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1. RESUMEN

Los microorganismos que se establecen en el vifiedo, y especialmente en la superficie
de la uva, posteriormente pasan a formar parte de la microbiota de la bodega y del
mosto o del vino en sus distintas etapas de elaboracion. Estos microorganismos,
mediante sus actividades metabdlicas, marcan las cualidades sensoriales del producto
final, y en determinadas ocasiones, pueden maodificarlas notablemente. Por un lado,
pueden causar alteraciones en el perfil organoléptico del vino, y por otro lado pueden
producir determinadas sustancias téxicas, que alteran su calidad sanitaria. En ambos
casos, el vino no es apto para su consumo.

La identificacion microbiolégica comunmente se realiza mediante técnicas
dependientes de cultivo, que se basan en la siembra previa de la muestra en medios
de cultivo de enriquecimiento o en medios selectivos, con los cuales obtenemos
colonias, de los microorganismos contenidos en la muestra. Seguidamente, hay que
aislar Una vez aislados, se procede a la caracterizacion de especies mediante
pruebas bioquimicas y observacion al microscopio. Sin embargo, la identificacién por
estos métodos presenta una serie de inconvenientes: por un lado, determinados
microorganismos pueden estar en estado viable no cultivable (VNC), y, por otro, no
permiten caracterizar a nivel intraespecifico, lo cual puede resultar muy relevante.

Por estos motivos, y gracias a los avances en biologia molecular, se estan
desarrollando continuamente métodos de identificacion basados en el estudio
molecular del ADN, y que resultan independientes de cultivo y de alta precision,
también a nivel de cepa o de individuo. Gracias a estas técnicas podemos detectar de
forma mas precoz, precisa y sensible la presencia o ausencia de un tipo de
microorganismo concreto o el total de todos los microorganismos contenidos en una
muestra ambiental, en este caso, de una muestra de vino.

El presente trabajo, que sigue el modelo de revision bibliogréfica, se centra en la
descripcion de las nuevas tecnologias actualmente disponibles para la identificacion y
caracterizacion de microorganismos implicados en el deterioro de los vinos, mediante
técnicas de biologia molecular, fundamentalmente secuenciacion de ADN y ARN y
PCR y sus derivadas, y en él se analizan las posibilidades y las limitaciones de dichas
técnicas a través del andlisis de una serie de casos particulares.

2. INTRODUCCION

Para llevar a cabo la identificacion y caracterizacion de microorganismos alterantes de
los vinos, debemos tener en cuenta una serie de antecedentes, que describimos a
continuacion.

2.1.SUCESION DE MICROORGANISMOS EN EL VINO

La fermentacién vinica es un complejo ecosistema microbiano, en el que una sucesién
de levaduras, bacterias lacticas, bacterias acéticas y hongos filamentosos,
procedentes de la propia uva o del ambiente, tanto de campo, como de las superficies
de la bodega, impulsan la transformacién del mosto en vino mediante sus actividades
metabdlicas (Aranda et al.,, 2005). En la Figura 1 se muestran la evolucién y la
variabilidad microbiana de las distintas especies durante las distintas etapas de
elaboracion de vinos (Ribereau-Gayon et al., 1975 y 2000; Davis et al., 1986; Pardo et
al., 1992).
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Figura 1. Evolucion de los principales géneros de levaduras, hongos filamentosos, bacterias
acido lacticas y bacterias acido acéticas durante las principales etapas en la elaboracion del
vino. (Fuente: Elaboracion propia, elaborada y adaptada a partir de la publicada por Krieger,
2005)

