo un dnico tipo de perfil de bandas
para cada cepa, en lugar de 5. Ello supuso que el indice de diversidad que se calculd
para nuestro conjunto de cepas fuese inferior (0.90) al que obtuvieron Claisse y col,

(2012) con su forma de proceder.

Una aproximacion parecida a la que han utilizado Zapparoli y col. (2000) y Claisse y
col. (2012), y que consistia en analizar globalmente los varios tipos de perfiles
conseguidos por RAPD o por VNTR, la han seguido otros autores para caracterizar los
aislados de O. oeni, pero utilizando dos técnicas de tipificacion diferentes. Asi, Ruiz y
col. (2008) observaron que la diversidad gendmica intraespecifica de un grupo de
aislados de O. oeni aumentaba si se analizaban conjuntamente los perfiles de RAPD y
los de PFGE. El andlisis de los perfiles RAPD discrimin6 20 perfiles diferentes, el de
los perfiles PFGE 10 y el analisis conjunto de ambos tipos de perfiles 31. Lo mismo se
deduce del trabajo de Gonzalez-Arenzana y col. (2014) y del que se presenta en esta
tesis, ya que los resultados obtenidos con el grupo de nuestros 104 aislados se ha
calculado un indice de discriminacion de 0.98 en base al andlisis de los perfiles de
RAPD Unicamente, uno de 0.90 en base al de los VNTR y un 0.995 cuando se

analizaban conjuntamente ambos tipos de perfiles.
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4.4.2 Secuenciacion de los genes rpoB y rpoC

Se analizaron las secuencias de estos genes para determinar si existian secuencias
exclusivas de cepas aisladas bien de fases tempranas de la vinificacién (mosto) o bien
de tardias (vino), tal como habia sido postulado por Renouf y col. (2009). Se analizaron
los aislados de uno y otro grupo excepto los aislados 160B, 168, 202 y FS14.

Las amplificaciones con los cebadores dirigidos a los genes rpoB y rpoC dieron lugar a

fragmentos de amplificacion de alrededor de 400 y 500 pb, respectivamente (Figura 47).

rpoB rpoC

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 M

(pb) (pb)
iggg - — 2000
- — 1650
1000 —
850 — < 1000
650 — 850
500 — «— 650
400 — <~ 500
200 «— 400
R
«— 300
200 —
~— 200
100 —
~— 100

Figura 47. Resultado de las amplificaciones de los genes rpoB y rpoC de diferentes
aislados de O. oeni. M: Marcador de peso molecular 1kB plus; pb: pares de bases.
Gen rpoB (carreras 1-6): carrera 1: aislado 118; carrera 2: aislado 120; carrera 3:
aislado 122; carrera 4: aislado 123; carrera 5: aislado 124; carrera 6: aislado 125.
Gen rpoC (carreras 7-12) carrera 7: aislado 118; carrera 8: aislado 120; carrera 9:
aislado 122; carrera 10: aislado 123; carrera 11: aislado 124; carrera 12: aislado 125

La secuenciacion del gen rpoB revelo la presencia de 6 tipos de alelos, 2 de ellos
correspondian a los alelos H y L ya descritos previamente por Renouf y col. (2009),
mientras que los otros 4 correspondian a nuevos alelos a los que se denomind I, 11, 1l y
IV. Estos alelos se describen en este trabajo por primera vez y han sido obtenidos con
cebadores diferentes a los utilizados por Renouf y col. (2009). La distribucion de estos
6 alelos en un subconjunto de los 100 aislados se muestra en la Tabla 24. Las
diferencias entre los alelos del gen rpoB residen en el tipo de nucleotido presente en las
posiciones: 1254, 1281, 1284, 1291, 1323, 1350, 1384 y 1385 del gen (Tabla 25). El
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alelo mas frecuente del gen rpoB en el conjunto de los 100 aislados analizados es el L,
presente en el 63 % de los aislados ensayados.

La aplicacion de la prueba del Chi cuadrado ha demostrado que existe una asociacion
estadisticamente significativa, a un nivel de significacion de 0.05, entre el tipo de alelo
y la fase de aislamiento de los aislados en los casos de los 2 alelos mayoritarios. El alelo
L del gen rpoB esta asociado significativamente a los aislados de mosto (aunque existe
una cantidad importante de aislados de vino que presentan este alelo) y el alelo H esta
asociado de igual manera a los aislados de vino. Los alelos minoritarios I, 11, 111 y IV se
asocian significativamente a los aislados de mosto, la Unica excepcion a esta relacion la
constituye el aislado 123 que presenta el alelo I. La hipotesis de Renouf no se cumple de
forma absoluta. Es cierto que existe una tendencia (especialmente para el alelo H, pero
poco para el alelo L), pero no mas. Hay otros alelos mas (I-1V), y pueden haber muchos
mas.

Tabla 24. Distribucion de los alelos del gen rpoB encontrados en los aislados de O. oeni.
En rojo se muestran los aislados de mosto y en negro los de vino. Entre paréntesis el
namero total de aislados de vino y mosto que presentan un determinado alelo

Alelo Aislado

75, 118, 120, 133, 134, 149, 158, 160C, 169, 176A, 182, 194, 196, 213,
217B, 222M, 228A, 229, 235, 236, 237, 238, 239, 242, 251, 255, Z3,

(29%34) Z6, 78, B19, FS2, FS10, FS13, FS16, FS17, FS18, FS19, FS20, FS21,
FS24, FS26, FS29, FS30, FS31, FS34, FS36, FS37, IX1, IX5, 1x6, 1X9,

IX13, Ix14, 1xX15, 1X19, Ix21, Po2, Po4, Po5, Po6, Pol4, Pol5, Pol6
H 122, 124, 125, 128, 129, 130, 138M, 142, 171, 188, 197, 205A, 206,

(27/4) 218A, 219, 223A, 224, 225, 226SM, 234, 240, 246, 248, 254, 504, Z1,
Z2, Mel, Me2, Me6, Me8

W 123, Me3
('1') Po8

H; P09

g P010, FS35
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Tabla 25. Alelos del gen rpoB encontrados en los aislados de O. oeni. En
negrita se muestran los alelos detectados en este trabajo

Posicién y tipo de nucleotido en el gen rpoB

1254 1281 1284 1291 1323 1350 1384 1385

C T C C G G G C

C T C C G G A C H
C T C C G G G T |
T C T C A A G C 1
C C T A A A G C 1l
C C T C A A G C v

Asi mismo, Renouf y col. (2009) observé que las cepas L (alelo L del gen rpoB) y las
cepas H (alelo H del gen rpoB) presentaban diferencias nucleotidicas en el gen rpoC.
Cuatro alelos en la parte 1 del gen (3 alelos en las cepas L y 1 en las H) y 3 alelos en la
parte 2 del gen (2 alelos en las cepas L y 1 en las H). Por ello, para clarificar
proponemos utilizar el término H para indicar la combinacion alélica que se muestra en
la Tabla 26 y a partir de este momento lo llamamaos asi.

