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Resumen:

El objetivo de este trabajo ha sido la identificacion de los microorganismos presentes durante la vinificacion utilizando
un enochip. El enochip se basa en el uso de sondas de DNA especificas para detectar las diferentes especies de bacterias y
levaduras que se han descrito como implicadas en el proceso de vinificacién. Las sondas especificas se han disefiado a partir
de regiones variables de los genes 16S para bacterias y 26S para levaduras.

Una de las principales ventajas que confiere este sistema de identificacion frente a otros alternativos es que permite
detectar microorganismos directamente desde el vino, sin necesidad de realizar cultivos. Otra cualidad del sistema es que
permite detectar todos los microorganismos presentes en la muestra al mismo tiempo, tanto si son levaduras como bacterias

lacticas o acéticas.

Se han analizado diferentes mostos y vinos de la D.O. Utiel-Requena con esta técnica. Los resultados obtenidos se
han contrastado con los proporcionados por otras técnicas moleculares (16S ARDRA), lograndose unos resultados similares

en todos los casos.

Las principales ventajas del uso de este sistema son su rapidez, su versatilidad y su fiabilidad.
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1. INTRODUCCION

Gran cantidad de microorganismos se desarrollan
a lo largo del proceso de vinificacion. Las levaduras suelen
estar presentes en el mosto y en el vino en las primeras fases
de su elaboracion, especialmente la especie Saccharomyces
cerevisiae, responsable de la fermentacion alcoholica. Tam-
bién podemos encontrar otras levaduras alterantes que dan
lugar a sabores o aromas no deseables. Las bacterias lacti-
cas (BL) se desarrollan una vez las levaduras han comple-
tado la primera fermentacion. Son las responsables de la
fermentacion malolactica, proceso muy deseable para la ob-
tencion de vinos de calidad, aunque también pueden causar
alteraciones. Las bacterias acéticas (BA) siempre tienen efec-
tos perjudiciales produciendo el picado acético de los vinos.

El objetivo de este trabajo es evaluar el uso de un
chip electrénico para monitorizar la evolucion de las especies
de microorganismos durante la vinificacién. Para ello hemos
utilizado un enochip basado en el uso de sondas de DNA es-
pecificas para las diferentes especies de bacterias y levadu-
ras asociadas al proceso de vinificacién. Las sondas
especificas de especie se han disefiado en base a regiones
variables de los genes 16S y 26S para bacterias y levaduras
respectivamente. Se ha contrastado la fiabilidad de la identi-
ficacion por este método utilizando otras técnicas molecula-
res de identificacion previamente descritas.

2. MATERIAL Y METODOS
2.1. Origen y procesamiento de las muestras de vino

Se tomaron muestras en diferentes momentos de
la vinificacién de uvas Macabeo, Bobal y Tempranillo de la

D.O. Utiel-Requena: mosto, vino al final de la fermentacion
alcohdlica y en fermentacién malolactica. Las muestras st
sembraron en diferentes medios de cultivo sdlidos: MRS con
0.5 g/L de L-cisteina y MLO (ambos con natamicina), y GPYA
y se incubaron cuatro dias a 28 °C hasta obtener colonia
aisladas. Las colonias crecidas se identificaron mediante
técnica del 16S-ARDRA e ITS-ARDRA, descritas a continu
cién. En paralelo se realizé una extraccion del ADN totaly
una posterior amplificacion para identificar las especies pre
sentes mediante el enochip.

2.2. Identificacion de especies mediante el enochip

A partir de 1 mL de cada muestra se realizd la ex
traccion de ADN segun el protocolo descrito por Gindreaué!
al. [1] incubando 10 minutos la muestra al afiadir la PVP (pe
livinilpirrolidona).

Se amplificé por PCR un fragmento del gen ribose
mal 16S de alrededor de 360 pb utilizando los cebadores |18
biotinilado e 12B [2] para detectar las BL. También se ampk
fic otro fragmento del mismo gen de aproximadamente 2
pb con los cebadores I7B biotinilado e I8B para detectar s
BA. Y por ultimo se amplificé un fragmento del gen 26S con
los cebadores NL1 biotinilado y NL4 [3] para detectar las e
vaduras. Tras purificar los amplificados mediante un kit &
purificacion y cuantificar el DNA, las muestras se diluyeroné
una concentracion de 500 nM en agua Mili Q y desnatural
zaron en un termociclador a 94 °C durante 5 minutos. Las
muestras biotiniladas se colocaron en una placa multipocilos
y fueron dirigidas electronicamente a posiciones concre(as
del chip con un volumen de histidina 100 mM y se afadiéu
control que contenia histidina 100 mM y agua Mili Q end
mismo volumen final que las muestras. La hibridacion se llev
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a cabo segun las instrucciones de NanoChip Molecular Bio-
logy Workstation, tal como describe [4]. Las sondas especifi-
cas utilizadas estaban marcadas con los fluoréforos Cy3 y
Cy5 y la sefial de fluorescencia fue leida a diferentes tempe-
raturas progresivamente mayores, 24, 25, 27 y 29 °C para
los dos fluoréforos empleados.