Entre estos organismos, las levaduras son responsables de llevar a cabo el proceso
metabdlico principal, la fermentacion alcohdlica, ruta catabdlica que consiste en la
transformacion de los azlUcares presentes en el mosto en etanol y CO,. La
fermentacion alcoholica es el resultado de la accibn combinada de varias especies de
levaduras que se suceden durante dicho proceso. Comienzan con el crecimiento de
especies de levaduras procedentes de la superficie de la uva y del ambiente de
bodega.y pertenecen a los géneros, Kloeckera, Torulaspora, Brettanomyces/Dekkera,
Metschnikowia, Candida, Zygosaccharomyces, Hanseniaspora, Hansenula, Pichia,
denominadas en conjunto como no-Saccharomyces o levaduras de bajo poder
fermentativo (Ciani et al., 2004; Malandra et al., 2003; Aranda y et al., 2005). La
viabilidad de estas especies de levaduras se ve disminuida conforme avanza la
fermentacion. Al mismo tiempo que éstas van desapareciendo, las levaduras del
género Saccharomyces o de alto poder fermentativo, principalmente de la especie S.
cerevisiae, empiezan a multiplicarse hasta convertirse en las Unicas responsables de
la fermentacion alcohdlica (Carrascosa et al., 2005; Combina et al., 2005; Le June et
al., 2006).

El siguiente grupo de microorganismos que interviene en el proceso son las bacterias
acido lacticas (BAL) que estan presentes en la piel de la uva (Lafon-Lafourcade et al,
1983) y en las superficies de la bodega (Peynaud et al., 1959; Wibowo et al, 1985).
Las especies de bacterias &cido lacticas mas frecuentes en mosto y en vino
pertenecen a los géneros Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus y Oenococcus
(Vaughn et al., 1957; Radler 1963). Estas estan presentes a lo largo de la vinificacion
en nimeros relativamente bajos (10%-10° UFC/ml), debido a la competencia metabdlica
con las levaduras y a las caracteristicas generadas en el medio (Lonvaud-Funel,
1999). Una vez concluye la fermentacion alcohdlica, la concentracién de levaduras
disminuye progresivamente y, con ello, la competencia generada con las bacterias
lacticas, permitiendo que éstas se multipliquen hasta poblaciones en ocasiones, cerca
de 10° — 10® UFC/ml (Ribéreau-Gayon et al., 2000). Estas bacterias acido lacticas
producen algunas transformaciones en el vino, de las cuales la mas interesante es la
llamada fermentacion malolactica (FML) o desacidificacion biolégica del vino, que
consiste en la descarboxilacién del acido L-malico del vino, a acido lactico y CO,. Esta
reaccion disminuye la acidez fija del vino, es decir convierte la acidez astringente y
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verde, tipica del acido malico, en una acidez mas suave y dulce propia del acido
lactico (Heinick-Kling et al. 1994). Estudios realizados en varios paises indican que la
especie Oenococcus oeni es la predominante en la realizacion de la fermentacion
malolactica, aunque la composicion de las bacterias acido lacticas presentes en el
mosto de uva al principio de la fermentacion alcohdlica estd dominada por cepas de
Lactobacillus, y por Pediococcus al final de fermentaciébn malolactica (Wibowo y col,
1985).

