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Capitulo 1: Microbiologia i
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Resumen:

Se ha descrito una gran variedad de levaduras como contaminantes del vino. De todas ellas, las especies de
Brettanomyces/Dekkera son probablemente las que mas preocupan al sector enoldgico. Se ha demostrado que estas levaduras
son capaces de desarrollarse en vinos de crianza o en botella, a pesar de los elevados niveles de etanol, y de producir olores
desagradables por sintesis de compuestos fenélicos olores atribuidos a esta levadura varian desde olor animal, establo, sudor
de caballo, cuero...

El objetivo de nuestro trabajo fue la deteccion e identificacion de Brettanomyces/Dekkera en diferentes vinos tintos
cuyas propiedades organolépticas estaban alteradas. La deteccion directa del vino se llevé a cabo mediante el empleo de un
enochip con sondas especificas para esta especie. Paralelamente, se sembraron placas de cultivo de las que se recuperaron
colonias para su identificacion mediante ITS-ARDRA y PCR especifica. Los resultados obtenidos fueron similares con todas las
écnicas empleadas, lo que demuestra la validez del enochip para detectar e identificar Brettanomyces/Dekkera directamente

del vino, sin necesidad de cultivo previo.
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1.INTRODUCCION

Una gran variedad de levaduras se han descrito
como contaminantes del vino. Las levaduras del género Bret-
tanomyces, que se conocian desde hace tiempo como con-
laminantes de cerveza y sidra, también se han descrito como
contaminantes de vinos. Concretamente, la especie Bretta-
fnomyces/Dekkera bruxellensis se ha detectado en vinos tin-
s que llevan mas de seis meses en barrica y es en este
periodo de crianza donde la poblacién de estas levaduras au-
menta de manera lenta pero sin competencia.
El principal efecto perjudicial que estas levaduras
lienen sobre el vino es el desarrollo de aromas desagrada-
bles que se describen como olor a animal, establo, sudor de
caballo, cuero u orina de raton entre otros. Esto es debido a
lacapacidad de estos microorganismos para sintetizar com-
puestos fendlicos voltiles mediante descarboxilacion de los
' d0idos hidroxicinémicos, obteniéndose como resultado final

ls efifenoles. De ahi a gran necesidad de desarrollar para
$Udeteccion métodos moleculares rapidos que no requieran
elcultivo, ya que los que si dependen de cultivo retrasan Ia
ientficacion una o dos semanas.

2.MATERIAL Y METODOS

Se tomaron muestras de vinos de la D.O. Rioja que
gstaban en proceso de envejecimiento en barrica Yy que mos-
aban alteradas sus propiedades aromaticas. Las muestras
fieron sometidas a métodos moleculares de deteccion e
identificacion de Brettanomyces spp. dependientes (ITS-
ARDRA) e independientes de cultivo (enochip). Para los mé-
odos dependientes de cultivo, las muestras se sembraron en
- Medo de cultivo solido GPYA y se incubaron siete dias a 28
‘Chasta obtener colonias aisladas. Estas se observaron al

microscopio y se seleccionaron las que tenian la morfologia

celular ojival o cilindrica propia de Brettanomyces [1], tal
como se muestra en la Fig.1.

Fig. 1. Levaduras aisladas del vino observadas al microscopio

2.1. Identificacion de Brettanomyces/Dekkera bruxellensis
en el enochip

A partir de 1 mL de cada muestra se realizé la ex-
traccion de ADN segun el protocolo descrito por Gindreau et
al. [2] incubando 10 minutos la muestra al afiadir la PVP.

Se amplificé un fragmento del gen 26S con los ce-
badores NL1 biotinilado y NL4 [3] y los productos de PCR fue-
ron visualizados en un gel de agarosa y purificados mediante
un kit de purificacion. Tras cuantificar el DNA en un gel de aga-
rosa con un marcador de concentracion (Low DNA Mass Lad-
der, Invitrogen), las muestras fueron diluidas a 500 nM y
desnaturalizadas en un termociclador. Se colocaron en una
placa multipocillos con un volumen de histidina 100 mM y fue-
ron dirigidas electrénicamente a posiciones concretas del chip.
La hibridacion con la sonda especifica de D. bruxellensis se
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llevo a cabo segun las instrucciones de NanoChip Molecular
Biology Workstation [4]. La sonda estaba marcada con el fluo-
roforo Cy3 y la sefial de fluorescencia se detecto a diferentes
temperaturas progresivamente mayores, 24, 25,27y 29°C.