2.3. Identificacion de especies mediante 16S-ARDRA /
ITS-ARDRA

En el caso de las bacterias, se amplificé por PCR el
gen 16S, segan describe Rodas et al. [5]. Se amplificé tam-
bién el fragmento ITS de las levaduras con los cebadores
ITS1y ITS4 [6]. Se llev a cabo la digestion de 500 ng del
producto amplificado con 5 U de enzimas de restriccion: Msel
para las bacterias lacticas, Alul para las acéticas y Haelll para
las levaduras, incubando 3 horas a 37 °C. Posteriormente los
fragmentos de restriccion se separaron en un gel de agarosa
al 2% obteniéndose un perfil de bandas caracteristico para
cada especie.

Los perfiles de restriccion obtenidos a partir de los
dferentes aislados fueron introducidos junto a los de dife-
rentes cepas de referencia en el programa Bionumerics ver-
sion 2.5 (Applied Maths) y analizados usando el método de
agrupamiento UPGMA y el coeficiente de correlacion de Dice.

3. RESULTADOS

3.1. Identificacion de especies mediante el enochip

Los resultados obtenidos con el enochip se mues-
tran en la Tabla 1.

Tabla 1. Especies de bacterias y levaduras identificadas con
el enochip. A: Acetobacter; G: Gluconobacter;
Ga: Gluconacetobacter; L. Lactobacillus; O: Oenococcus:
P: Pichia; S: Sacchraromyces; N.D.: no detectado.

Uva —___Mosto FFA FML
Macabeo A pasteurianus, G. oxydans, Ga. N.D.
G. oxydans, S. iSi liquefaciens, S. iSii
Bobal A aceti, G. oxydans, G. oxydans, G. oxydans,
Ga. liquefaciens, Ga. liquefaciens, Ga. liquefaciens,
L. plantarum, L. plantarum, O. oeni, L. plantarum,
S iSi S. cerevisii 0. oeni, S. iSii
Tempranillo G. oxydans,
P. membranaefaciens, S. cerevisiae N.D.
S. cerevisiae,

32. Identificacion de especies mediante 16S-ARDRA /
ITS-ARDRA

Los resultados obtenidos por la técnica del ARDRA
$e muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Especies de bacterias y levaduras identificadas por
165-ARDRA / ITS-ARDRA. H: Hanseniapora; P: Pediococcus;
T: Torulaspora; N.D.: no detectado.

Uva Mosto FFA FML
Macabeo A aceti, A. pasteurianus, G. oxydans, 0. oeni, N.D.
Ga. hansenii, L. mali, 0. Oeni, S. cerevisiae S. cerevisiae

Bobal A acefi, G. oxydans, H. Uvarum, L. mali, 0. oeni, 0. oeni,
0. oeni, P. pentosaceus, S. isiae, S. iSi S. iSi
Tempranilo |~ G. oxydans, L. mafi, L. plantarum/pentosus, 0. oeni,
0. oeni, P. membranaefaciens, S. cerevisiae N.D.
S. cerevisiae, T. delbruecki

4. CONCLUSIONES

El enochip permite la identificacion directa de los
microorganismos desde el vino, pese a ser un medio com-
plejo y con gran cantidad de inhibidores. Esta es una de las
principales ventajas de esta técnica ya que podemos detec-
tar microorganismos sin necesidad de realizar cultivos, lo
cual reduce bastante los tiempos de los analisis y facilita la
adopcion de medidas correctoras rapidas. Ademas, algunos
de los aislados sélo fueron detectados por esta técnica, ya
que no crecieron en placa debido posiblemente, a su redu-
cida viabilidad o a su dificil adaptacion a crecer en medios de
laboratorio. Un ejemplo de ello fue la identificacion de la bac-
teria acética Gluconacetobacter liquefaciens que se encon-
traba presente en la mayoria de los vinos analizados y en
uno de los mostos, y que a pesar de ello no se pudo aislar
en placa.

En general, la técnica del ARDRA permiti6 identifi-
car un mayor nimero de especies que el enochip. Es el caso
de las levaduras Torulaspora delbruecki y Hanseniaspora
uvarum; la razén que explica este hecho parece estar rela-
cionada con la baja concentracion relativa de estas especies
en las muestras. Posiblemente, la gran cantidad de ADN total
dificulta la correcta hibridacion de las especies minoritarias
con su sonda especifica.

Por lo tanto, la identificacion de los microorganis-
mos del vino con el enochip supone una interesante alterna-
tiva a las ya conocidas, siempre y cuando no se encuentren
en una proporcion relativa muy baja. Las principales ventajas
del enochip frente a otras técnicas moleculares de identifica-
cion que requieren del cultivo, es su rapidez y su capacidad
de detectar varios microorganismos al mismo tiempo. Estas
ventajas suponen que se puedan adoptar tempranamente
medidas de seguridad que eviten alteraciones antes de que
la elevada concentracion de microorganismos comprometa
la calidad final del vino.
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