Por dltimo, la presencia de bacterias acido acéticas (BAA) y hongos filamentosos en
mostos y vinos, depende mayoritariamente de la calidad sanitaria de la uva. Uvas
podridas por exceso de lluvias, o contaminadas con Botrytis cinerea,producen mostos
con poblaciones muy elevadas de bacterias acéticas y hongos filamentosos. En el
mosto, las especies mayoritarias de bacterias acido acéticas son Gluconobacter
oxydans, Acetobacter aceti y Acetobacter pasteurianus, mayoritarias también de la
uva. Durante la fermentacion alcohdlica, como consecuencia de las fuertes
condiciones de anaerobiosis impuestas por el metabolismo de las levaduras, las
posibilidades de proliferacion de las bacterias acéticas son practicamente nulas,
debido a la alta dependencia del oxigeno que presentan para su desarrollo. Al final de
la fermentacion alcohdlica, las especies mayoritarias de bacterias acido acéticas
pertenecen al género Acetobacter, por tener éstas una mayor facilidad para
metabolizar etanol como fuente de carbono a diferencia de Gluconobacter oxydans,
que asimila la glucosa inicial del mosto (Gonzalez et al., 2005). En cuanto a los hongos
filamentosos, los mas comunes en las uvas son Botrytis cinerea, causante de la
podredumbre noble o gris en uva (Bayonove, 1989) y especies pertenecientes a los
géneros, Uncinula, Alternaria, Plasmopora, Aspergillus, Penicillium, Rhizopus, Oidium,
Cladosporium y Trichoderma, que infectan a las uvas y pueden afectar a las
caracteristicas organolépticas y sanitarias de los mostos y vinos (Amerine et al., 1980;
McGrew, 1982). Respecto a la presencia de hongos filamentosos en el vino, es escasa
debido a las condiciones de anaerobiosis de la fermentacion y las condiciones del
medio como, el contenido alcohdlico elevado o la presencia de anhidrido sulfuroso, el
cual puede penetrar en las células y, dependiendo de su concentracion, puede
provocar la muerte de estos hongos, accién fungicida, o inhibir temporalmente su
actividad, accion fungistatica (Pardo et al., 1989: Querol et al., 1990). Estos hongos
filamentosos aparecen en mayor concentracion en mostos, disminuyendo
progresivamente a niveles muy bajos conforme avanza la fermentacion alcohdlica. Sin
embargo, estos pueden estar presentes en el corcho de los vinos embotellados y en
las barricas, generando diversos compuestos perceptibles incluso en cantidades muy
bajas, y que pasan al vino, alterandolo. Ademas, durante la fase de maduracion del
fruto pueden generar toxinas que pasan al mosto y permanecen durante todo el
proceso fermentativo, a pesar de que el microorganismo causante ya no aparezca en
el vino (Fleet, 1984 y 2003).

2.2.LAS ALTERACIONES DEL VINO Y SUS CAUSAS

Los propios microorganismos encargados de la transformacién del mosto en vino y por
lo tanto considerados beneficiosos, a su vez, pueden causar alteraciones en los vinos
debido a su proliferacién en un momento inadecuado y a la produccién de metabolitos
gue pueden alterar la calidad sensorial o incluso causar efectos adversos a la salud
(Flanzy, 2000; Carrascosa et al., 2005). La presencia de determinados
microorganismos esta regulada por una serie de normativas a tener en cuenta, ya que
el vino se encuadra dentro de la definicion de alimento segun el Reglamento (CE) N°
178/2002 y la Ley 24/2003 de la Vifa y del Vino. Por lo tanto, las empresas
elaboradoras de vino se aseguraran y verificaran, que en todas las etapas de la
produccion, transformacion y distribucién, sus productos cumplen los requisitos de
calidad y seguridad de acuerdo a la legislacion alimentaria (Suarez et al., 2004). Para
cumplir con la legislacién, las empresas alimentarias incorporan distintos mecanismos
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de control, como la implantacion de sistemas APPCC (Andlisis de Peligros y Puntos
Criticos de Control) con el principal objetivo de elaborar alimentos seguros (Forsythe et
al., 1998; IFST 1993). La seguridad alimentaria tiene una prioridad a nivel internacional
y no hay ningun grado de tolerancia sobre la presencia de patdégenos o cualquier otro
peligro en los alimentos. Tradicionalmente, se ha considerado que la Higiene de los
Alimentos debe velar por el cumplimiento de tres aspectos: i) ser seguro ii) mantener
unas caracteristicas quimicas, fisicas, microbiolégicas y sensoriales adecuadas v iii)
cumplir las especificaciones nutricionales declaradas en su etiquetado ya que, de
hecho, su misiébn fundamental es garantizar que los alimentos sean aptos para el
consumo humano. El Cédigo Alimentario Espafiol define “alimento alterado” como todo
aquel que “durante su obtencién, preparaciébn, manipulacién, transporte,
almacenamiento o0 tenencia, y por causas no provocadas deliberadamente, sufre
variaciones en sus caracteres organolépticos, composicion quimica o valor nutritivo de
tal forma que la aptitud para el consumo queda anulada o disminuida, aunque
permanezca inocuo”. De esto se deduce que un alimento alterado puede ser inocuo,
pero no apto para el consumo. Por el contrario, también puede suceder que un
alimento con unas propiedades sensoriales y nutricionales adecuadas represente un
riesgo para la salud publica (Codex Alimentarius, 2007; OIV, 2006).