La secuenciacién del fragmento rpoC ha puesto en evidencia la existencia de 8 alelos
diferentes de los cuales solamente uno de ellos (el H¢) ya habia sido descrito por Renouf
y col. (2009) mientras que los otros 7 eran nuevos, descritos aqui por primera vez, y se
les denomind 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7 (Tabla 27). Las diferencias encontradas entre los
distintos alelos del gen rpoC estan en las posiciones 1136, 1107, 1125, 1176, 1180,
1193, 1245, 1311, 1314 y 1317 del gen (Tabla 26). El alelo méas frecuente del gen rpoC
en el conjunto de los 100 aislados analizados es el alelo H., que esta presente en el 58 %
de los aislados estudiados.

La aplicacion de la prueba del Chi cuadrado ha demostrado que existe una asociacion
estadisticamente significativa, a un nivel de significacion de 0.05, entre el tipo de alelo
y la fase de aislamiento de los aislados en los casos de alelos mayoritarios. Asi, el alelo
H. esta asociado significativamente a aislados de vino y el alelo 1 esta asociado a los
aislados de mosto, aunque hay algunas excepciones. Los alelos més infrecuentes 2, 3, 4,

5, 6 y 7 se asocian fundamentalmente a los aislados de mosto.
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Tabla 26. Alelos del gen rpoC encontrados en los aislados de O. oeni. En negrita se
muestran los alelos detectados en este trabajo

Posicién y tipo de nucleotido en el gen rpoC

1036 1107 1125 1176 1180 1193 1245 1311 1314 1317

o

>>» >» >» >» > >
OO 0 06 06 0 O
o » O » > > >
O o 4 4 o o -
O o o o o -

O 0 0 r 06 0
> > O 6 > > O
>>» >» >» >» > >
O o o o 4 0O

oo 4 4 o O -
N~ o o A w N - T

Tabla 27. Distribucién de los alelos del gen rpoC encontrados en los aislados de O. oeni.
En rojo se muestran los aislados de mosto y en negro los de vino. Entre paréntesis el
numero total de aislados de vino y mosto que presentan un determinado alelo

Alelo Aislado

120, 122, 124, 125, 128, 129, 130, 133, 134, 138M, 149, 160C, 169, 171,

H 182, 188, 194, 196, 197, 205A, 206, 213, 218A, 219, 222M, 223A, 224,

(44/14) 225, 226SM, 228A, 229, 234, 235, 236, 237, 242, 246, 248, 251, 71, Z2,
Z3, 76, Z8, IxX1, IX5, Ix6, Ix9, Ix13, Ix14, Ix15, Ix19, Ix21, Mel, Me2,
Me3, Me6, Me8
1 75, 118, 158, 176A, 217B, 238, 239, 254, 255, B19, FS2, FS13, FS17,
(9/20) FS19, FS20, FS21, FS24, FS26, FS29, FS35, FS36, Po4, Po5, Po6, Po8,
P09, Po10, Pol4, Pol6
2
123
(1)
3
240
1)
(j) Po15, FS18, FS30, FS34
5
Po2, FS10, FS37
3)
6
142
1)
7
2/1) FS16, FS31, 504
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Sin embargo, estos alelos también estan presentes en algunos aislados procedentes de
vino 123, 240, 142 y 504. En el caso de los alelos mayoritarios del gen rpoC, el H, el
73 % de los aislados que lo presentan proceden de vino; sin embargo, también
presentaban este alelo un 32 % de los aislados procedentes de mosto.

Los resultados obtenidos de la secuenciacion parcial de los genes rpoB y rpoC muestran
que existe una diversidad de alelos superior a la descrita por otros autores. Segun
nuestros datos, ambos alelos (alelo L o H del gen rpoB) estan presentes en aislados de
cualquier momento de la vinificacion. Estos resultados difieren de los obtenidos por
Renouf y col. (2009) quienes indicaban que las cepas procedentes de estadios tardios de
vinificacion presentan exclusivamente el alelo H del gen rpoB y son mas resistentes al
etanol y al SO, que cepas de estadios tempranos tienen el alelo L.

Esta relacion entre tipo de alelo y resistencia a estas condiciones enoldgicas no se ha
observado en nuestros aislados ni otros autores (Bordons, comunicacién personal).
Garcia-Ruiz y col. (2013) también encontraron los alelos H y L del gen rpoB en 66
cepas de O. oeni. Sesenta y tres de ellas presentaban el alelo L y las 3 restantes el alelo
H, estas Ultimas cepas procedian de vinos inoculados con cultivos malolécticos
comerciales, mientras que las que presentaban el alelo L procedian de vinos que habian
realizado la FML de forma espontanea o de vinos que contenian extractos fendlicos.

Estos datos tampoco apoyan la hipétesis de Renouf y col. (2009).

4.4.3 Determinacion de la presencia de marcadores moleculares

Se analizaron 80 aislados procedentes tanto de mosto como de vino para determinar si
poseian los genes marcadores M1-M16 descritos en la Tabla 5 y ver si existia una
distribucion diferente de los mismos en aislados o cepas que provenian de diferentes
momentos de la vinificacion. Los resultados de las amplificaciones de estos genes
marcadores mostraron que tanto el nimero como el tipo de estos marcadores variaban
entre los aislados. Asi, algunos aislados presentaban tan solo 2, mientras que otros
presentaban los 16 marcadores (Tabla 28).

El marcador M11 que codifica para una proteina implicada en la exportacion de
arabinosa MFS es el que se presenta en mayor numero de aislados, esta en el 95 % de
los aislados, seguido por los marcadores M14 y M9 que codifican respectivamente para
una permeasa de la arabinosa eZux y una deshidrogenasa de azUcares-alcoholes,

presentandose ambos con frecuencias del 93 y 91 %, respectivamente.
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Tabla 28. Perfiles de distribucién de marcadores moleculares, en un subconjunto de 80 aislados
de O. oeni. En rojo se muestran los aislados de mosto y en negro los de vino

Perfil

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26

Aislado

138M, 197

122, 237

Mel, Me6

125

Me8
120

Z2

124, 188, 206
Po9

129, 130, 149, 218A, 223A, 235, Me2
219, 226SM
168
504
Po5, Po10, Po14, FS16, FS31
128
Ix21
142,234
123

213

FS13, FS14, FS20, FS21, FS35,
Pol5

FS17

133, 239, Ix14
FS24
FS19
FS36

225

16

15

14

14

14

10

Tipos de Marcadores

moleculares
M1-M16

M2, M3, M4, M5, M6, M7, M8, M9,
M10, M11, M12, M13, M14, M15, M16

M2, M3, M5, M6, M7, M8, M9, M10,
M11, M12, M13, M14, M15, M16

M2, M3, M4, M5, M6, M7, M8, M9,
M10, M11, M13, M14, M15, M16

M2, M3, M4, M5, M6, M7, M8, M9,
M11, M12, M13, M14, M15, M16

M7, M8, M9, M10, M11, M12, M13,
M14, M15, M16

M3, M7, M8, M9, M11, M13, M14,
M15, M16

M3, M4, M7, M8, M9, M11, M14, M15
M3, M4, M8, M9, M11, M14, M15

M3, M7, M8, M9, M11, M14, M15
M4, M7, M8, M9, M11, M14, M15
M8, M9, M11, M13, M14, M15, M16
M3, M7, M8, M11, M14, M15
M3, M8, M9, M11, M14, M15
M8, M9, M11, M12, M13, M14
M5, M8, M9, M10, M11, M14
M7, M8, M9, M11, M14, M15
M2, M5, M8, M9, M11
M3, M4, M8, M14, M15
M3, M9, M11, M14, M15
M3, M8, M11, M14, M15
M7, M8, M9, M11, M14
M8, M9, M11, M14, M15
M8, M9, M11, M12, M14
M3, M9, M11, M14