2.3. Identificacién de B./D. bruxellensis por la técnica
ITS-ARDRA

Se amplificé por PCR el fragmento ITS de las leva-
duras con los cebadores ITS1y ITS4 [5] directamente desde
colonia. Tras visualizar los productos de PCR en un gel de
agarosa, se cuantificaron y se llevé a cabo la digestion de
500 ng de ADN con 5 U de Haelll, incubandose 3 horas a 37
°C. Posteriormente los fragmentos de restriccion se obser-
varon en un gel de agarosa al 2%.

Los perfiles de restriccion obtenidos de los diferen-
tes aislados fueron comparados con los de varias cepas de
referencia, entre las que se encontraba D. bruxellensis CECT
14517,

2.4. Deteccion de Brettanomyces por PCR especifica

A partir de las colonias crecidas en las placas se re-
alizé una PCR con los cebadores DB9OF y DB394R descri-
tos por Cocolin et al. [6] que amplifican especificamente un
fragmento de aproximadamente 305 pb del ADN de B. bru-
xellensis y B. anomalus. Se incluyeron otras levaduras del
vino como control negativo. Los productos de PCR fueron vi-
sualizados en un gel de agarosa.

3. RESULTADOS

En una de las muestras analizadas con el enochip,
se detectd hibridacion con la sonda especifica de Bretta-
nomyces/Dekkera bruxellensis, tal como se muestra en la
Fig.2. La sefial de fluorescencia fue al menos tres veces mas
intensa que el ruido de fondo.

Se observé crecimiento en las placas de todos los
vinos analizados pero sélo en la muestra correspondiente al
mismo vino en el que se detectd sefial de hibridacin con el eno-
chip, aparecié un tipo de colonia cuya morfologia colonial y ce-
lular se correspondia con la de Brettanomyces. El recuento en
placa de esta muestra reveld que el tamario de la poblacion era
30 UFC/mL. Todos los aislados seleccionados como posibles
Brettanomyces mostraron el mismo patron de restriccion que la
cepa de referencia de Brettanomyces/Dekkera bruxellensis
CECT 14517 cuando se analizaron por la técnica del ARDRA.

Los mismos aislados se amplificaron con los ceba-
dores especificos DBIOF y DB394R y todos dieron un pro-
ducto de PCR del tamafio esperado (305 pb). Ninguna
levadura perteneciente a otras especies, empleadas como
controles negativos, dieron lugar a fragmento de amplificacion.

4. CONCLUSIONES

De todas las muestras analizadas, s6lo una mostré la
presencia de Brettanomyces/Dekkera. Los resultados de identifi-
cacion fueron idénticos por las tres técnicas empleadas, tanto de-
pendientes como independientes de cultivo. En las placas
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Fig. 2. Intensidad de fluorescencia de Ia hibridacién de las
muestras con la sonda especifica de Brettanomyces en el
enochip. Las posiciones 3 y 10 de la segunda fila,
corresponden a la muestra que dio sefial positiva.

correspondientes a las otras muestras, crecieron colonias bacte-
rianas pero no se observé ninguna levadura. Hay que tener en
cuenta el bajo nivel de deteccion de la técnica del enochip, ya que
fue capaz de detectar la presencia de tan solo 30 ufc/mL.
Aungque los resultados fueron idénticos con todas
las técnicas empleadas, los obtenidos por técnicas indepen-
dientes de cultivo son mucho més rapidos, unas pocas horas,
frente a los métodos tradicionales con siembra en placa que
conllevan de 1 a 2 semanas. Ello contribuira a una rapida ac-
tuacion, incluso preventiva, que evitara alteraciones del vino.
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