En un mercado tan competitivo como es el enoldgico, las alteraciones de los vinos
pueden derivar en un grave problema econémico para la empresa, ya que puede
hacer rechazable su producto. Las principales alteraciones vinicas surgen a partir de
peligros con distintos origenes. A menudo estas causas no actlan aisladamente, sino
gue suelen actuar conjuntamente.

o Fisicos: Los principales agentes fisicos que alteran las propiedades
organolépticas de los vinos son la luz y la temperatura.

o Quimicos: Los vinos ven alteradas sus caracteristicas por la actividad
enzimatica de los microorganismos presentes en el propio vino y otras
reacciones quimicas inherentes a su composicion.

o Biologicos: Las alteraciones se producen por efecto del crecimiento, y su
correspondiente actividad metabdlica, de bacterias, levaduras y hongos
filamentosos o por la accion de insectos, como la mosca del vinagre
(Drosophila melanogaster), que suele ser portadora de bacterias &acido
aceéticas.

Los peligros mas importantes son los producidos por contaminaciones microbiolégicas,
que proceden mayoritariamente de las materias primas empleadas en la elaboracion
del vino y que contienen su propia microbiota natural o de la falta de higiene en las
operaciones de procesado y distribucién, en las que puede contaminarse con una gran
variedad de microorganismos. La composicién quimica del vino y las condiciones en
las que se encuentre pueden favorecer el crecimiento y predominio de alguno de ellos
y conducir, por consiguiente, a la alteracion del vino. La alteracién no solo se debe al
crecimiento microbiano, sino también a la produccién de metabolitos finales que
pueden originar olores, colores y/o sabores desagradables, gas, limosidad (pérdida de
la textura normal) o pueden provocar riesgos para la salud humana (Forsythe et al.,
1998).

Los principales microorganismos causantes de alteraciones a nivel organoléptico son:
levaduras, bacterias acido lacticas y bacterias acéticas, y proceden tanto de la uva
como del ambiente de la bodega. En la Tabla 1 se recogen los principales géneros, asi
como su origen y las alteraciones que causan.
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Tabla 1: Principales microorganismos causantes de alteraciones organolépticas en vinos. (Elaboracion

propia)
FAMILIA GENERO ORIGEN ALTERACION
Uva Produccién de fenoles volatiles
Ambiente de bodega | « 2
Brettanomyces/Dekkera Sabor a _!'aton (pon_' la
Barricas de crianza produccion de acetamida)
Velo o Flor
Saccharomyces Ambiente de bodega
Refermentaciones
Uva
Rhodotorula Velo o Flor
Ambiente de bodega
LEVADURAS
Uva
Candida/Metschnikowia ] Velo o Flor
Ambiente de bodega
Uva Aumento de la acidez volatil
Kloeckera/Hanseniaspora ] ) ]
Ambiente de bodega | Produccién de acetato de etilo
Schizosaccharomyces ] Desacidificacion del vino
Ambiente de bodega
Uva
Torulaspora Velo o Flor
Ambiente de bodega
Velo o Flor
Pichia Uva )
Refermentaciones
Velo o Flor
Hansenula Uva
Refermentaciones
Uva Velo o Flor
Zygosaccharomyces ] ]
Ambiente de bodega | Refermentaciones
Picado lactico
Ahilado
Uva Vuelta
Pediococcus Ambiente de bodega | Amargor
Fenoles volatiles
Picado lactico
Oenococcus Ambiente de bodega
Olores desagradables
Picado lactico
Ahilado
BACTERIAS Uva
. P Vuelta
ACIDO LACTICAS Ambiente de bodega
Lactobacillus Amargor
Fenoles volatiles
Picado lactico
Uva
Leuconostoc Ahilado
Ambiente de bodega
Amargor
Gluconobacter Uva Picado acético
BACTERIAS
) , Ahilado
ACIDO ACETICAS | Acetobacter Ambiente de bodega
Picado acético

Sandra Sanz Heras

UNIVERSIDAD DE VALLADOLID — CAMPUS DE PALENCIA

Grado en Enologia

6/33



IDENTIFICICACION Y CARACTERIZACION DE MICROORGANISMOS ALTERANTES DEL VINO EN BODEGA:
REVISION DE APLICACIONES DE LAS NUEVAS TECNICAS MOLECULARES

Por otro lado, los peligros que afectan a la seguridad sanitaria del producto se pueden
dividir segun las distintas etapas de elaboracion.