M4, M7, M11, M15

157



Resultados y Discusion

75, 118, 158, 160B, 160C, 182, 229,
FS2, FS10, FS30, FS37, IX1, IX5, 1X6,

21 |9, Ix13, IX15, IX19, Me3, Po16, 75, 4 M8, M9, M11, M14
Po4, Po6

28 242, B19 3 M3, M7, M15

29 Po2 3 M8, M9, M11

30 FS18, FS26, FS29, FS34 3 M9, M11, M14

31 Po8 2 M3, M15

M1: ATPasa tipo p transportadora de cadmio; M2: Ferritina DPS; M3: Proteina exportadora implicada
en la biosintesis de polisacaridos; M4: Maltosa fosforilasa; M5 y M7: Reguladores transcripcionales;
M®6: proteina con dominio de transportador pero de funcién desconocida en Lb. plantarum (DUF
1694); M8: Proteina hipotética; M9: Deshidrogenasa de azlcar-alcohol; M10: Chaperona de cobre;
M11: Proteina MFS de arabinosa eZux; M12: Tioredoxina; M13: Proteina facilitadora de captacion de
glicerol; M14: Permeasa de arabinosa eZux; M15: Glicosiltransferasa implicada en biogénesis de pared
celular; M16: Proteina homologa a una endoglucanasa tipo E de Lb. plantarum Ip_3433

Los marcadores menos frecuentes fueron M1, M2, M4, M5, M6, M10, M12, M13 y
M16 que codifican para una ATPasa trasportadora de cadmio, una ferritina, una
maltosa fosforilasa, un regulador transcripcional, una proteina con dominio anotado
pero de funcion desconocida en O. oeni, una chaperona de cobre, una tiorredoxina, una
proteina trasportadora de glicerol y una proteina homdloga a una endoglucanasa tipo E
de L. plantarum Ip_3433, respectivamente (Renouf y col., 2008).

Segun el estadistico Mann-Whitney, a un p valor de 0.05, existen diferencias
estadisticamente significativas entre la cantidad de marcadores y la procedencia de los
aislados. Asi, los aislados de vino muestran una mayor cantidad de marcadores en
relacion a los de mosto. Sin embargo, existe una relacion baja entre ambos (r = 0.310),
es decir solo el 9 % de la variacion en la cantidad de marcadores podria explicar el
hecho de que los aislados de vino difieran de los de mosto. Apoyaria a esta afirmacion,
que se ha evidenciado de que algunos aislados de mosto y de vino presentan el mismo
namero de marcadores o de que cepas de vino presentes menos marcadores. Ademas,
segin la prueba del Chi cuadrado, a un nivel de significacion de 0.05, existe una
asociacion estadisticamente significativa entre presencia de los marcadores M2, M4,
M7, M8, M10, M13, M15y M16 y los aislados procedentes de vino. Mientras que s6lo
2 marcadores (M9 y M11) estan asociados de forma significativa a aislados procedentes

de mosto.
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Garcia-Ruiz y col. (2013) observaron que las cepas de O. oeni que ellos analizaron sélo
presentaron 6 de los 16 marcadores moleculares, concretamente M3, M7, M8, M9, M11
y M15. Ademas, describieron que las cepas aisladas de vino adicionado con extractos
fendlicos durante la FML (tanto espontanea como inoculada) mostraron un menor
nimero de marcadores moleculares (3) que las procedentes de vinos sin extractos
fenolicos (4 y 5 marcadores). Estos resultados apoyarian la idea de que un mayor
namero de marcadores no representarian una ventaja frente a condiciones dificiles del

vino, como se ha visto en este trabajo.

4.5 Diversidad en los aislados de O. oeni

La diversidad intraespecifica existente entre los aislados de la especie O. oeni utilizados
en este estudio se estudié mediante 3 aproximaciones: la fenotipica, la tecnoldgica y la
genotipica.

En la evaluacion de la diversidad fenotipica se obtuvo en cuenta, el tipo de perfil de
fermentacion de carbohidratos, la reaccion de desaminacion frente a la arginina, la
capacidad para degradar acidos organicos, la produccion de aminas bidgenas, y el perfil
de actividades enzimaticas. La combinacién de todas estas caracteristicas dio lugar a
103 perfiles fenotipicos diferentes, 102 de ellos conformados por un unico aislado y
solo 1 perfil conformado por 2 aislados. El indice de diversidad fenotipica fue de
0.9998.

Para estimar la diversidad tecnolégica se tuvieron en cuenta los crecimientos de los
aislados en vino natural y en vino sintético con diferentes concentraciones de etanol y
SO2 y ajustado a diferentes valores de pH. En este caso obtuvieron 83 perfiles
diferentes, 76 de ellos conformados por un Unico aislado y 7 perfiles conformados por 2
o0 3 aislados. El indice de diversidad tecnoldgica fue de 0.9903.

Para estimar la diversidad gendmica se utilizaron los perfiles de bandas obtenidos por
RAPD-VNTR, el tipo de alelo de los genes rpoB y rpoC vy el perfil de marcadores de
resistencia. El analisis de todas estas caracteristicas mostré la existencia de 98 perfiles
gendmicos, 95 de ellos conformados por Unico aislado y 3 perfiles conformados por 2 0
mas aislados. El indice de diversidad gendmica fue de 0.9978.

Se estimd la diversidad global teniendo en cuenta los datos fenotipicos, tecnolégicos y
gendémicos. De este analisis surgieron 104 perfiles globales diferentes que se
correspondian con los 104 aislados, lo que demostré que se trataban de 104 cepas

diferentes. El indice de diversidad en este caso es igual a 1.
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En un estudio polifasico de aislados de O. oeni procedentes de vinos de la Patagonia,
Bravo-Ferrada y col. (2011) obtuvieron una diferenciacion robusta a nivel de cepa
utilizando como herramienta de tipificacion la técnica molecular RAPD vy el perfil de
fermentacion de carbohidratos. En este trabajo también se ha obtenido una muy buena
diferenciacion a nivel de cepa utilizando una aproximacion polifasica que comprende un
gran namero de caracteristicas fenotipicas, tecnoldgicas y gendémicas, por lo que resulta
mucho mas concluyente que la llevada a cabo por otros autores.

Aunque diversos autores utilizando técnicas de tipificacion han demostrado que O. oeni
es una especie genéticamente homogénea (Zavaleta y col., 1996 y 1997; Sato y col.,
2001; Guerrini y col., 2003). Los datos obtenidos en este trabajo no coinciden con los
obtenidos por estos autores, ya que se ha encontrado una alta heterogeneidad genémica
entre las cepas de O. oeni que se han analizado en este trabajo, aunque hay que decir
que esto es ldgico ya que en este trabajo se ha calculado la diversidad gendmica
haciendo uso de un mayor nimero de caracteristicas que en los otros casos. El analisis
del fenotipo es el que proporciond un valor mas elevado de diversidad en el conjunto de
nuestras cepas se ha observado que los aislados divergen en su capacidad de fermentar
carbohidratos, de desaminar de la arginina, de degradar los acidos malico y citrico y en
la de producir enzimas hidroliticas y aminas bidgenas. También, se han observado
importantes diferencias en las tolerancias a factores fisicoquimicos tipicos de los vinos
tales como los diferentes valores de pH, concentraciones de etanol y SO,. Es decir,
también existe una diversidad fenotipica y tecnolégica, aunque en esta Gltima es la que
presenta un indice D mas bajo. Ello significa que a pesar de que distintas cepas puedan
diferir fenotipicamente su comportamiento en condiciones enoldgicas es parecido.

La elevada variabilidad global probablemente esta relacionada con la elevada diversidad
alélica existente en esta especie como han apuntado de las Rivas y col. (2004).
Marcobal y col., (2008) y Marcobal y Mills, (2009) observaron que O. oeni tiene una
alta tasa de mutacion espontéanea, que esta relacionada con la pérdida genes implicados
en la reparacion de los apareamientos erréneos del ADN (MMR). Asi, la pérdida de
estos genes podria favorecer la generacion de algunas cepas con mutaciones benéficas y
de utilidad para su adaptacion a ambientes dificiles como lo es el vino (Bon y col.,
2009). Sin embargo, la acumulacién de mutaciones deletéreas conduciria a una
disminucion de su capacidad para crecer en medios de cultivo menos restrictivos que
del que han sido aisladas (Marcobal y col. 2008). Estas suposiciones apoyarian a los

resultados obtenidos en este trabajo.
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4.6 Relacion fenotipo-genotipo, genotipo/fenotipo-propiedades tecnoldgicas

Se han observado diferencias especificas entre las cepas a nivel fenotipico, tecnolégico
y gendmico. Los aislados que han resultado ser més resistentes a las condiciones de pH,
SO, y etanol son: 218A, 219, 223A, 225, 226SM, 229, 239 y 504. Sin embargo, no
parece haber relacion entre ABC global y perfil de fermentacion de carbohidratos (B, D,
K, L), sélo tienen en comun la ribosa. Tampoco con la desaminacion de la arginina, las
cepas 223A, 226SM, 229 y 504 si lo degradaron mientras que las cepas 218A, 219, 225
y 239 no lo hicieron. Ni con la capacidad para degradar eficazmente el acido malico,
solo 2 de ellas lo hacen, asi la 504 y la 229. Ni con la capacidad para degradar
eficazmente el acido citrico. No se ha encontrado una relacion entre los valores de las
ABC globales y la produccion de aminas bidgenas, de todas las que presentan mayores
ABC solo la 219 y la 239 son capaces de producir aminas bidgenas, el resto no lo hace.
Tampoco en la posesion de actividades B-glucanasa (218A, 219, 226SM, 239 y 504 son
positivas y la 223A, 225 y 229 son negativas), ni con la lipolitica (219, 226SM, 229,
239 y 504 son positivas y la 218A, 223A y 225 son negativas), ni con la celulolitica
(218A, 223A, 226SM, 239 y 504 son positivas y la 219, 225 y 229 son negativas), ni
con la B-glicosidasa (todas tienen una actividad alta sobre la esculina pero otras media o
baja actividad, tanto sobre la esculina como sobre la arbutina, tampoco son las que
exhiben mayor actividad esterasica, la 504 no tiene ninguna y las otras tienen
actividades medias o bajas. En general tienen perfiles enziméticos variados y por ello
tampoco estan relacionados con el ABC, asi la cepa 504 (perfil 1), 226SM y 239 (perfil
2), 219 (perfil 4), 218A (perfil 9), 229 (perfil 11), 223A (perfil 13) y 225 (perfil 16).

No se ha observado la existencia de una relacion entre el perfil genémico obtenido del
analisis RAPD/VNRT, la capacidad de degradar el mélico por las cepas 504 y 142 y la
presencia de los alelos H del gen rpoB y alelo 7 y 6 del gen rpoC, respectivamente.
Aunque, la primera de ellas es mas resistente al pH, etanol y SO,.

No existe una relacién entre las cepas que degradan mas eficientemente el &cido malico
y la presencia de los alelo L y H del gen rpoB y el alelo H del gen rpoC, ya que también
muestran esos alelos las cepas que lo degradan con menor eficiencia y alguna de ellas
son capaces de producir alguna amina bidgena, con la excepcién de 171, 182, 237, 229,
235y Z3.

El numero de marcadores que poseen las cepas mas resistentes a las condiciones

enoldgicas ensayadas varian entre 4 y 7 y los comunes a todos ellos son M8, M11 y
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M14, el M9 esta presente en todos menos en el aislado 504 y el M15 en todas excepto
en 229 y 239. Sin embargo, estos mismos marcadores también se han encontrado en los
aislados de mosto, mucho mas sensibles a estas condiciones enoldgicas. Los resultados
encontrados en este trabajo no apoyarian las afirmaciones de Renouf y col. (2008), los
cuales indican que las cepas mas resistentes a las condiciones del vino presentan mayor
namero de marcadores.

Por otro lado, todas las cepas que fueron resistentes al etanol exhibian el marcador M9
que codifica para una azucar alcohol-deshidrogenasa, menos la 504; mientras que las
que muestran el marcador M15 (codifica para una glicosiltranferasa implicada en la
biogénesis de la pared celular) sélo lo presentaba la cepa que mas resiste al pH (504),
con excepcion de la 239 y 229. Sin embargo, el M15 también estaba presente en cepas
que resultaron sensibles al etanol, pH y SO..

Las cepas 218A, 219, 223A, 225, 226SM y 504 se mostraron como las mas resistentes
al pH, etanol, SO, y son capaces de utilizar el carbohidrato arabinosa (menos la cepa
219 y 229) y a su vez poseen los marcadores moleculares M11 y M14 que codifican
para la proteina MFS de arbinosa eZux y para una permeasa de arabinosa eZux,
respestivamente. De ello, se podria deducir que estos marcadores serian importantes
para la adaptacion de cepas resistentes al vino. Sin embargo estos marcadores no se
encuentran exclusivamente en el grupo en mencién, ya que también se encuentran con
una alta frecuencia en el conjunto global de cepas ensayadas. De esta manera, se deduce
que los marcadores que estdn relacionados con el transporte de la arabinosa se
encuentran de forma general en O. oeni, independiente de la resistencia o sensibilidad a

los factores enoldgicos.

Algunos autores han demostrado que la tioredoxina tiene un papel importante en la
respuesta de O. oeni a los estreses térmico y oxidativo (Guzzo y col., 2000) y que el gen
correspondiente también se encuentra en cepas resistentes a las condiciones de un vino
sintético (Renouf y col., 2009). Sin embargo, en este trabajo no se ha detectado el
marcador M12 en cepas resistentes al pH, etanol y SO,. EI marcador M12 so6lo lo
exhiben las cepas que mostraron una resistencia intermedia a los factores tecnoldgicos
ensayados (138M, 197 y 237) y en 4 cepas procedentes de mosto (sensibles). Es posible
que sean otras tioredoxinas diferentes de la codificada por este marcador las que estén
implicadas en las resistencias a los estreses, térmico y oxidativo, o que la resistencia a

factores enoldgicos no esta relacionada con esta tioredoxina.
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El marcador M13 que codifica una proteina encargada de la captacion del glicerol fue
uno de los marcadores infrecuentes (15 %) y se encontr6 en 9 cepas de vino y en 3 de
mosto. Aunque se ha reportado que una de las estrategias para mantener la integridad de
la membrana celular es el trasporte del glicerol (van der Heide y Poolman, 2000), en
este trabajo no se han observado evidencias que apoyen estas afirmaciones. Por el
contario, Renouf y col., (2009) observaron que la presencia de este marcador era
importante en cepas mejor adaptadas al vino.