Recepcion de la uva: Se detecta un peligro por la presencia de micotoxinas
de podredumbre. Las micotoxinas (etimol6gicamente procedentes de las
palabras griegas mikes = hongo y toxican = veneno) son productos metabdlicos
de determinados hongos filamentosos que actian como fuertes venenos contra
otros organismos o grupos de organismos, si bien no ejercen accion nociva
contra los microorganismos productores (Shotwell et al., 1969). La micotoxina
mayoritaria en bebidas fermentadas como el vino, es la ocratoxina A (OTA). Se
trata de un metabolito secundario producido por ciertos hongos filamentosos
que estan presentes en el suelo y en las materias organicas y que se expanden
y se desarrollan en las uvas durante la fase de maduracion. La formacién de
OTA en las uvas se debe principalmente a la contaminacion de las bayas por
ciertas especies de Aspergillus carbonarius (Cabafies et al., 2002) y, con
menor frecuencia, por Aspergillus niger y especies del género Penicillium (Bau
et al., 2005; Battilani et al., 2002). Se consideran hongos oportunistas porque
colonizan las bayas dafiadas a consecuencia de una deficiente proteccion
fitosanitaria o heridas, provocando la llamada “podredumbre negra” (WHO
technical Report Series, 1991 y 1995). Los estudios realizados por el Comité
Mixto FAO/OMS de expertos en Aditivos Alimentarios (WHO Food Additives
series, 2001y 2007), por el Comité Cientifico de la Comisiébn Europea
(European Commission) sobre presencia de aflatoxinas y ocratoxina A en
alimentos y por la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA), sobre
los efectos toéxicos de la OTA, demuestran que esta micotoxina esta
relacionada con diferentes efectos nefrotéxicos, inmunotdxicos, genotoxicos,
carcinogénicos, teratogénicos y neurotdxicos. Respecto a la actividad
carcinogénica, la Agencia Internacional de Investigacién contra el Céancer
(IARC) ha clasificado a esta micotoxina en la categoria 2B, es decir, como
posible carcin6geno humano (IARC, 1993). Los limites maximos en
determinados productos alimenticios estan regulados por La Organizacion
Mundial de la Salud. la Organizacién Internacional de la Vifia y el Vino (OIV) ha
establecido el limite de OTA en vino en 2 ug kg™, Segun el Reglamento (CE)
1881/2006, de 19 de diciembre de 2006 (Reglamento (CE) N° 1881/2006).

Fermentacion alcohodlica: Durante esta etapa se detecta un peligro por la
produccién de carbamato de etilo, (CE) o uretano, que es un éster del acido
carbamico (CH3;CH,OCONH,) resultante de la reaccion de esterificacion de
éste con el alcohol etilico (Mira de ordufia y col. 2000a). Aunque el principal
precursor del carbamato de etilo en vino por reaccién con el etanol es la urea
excretada por las levaduras, otros precursores del carbamato de etilo que
también reaccionan con el etanol, son los productos de degradacion de la
arginina (como la citrulina y el carbamil-fosfato), llevada a cabo por parte de
diversas especies de bacterias acido lacticas mediante la via de la arginina
deiminasa (ADI) (Figura 2). Oenococcus oeni presenta una capacidad variable
de degradacion de arginina y los genes de la ruta ADI se encuentran en gran
cantidad de sus cepas. Sin embargo, algunas cepas de especies consideradas
contaminantes, como Lactobacillus brevis, Leuconostoc oeni y Lactobacillus
buchneri acumulan mayores cantidades de citrulina que O. oeni (Araque et al.,
2009).
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Figura 2. Ruta de la arginina deiminasa de las bacterias lacticas, con la posible acumulacion de
citrulina y carbamil-fosfato, precursores de la producciéon de carbamato de etilo mediante reaccioén
con etanol. Nombres de los genes de la ruta ADI se indican en rojo (Fuente: Araque et al., 2009)