Por otro lado, algunos investigadores han observaron una relacién parcial entre perfiles
PFGE vy perfil de acidos grasos (Guerrini y col., 2003) y entre los perfiles AFLP y la
capacidad de realizar la FML (Cappello y col., 2008). Sin embargo, Solieri y col. (2010)
no encontraron una correlacién entre los perfiles de bandas RAPD de las cepas de O.
oeni y su capacidad de hacer la FML. Los resultados de este trabajo coinciden con los
de este ultimo autor. No se ha observado la existencia de una relacion entre el fenotipo y

genotipo de las cepas de O. oeni utilizadas.

4.7 Seleccion de cepas malolacticas de interés

De acuerdo con los resultados obtenidos de la caracterizacion fenotipica, tecnologica y
genética de cepas de O. oeni analizadas, existen algunas cepas que reunen las
caracteristicas que, a priori, pueden resultar interesantes para ser utilizadas en un futuro
como cultivos iniciadores malolacticos.

Inicialmente, del total de las 104 cepas que se han utilizado en este estudio, las que
retnen las condiciones mas adecuadas para constituir adecuados cultivos malolacticos
son la 504, 205A y 229. La primera resultd altamente resistente a valores bajos de pH y
a diferentes concentraciones de etanol y de SO,, mientras que las otras dos exhibieron
una resistencia intermedia a esos factores. En cuanto a la capacidad de degradar malico
en vino sintético las 3 cepas son capaces de hacerlo en un 98 % durante los tres
primeros dias. Ninguna de ellas fue capaz de producir EPS ni de producir aminas
bidgenas. Una de las cepas que se perfilaba como candidata para su uso como cultivo
iniciador, fue la cepa 219 que en vino sintético degradaba el 80 % del acido malico
contenido en el vino sintético durante 6 dias, y se caracterizaba por su resistencia a altas
concentraciones de etanol y SO, bajos valores de pH que las anteriores y por su gran
capacidad de sobrevivir en vino tinto. Sin embargo, la cepa 219 presentaba como

inconveniente el que producia histamina, lo que la hacia inadecuada como cultivo
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iniciador malolactico. De aqui se desprende la importancia de realizar amplia
caracterizacion de cepas para realizar una correcta seleccion.

Las cepas 218A, 223A, 225 y 226SM, altamente resistentes de los factores
fisicoquimicos ensayados, incapaces de producir aminas ni EPS, tenian el inconveniente

de consumir mas lentamente el acido malico que las anteriores.

En la seleccion de cepas de O. oeni para su uso como cultivos iniciadores malolacticos,
Solieri y col. (2010) propusieron una estrategia basada en 4 fases: 1) constitucion de una
coleccidn de cepas; 1) caracterizacion de los aislados a nivel gendmico; I11) realizar una
seleccidn de estos genotipos en base a sus propiedades tecnoldgicas; 1) comprobacion
de que pueden llevar a cabo la FML en vinos. En este trabajo se ha utilizado un
esquema similar aunque mucho més completo que el llevado a cabo por Solieri y
colaboradores, lo que ha proporcionado una seleccién racional y robusta de cepas

malolacticas.

4.8 Niveles de expresion de genes de estrés en O. oeni

Tras haber caracterizado fenotipica, tecnoldgica y genotipicamente a las 104 cepas y
haber determinado en base a ello las mejores cepas malolacticas se procedio al estudio
de las respuestas al estrés comparando las que exhiben 2 cepas resistentes y 2 sensibles,
procedentes de mosto y de vino. Los niveles de transcripcion de 6 genes relacionados
con el estrés en 5 cepas de O. oeni se muestran en la Figura 48. Los factores de estrés a
los que se sometieron las cepas fueron el pH, el etanol y el SO,. Los genes elegidos
fueron: cfa, clpP, ctsR, hsp18, rmIB y trxA, que codifican para una ciclopropano
sintetasa implicada en la sintesis de &cidos grasos, una proteasa, un regulador de la
respuesta al estrés, la proteina de estrés Lol8, la dtdP-glucosa-4,6-dehidratasa y una
tioredoxina, respectivamente. Estos genes se expresan diferencialmente frente a estos
factores de estrés, segun describieron Olguin y col., 2010.

Las cepas elegidas para el ensayo han sido algunas resistentes y sensibles a los distintos
factores de estrés, segun se deduce de los resultados presentados en el apartado 4.3. La
cepa 504 muestra una elevada resistencia a los factores de estrés y procede del vino, y la
cepa FS13 también muestra resistencia al estrés y procede de mosto, mientras que las
cepas 129 y Me8 son sensibles y proceden de vino y de mosto, respectivamente. En este
trabajo se consideran niveles de sobreexpresion de los genes en estudio cuando éste

supera 2 veces el del gen IdhD.
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Figura 48. Expresion de genes de estrés en diferentes cepas de O. oeni en relacion al gen
IdhD, frente al pH, etanol y SO,. Cepas aisladas de vino (504 y 129), las de mosto (FS13
y Me8). Cepas resistentes (504 y FS13) y sensibles (129 y Me8), A: gen hspl8; B: gen
rmiB; C: gen trxA; D: gen clpP; E: gen ctsR; F: gen cfa
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El factor pH promueve sobre todo la sobreexpresion de los genes hspl8, ctsR, clpP y
cfa. El nivel de sobreexpresion mas alto que induce este factor es el del gen hspl8 en la
cepa Me8 (3.7); este nivel es 1.5 veces superior en esta cepa que en la cepa FS13 que es
la resistente. El segundo puesto en orden de sobreexpresion respecto a este factor lo
ocupa el gen ctsR que se sobreexpresa en la cepa FS13 (3.6), es decir 9.6 veces mas que
en la cepa sensible de mosto (Me8). En la cepa resistente de vino el nivel de
sobreexpresion es menor: 3.3 en la 504. Es el gen en el que mayores expresiones
diferenciales se encuentran entre las cepas como respuesta al pH.

El tercer puesto en cuanto a niveles de sobreexpresion lo ocupa el gen clpP que se
sobreexpresa a un nivel de 2.9 en la cepa 129, es decir 1.8 veces mas que en la504 y 1.3
veces mas que en la FS13. El cuarto puesto en orden de sobreexpresién lo ocupa el gen
cfa que se sobreexpresa a un nivel de 2.4 en la cepa FS13 y 2.1 en la 504, es decir 2.9 y
2.8 veces mas que en la Me8 y 129, respectivamente.

Considerando las diferentes cepas el factor pH promueve la sobreexpresion, a niveles
parecidos, de los genes: hspl8, ctsR, clpP y cfa tanto en la cepa resistente como en la
cepa sensible de vino. Entre las cepas resistentes los niveles de sobreexpresion mas
discriminantes son los que se muestran los genes rmIB y ctsR que se sobreexpresan mas
en la cepa resistente FS13. Entre las cepas sensibles y resistentes de mostos no hay
diferencias significativas en los niveles de sobreexpresion de ningun gen, excepto en el
caso del hsp18, que se sobreexpresa mas en la sensible que en la resistente (3.7 frente a
0.4).

El factor etanol induce niveles de sobreexpresion mayores que el pH y el SO,.
Fundamentalmente promueve la sobreexpresion del gen hspl18. Los mayores niveles de
sobreexpresion de este gen se observan en las dos cepas resistentes, tanto de mosto
como de vino, aungue en la de mosto lo hace hasta un nivel de 17 y en la de vino s6lo
hasta 11. Las diferencias de sobreexpresion entre las cepas sensibles de mosto y de vino
son menos importantes que las que se observan entre las resistentes de ambos origenes y
la expresion diferencial mas elevada respecto al factor etanol en la que se observa para
el gen hspl8 que se sobreexpresa aproximadamente 5.4 veces mas en la de mosto que
en la de vino. En segundo Y tercer lugar, respecto al nivel de sobreexpresion, aparecen
los genes ctsR y trxA. En todos estos genes la cepa resistente de mosto muestra mayores
valores de sobreexpresion que la de vino y las mayores diferencias en los niveles de

expresion entre estas dos cepas son las que se dan en el gen trxA.
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El factor SO, no provoca elevada sobreexpresion en ninguno de los genes de ninguna de
las cepas analizadas (niveles inferiores a 1.4), con la excepcion de la cepa de referencia
PSU-1, en la que los genes cfa y trxA se sobreexpresa a valores de 4.6 y 3.8,

respectivamente respecto al gen de referencia IdhD.

En el caso del factor pH se sobreexpresan mas los 6 genes en la cepa resistente de mosto
que en las sensible del mismo origen (hspl8 y clpP) y lo mismo ocurre con las
correspondientes de vino, pero s6lo en dos de los 6 genes estudiados (hspl8 y cfa)
(Figura 48).

Respecto al etanol se sobreexpresan mas los 6 genes en la cepa resistente de mosto y en
la sensible del mismo origen sélo sobreexpresan uno (hspl8). Mientras que la cepa
resistente de vino sobreexpreso 2 genes (hsp18 y ctsR).

Sin embargo, la aplicacion de la prueba estadistica ANOVA vy del analisis a posteriori
Tukey B a los resultados de la sobreexpresion de los genes utilizados en este ensayo ha
demostrado que Unicamente hay una sobreexpresion estadisticamente significativa del
gen hsp18 frente al factor etanol, pero no frente a los otros factores en el conjunto de las
cepas analizadas, es decir incluyendo la cepa PSU-1 que se ha utilizado como control
positivo de la amplificacion de los genes. Sin embargo, cuando la excluimos del analisis
estadistico, la sobreexpresion del gen hspl8 es significativa frente a los factores pH y
etanol en las 4 cepas objeto del presente estudio.

No se han encontrado relaciones estadisticamente significativas entre los niveles de
sobreexpresion de estos genes y la capacidad para crecer en vino o para resistir a los
factores selectivos, pero si respecto al origen de las cepas (mosto o vino). Es decir, las
cepas de mosto expresan mas genes que las cepas de vino. Este hecho podria deberse a
que al no estar adaptadas a este medio necesitan sobreexpresar mas genes que las cepas

de vino para sobrevivir.

Se ha observado que para superar las diferentes situaciones de estrés, O. oeni sintetiza
proteinas de estrés y pone en marcha mecanismos que le capacitan para seguir
realizando sus funciones. También, se ha observado que el gen que mas se sobreexpresa
en condiciones de estrés es el gen hsp18, que codifica la proteina Lo18, siendo el etanol
el factor que mas influye en su expresion. El que el etanol sea el factor que mas influye
en la sobreexpresion de este gen también ha sido demostrada por Guzzo y col. (1997) y

Olguin y col., (2010) quienes observaron que este gen se induce fuertemente por etanol
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(12 %). Sin embargo, a una concentracion de etanol al 13 % se ha observado una
sobreexpresion baja de este gen (1.8 veces) (Capozzi y col., 2010). En este trabajo se ha
observado que la cepa resistente al etanol procedente de vino sobreexpresd 11 veces
este gen. En comparacién con los resultados de estos autores, aunque en nuestro caso
(en condiciones menos drasticas) la expresion de este gen fue mayor a la que ellos
describen para cepas resistentes al etanol. Guzzo y col. (1997), Beltramo y col. (2006)
y Olguin y col., (2010), también observaron una sobreexpresion de este gen a pH bajo
(pH 3.5). Valores similares de expresion de este gen se ha obtenido en este trabajo en la
cepa 504 resistente al pH, etanol y SO..

El gen ctsR se expreso frente al pH y al etanol. En la cepa resistente de vino (504) s6lo
se sobreexpresé 2.6 veces frente al pH. En la cepa resistente de mosto (FS13) se expreso
tanto frente al pH como al etanol, 3.6 y 5.6 veces, respectivamente. Sin embargo,
Beltramo y col. (2006) no observaron la sobreexpresion de este gen en una cepa de O.
oeni crecida en un medio de cultivo a pH 3.5, aunque si lo hacia (10 veces) tras en un
vino sintético a pH 3.5 y 10% de etanol. Mientras que las cepas utilizadas por Olguin y
col. (2010) si lo hacian a pH 3.5y al 11 % de etanol.

La expresion gen trxA, que codifica para una tioredoxina (TrxA), sélo lo
sobreexpresaron la cepa FS13 y PSU-1, mientras que la 504 lo hace en bajos niveles
(1.5 veces en pH y 1.3 veces en etanol). EI gen trxA participa en la biosintesis de acidos
nucleicos y de la pared celular. Jobin y col. (1999) observaron que este gen se expresa
s6lo en condiciones de estrés oxidativo (ocasionado por el etanol) y por el calor.
Beltramo y col. (2006) observaron que el gen trxA se sobreexpresaba 4 y 6.5 veces en
O. oeni crecidas en un medio de cultivo (pH 3.5 y en un vino sintético,
respectivamente. Olguin y col. (2010) obtuvieron similares resultados en una cepa con
alta capacidad maloléctica al final de la FML en un medio de laboratorio a pH 3.5y al
12 % de etanol. Sin embargo, en este trabajo la cepa 504 con la misma caracteristica
tecnoldgica no expreso niveles significativos de ese gen.

Los niveles de transcritos para la proteina ClpP no fueron tan elevados como los del gen
hsp18 en las cepas analizadas en este trabajo. Aunque, algunos autores han observado
gue este gen incrementa su expresion 6.5 veces en cepas de O. oeni crecidas en vino
sintético a pH 3.5 (Beltramo y col., 2006; Olguin y col., 2010).

También se ha observado que la sobreexpresion del gen cfa fue de 2.1 y 2.3 veces en la
cepa 504 y FS13, respectivamente, frente al pH, en esta ultima se expresd 1.8 veces

frente al etanol. S6lo la cepa PSU-1 la sobreexpres6 mas frente a los 3 factores
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ensayados (entre 2.7 y 4.6 veces). Otros autores han observado un aumento en los
niveles de los transcritos del gen cfa, cuando O. oeni crece en presencia de etanol y pH
bajo (Beltramo y col., 2006; Grandvalet y col., 2008). Nuestros resultados coinciden
con los obtenidos por Olguin y col (2010) quienes observaron que este gen se
sobreeexpresaba 2 veces en una de las cepas eficientes en la degradacion del acido
malico a inicio de la FML.

El gen rmIB, sélo lo expreso la cepa FS13 procedente de mosto en 2.3 veces y 2.6 veces
frente al pH y al etanol, respectivamente. Olguin y col. (2010) observaron que una de
las cepas eficientes en la degradacion de malico lo hacia 2 veces. Los valores de
expresion de este gen coinciden con los reportados en este trabajo, aunque la cepa que

lo expresd no fue eficiente en la degradacion del acido mélico.

Lol18 esta implicada en el mantenimiento de la integridad de la membrana celular ya
que actua directamente estabilizando a los fosfolipidos de la membrana bajo diversas
condiciones de estrés (Coucheney y col., 2005b). El gen ctsR, es un regulador de la
expresion de proteinas de estrés que son necesarias frente al estrés (por etanol o pH)
(Grandvalet y col., 2005). El incremento funcional de estas dos proteinas explicaria la
mayor resistencia de estas cepas al pH, SO, y etanol. La proteina CIpP, tiene un papel
importante en la remodelacion y repliegue de proteinas durante diferentes situaciones de
estrés (Guzzo y Desroche, 2009), la proteina TrxA participa en la biosintesis de &cidos
nucleicos (Jobin y col., 1999) y la proteina CFA esta implicada en la biosintesis de
acidos grasos. Esto puede explicar las modificaciones de la membrana plasmatica que
sufren las células en estas condiciones (Grandvalet y col., 2008). EI gen rmIB esta
relacionado con la biosintesis de pared celular, mecanismo que le permitiria afrontar el

estrés que ocasiona el pH o el etanol (Silveira y col., 2004; Olguin y col., 2010).

Los resultados de este apartado no demuestran la utilidad del analisis de la expresion de
genes para la caracterizacion de cultivos malolacticos de O. oeni por si solos. Sin
embargo es necesario investigar la existencia de otros genes cuyas expresiones
proporcionarian una ventaja a la hora de caracterizar cepas de O. oeni como cultivos
malolacticos. Ademas, hay que realizar analisis mas profundos, y tener en cuenta las
propiedades gendmicas, fenotipicas y tecnologicas, como se ha mostrado antes. Muy
problemente, haya también que cambiar el enfoque del tipo de analisis de estos datos de

expresion: al mirar solamente el grado de expresion relativa frente a un gen
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supestamente constitutivo, perdemos toda la perspectiva de los niveles de expresion
absolutos y su relacién con la posible resistencia real a factores de estrés. No solamente
importa cuanto aumenta el nivel de trascripccion relativa de un gen, sino realmente que
cuanto contribuye a aumentar esa resistencia (por ejemplo no se mira el nivel proteina
final). No hay que olvidar, por otro lado, los grandes errores experimentales y sesgos en
este tipo de andlisis de expresion de genes. También se deberd mejorar las metodologias

de estudio en un futuro.
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Conclusiones

Se han encontrado diferencias notables entre los aislados procedentes de mosto y de
vino, sobre todo a nivel tecnoldgico: los de vino son capaces de tolerar mejor las
altas concentraciones de etanol y SO, y de crecer mas a pH mas bajos. Ademas,
son los que degradan de forma mas rapida y eficiente el acido malico, por lo que

son los mejores candidatos como cultivos malolécticos.

Los factores que explican la mayor parte de la variabilidad del crecimiento de los
aislados fueron los niveles de pH entre 3.5 y 4.0, concentraciones de etanol de hasta

50 mg/L, y concentraciones de etanol entre 10 y 15%.

Se consiguio6 discriminar un mayor numero de cepas con la técnica de RAPD que
con VNTR. Sin embargo, la discriminacion entre cepas aumentd notablemente al

combinar los resultados de ambas técnicas.

Se han encontrado 6 alelos distintos del gen rpoB, de los cuales cuatro se han
descrito por primera vez en este trabajo. En el caso del gen rpoC, se han encontrado

8 alelos, de los cuales 7 constituyen nuevas descripciones.

Existe una elevada diversidad fenotipica, tecnoldgica y genémica entre los aislados
de O. oeni. Considerando cada uno de estos tres tipos de caracteristicas
individualmente, los valores de diversidad (D) méas altos se obtuvieron a partir de
las fenotipicas y genémicas, aunque la combinacién de todas ellas proporcionaron

valores superiores. Los 104 aislados constituyen 104 cepas diferentes.

No se ha encontrado ninguna relacion biunivoca clara entre caracteristicas
genodmicas y las caracteristicas fenotipicas y tecnologicas, ni tampoco entre las
primeras y la procedencia de los aislados (mosto o vino) de los aislados/cepas.

Se ha constatado que las cepas 205A, 229 y 504, especialmente ésta Ultima,
muestran caracteristicas adecuadas para ser utilizadas como cultivos malolacticos,

ya que son capaces de sobrevivir y crecer en vino tinto, degradan eficaz y

175



Conclusiones

rapidamente el &cido malico, son incapaces de producir aminas biogenas y
presentan actividades enzimaticas de interés, tales como B-glicosidasa, B-glucanasa

y celulasa.

e EIl Unico gen que se sobreexpresa significativamente es el gen hspl18 frente a los
factores etanol y pH. Los mayores niveles de sobreexpresion de este gen se
observan en los aislados de mosto y vino mas resistentes a las condiciones adversas.
La sobreexpresion de este gen, considerada aisladamente, no permite seleccionar un

buen cultivo malolactico.
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1. Medios de cultivo
1.1 Agar Sacarosa (Garvie, 1967a)

Triptona

Extracto de levadura
K,HPO,
MgSOz7HZO
MnSO,4.H,O

Citrato diamonico
Sacarosa

Agar

Agua destilada

10 g/L
59/L
59/L
0.2 g/L
0.05 g/L
0.5g/L
50 g/L
20 g/L
1L

El pH se ajusté a 5.5 con HCI 10 N, y se autoclavé a 115 °C durante 30 minutos.

1.2 GPYA

Glucosa

Peptona micoldgica

Extracto de levadura

Agar (sélo para medio solido)
Agua destilada

25 g/L
59/L
59/L
20 g/L
1L

Se autoclavé a 115 °C durante 30 minutos.

1.3 Medio HFA (Pilone y col., 1991)

Triptona

Extracto levadura
Peptona

Glucosa
L-arginina
Tween 80

Agua

59/L
59/L
59/L
59/L
6 g/L
1mL
999 mL

El pH se ajusté a 5.5 con HCI 10 N y se autoclavo a 120°C durante 20 minutos

1.4 MLO (Zulhiga y col., 1993)

Triptona

Extracto de levadura
Glucosa

Fructosa
MgSQO,.7H,0
MnS0O4.H,0

Citrato diamonico
Zumo de tomate*
L-cisteina

Tween 80
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10 g/L
59/L

10 g/L
59/L
0.2g/L
0.05 g/L
3.5¢g/L
100 ml/L
0.5¢g/L
1 mL/L
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Natamicina** 0.075 g/L
Agar (para medio s6lido) 20 g/L
Agua destilada 1L

El pH se ajusto a 4.8 con HCI 10 N y se autoclavé a 115 °C durante 30 minutos.
Para la preparacion del medio sdlido, se disolvio todos los ingredientes para un litro,
excepto el agar, en 500 mL de agua destilada y el agar correspondiente a 1 L se
esterilizd por separado y tras el autoclavado ambos se mezclaron.

*Zumo de tomate
Zumo de tomate 1L
Agua destilada 2L
Macerado a 4 °C por 16 horas y centrifugado a 14000 rpm durante 20 minutos,
filtrado con papel filtro y conservado a -20 °C hasta su uso

**Natamicina

Solo se utilizo para evitar el crecimiento de las levaduras durante el aislamiento
primario de las muestras de mosto y se afiadid la cantidad de 0.15 g/L de Actistab
(correspondiente a 0.075 g/L del antibidtico Natamicina) y se disolvié en 10 mL de
dimetil sulfoxido y se afiadié al medio de cultivo MLO tras el autoclavado del
mismo.

1.5 Medio MBFC (Garvie, 1967a)

Peptona de carne 10 g/L
Extracto de levadura 2.5g/L
Tween 80 0.1¢g/L
Agar 59/L
Pantotenato de calcio 0.1 pL/mL
Verde de bromocresol* 0.004 %
Agua destilada 1L

El pH se ajust6 a 5.2 con HCI 10 N y tras autoclavar a 120°C durante 20 minutos se
afiadieron las soluciones estériles de pantotenato de calcio y por separado se afiadid
0.5 mL de cada uno de los carbohidratos correspondientes a una concentracion del

2 %.

1.6 Medio MBFC modificado para la determinacion de la actividad B-glicosidasa

Peptona de carne 10 g/L
Extracto de levadura 2.59/L
Tween 80 0.1g/L
Arbutina o esculina 502¢g/L
Citrato de amonio férrico 0.5%
Agar 59/L
Pantotenato de calcio 0.1 pL/mL
Verde de bromocresol* 0.004 %
Agua destilada 1L
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El pH se ajust6 a 4.8 con HCI 10 N y tras autoclavar a 120°C durante 20 minutos se
afiadieron soluciones estériles de pantotenato de calcio, 0.5 mL de un solucion de
arbutina o de esculina y de citrato de amonio férrico.

*Solo se afiadio en el caso de la esculina.

1.7 Medio para determinar la actividad lipasa

Se utiliz6 el medio MLO sélido al que le afiadié 1.5 g/L de agar y tributirina al 1 %.

1.8 Medio para determinar la actividad pg-glucanasa

Triptona 5¢g/L
Extracto de levadura 2.5g/L
Glucosa 1g/L
Fructosa 0.5¢g/L
B-glucano de levadura 0.2g/L
Agar 20 g/L
Agua destilada 1L

El pH se ajustdé a 4.8 con HCI 10 N y se autoclavo a 115 °C durante 30 minutos.

1.9 Medio para determinar la actividad celulasa

Triptona 5¢g/L
Extracto de levadura 2.5g/L
Glucosa 1g/L
Fructosa 0.59/L
Carboximetilcelulosa 10 g/L
Agar 20 g/L
Agua destilada 1L

El pH se ajusté a 4.8 con HCI 10 N y se autoclavo a 115 °C durante 30 minutos.

1.10 MRS
MRS BROTH Oxoid CM 359 52 g/L
L-cisteina 0.59/L
Agar (solo para medio solido) 20 g/L

El pH se ajust6 a 6.5 y se autoclavo a 115 °C durante 30 minutos.

1.11 MDB modificado (Medio para deteccion y cuantificacion de aminas

bidgenas)

Medio previamente descrito por Landete y col., (2005) y que se ha modificado en

este trabajo de la siguiente manera:

Extracto de carne
Triptona
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Extracto de levadura 4 g/L
Glucosa 1.5¢g/L
Fructosa 1g/L
Tween 80 0.5 mL/L
MnSQO,4.H,0 0.05 g/L
FeSO, 0.04 g/L
CaCO, 0.1¢g/L
Piridoxal fosfato 0.25 g/L
L-histidina 10 mM
L-tirosina 10 mM
L-arginina 10 mM
L-ornitina 10 mM
L-lisina 10 mM
Agua destilada 1L

El pH se ajust6 a 4.8 con HCI 10 N, y se autoclavé a 115 °C durante 30 minutos.

2. Vino
2.1 Vino natural

Mosto comercial “Don Simén”

1L

Se inocul6 con 0.25 g/L de la levadura S.cerevisae var. bayanus BY (Agrovin) y

tras la FA se ajusto:

Etanol 11 %
L-malico 3g/L
Glucosa 1g/L

El pH se ajusto a 3.5.

2.2 Vino sintético

Glucosa 100 g/L
Fructosa 100 g/L
L- Acido tartarico 2 g/L
Acido D-mélico 5 g/L
YNB (Yeast Nitrogen Base) 11.7 g/L

El pH se ajusté a 3.5 y se autoclavé a 115 °C durante 30 minutos. EI YNB
incorporo previamente filtrado y se inoculd con una levadura comercial, tras la FA

se afiadio:

Extracto de levadura 59/L
Triptona 10 g/L
Solucién de vitaminas (1000X) 1 mL/L
Glucosa 3g/L
Fructosa 3g/L

Diferentes lotes de este vino sintético se ajusta a diferentes valores de pH (2.9, 3.2,
3.5, 3.7 y 4.0), diferentes concentraciones de etanol (10, 12, 14 y 15 %) y de SO,
total (30, 40, 50, 60 y 70 mg/L).
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3. Soluciones

3.1 Solucion de vitaminas (Liu, 2003)
Piridoxina 1.5 mg/L
Acido pantoténico 5 mg/L
Vitamina C (&cido nicotinico) 2 mg/L
Clorhidrato de tiamina 1 mg/L
Riboflavina 1 mg/L
Cianocobalamina (Vit. B12) 0.07 mg/L
Biotina 0.05 mg/L
Acido p-aminobenzoico 0.05 mg/L
Acido folico 0.05 mg/L
myo Inositol 20 mg/L

Se esterilizo por filtracion y se conservé a - 20 °C.

3.2 Suero fisioldgico

NaCl 9¢g/L
Agua destilada 1L

Se autoclavé a 115 °C durante 30 minutos.

3.2 Soluciéon NaCl 1 M

NaCl 58.44 g/L
Agua destilada 1L

Se autoclavod a 115 °C durante 30 minutos.

4. Reactivos

4.1 Reactivo Nessler

Kl 7%
Hgl2 10 %
NaOH 10 %
Agua destilada 100 mL

Se disuelven ambos ioduros en 40 mL de agua destilada y el NaOH en 50 mL de
agua destilada, luego se mezclan las 2 soluciones y se completa hasta 100 mL. Se
deja sedimentar, se decanta y descarta el precipitado

4.2 Rojo Congo

Rojo Congo 0.1%
Se disuelve en 100 mL de alcohol al 20 %.
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