Durante la fermentacion el amino&cido arginina presente en el mosto se halla
en una concentracion entre 0,1-2,4 g/L y puede llegar hasta los 10 g/L durante
la fermentacion. En la fase de crecimiento aerébico de la levadura, dicho
aminoécido es transformado en citrulina, que se acumula dentro de la levadura.
Esta reaccion se lleva a cabo tomando el nitrégeno iminico de la arginina que,
por accién de una transaminasa, se cambia por un carbonilo, dando lugar a la
citrulina. Una vez alcanzada la concentracibn maxima de este compuesto en el
interior de las levaduras, es liberado al medio. Alli, las bacterias acido lacticas
lo hidrolizan formando acido carbamilico que pasa al medio y en presencia del
alcohol producido origina el carbamato de etilo (Ough et al., 1988; Monteiro et
al., 1989; Teymo-Larsson, 1989; Ough et al., 1990; Liu y Pilone, 1998).

El carbamato de etilo, debido a su ligera lipofilia puede penetrar en el sistema
nervioso central donde ejerce una accién sedante y anestésica. Ademas, es
una sustancia clasificada como genotdxica y probable carcindgeno en humanos
(grupo 2A) por la IARC (IARC 1993). Como medidas de control es necesario
controlar los niveles de carbamato de etilo en vinos en caso de exportacién en
paises que han establecido limitaciones a su presencia en vino: en Estados
Unidos es obligatorio desde 1988 determinar el nivel de CE presente en las
bebidas fermentadas, para que no supere el limite de 15 ppb establecido por la
FDA. También, la FAO/OMS Comité Codex sobre aditivos alimentarios y
contaminantes de los alimentos determiné en su 252 reunion (La Haya, 22-26
de marzo de 1993) los limites legales de CE permitidos en bebidas alcohdlicas:
30 pg/L en vinos de mesa, 100 pg/L en vinos generosos, 150 pg/L en
destilados y aguardientes y 400 ug/L en licores.

lll.  Fermentacion malolactica: Durante esta etapa, las principales sustancias de
interés son las aminas bidégenas (AB), compuestos organicos nitrogenados de
bajo peso molecular que poseen actividad bioldgica, producidas principalmente
por las bacterias acido lacticas (Lonvaud-Funel, A. 2001). . Las principales
aminas bidgenas asociadas al vino son las siguientes: putrescina, histamina,
tiramina y cadaverina (Lehtonen, 1996; Soufleros et al., 1998; Vazquez-Lasa et
al., 1998) y, en menor medida, la feniletilamina y la isoamilamina. Segun su
estructura quimica, pueden agruparse en aminas alifaticas (putrescina,
espermidina, espermina, cadaverina), aminas aromaticas (tiramina y
feniletilamina) o aminas heterociclicas (histamina y triptamina) (Silla Santos,
1996) y segun el numero de grupos amino se clasifican en monoaminas
(histamina, feniletilamina y tiramina), diaminas (putrescina y cadaverina) o
poliaminas (espermidina, espermina y agmatina). Las AB se originan por la
descarboxilacion de un aminoacido precursor, a partir de enzimas
descarboxilasas especificas que sintetizan ciertos microorganismos (Figura 3).
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ornitina descarboxilasa
Ornitina > Putrescina

histidina descarboxilasa

Histidina » Histamina
tirosina descarboxilasa

Tirosina » liramina
lisina descarboxilasa

Lisina » Cadaverina

Figura 3. Produccion de aminas biégenas asociadas al
vino a partir de la descarboxilacion de aminoéacidos
mediante las enzimas indicadas (Elaboracion propia)

La putrescina se sintetiza por dos rutas alternativas; a partir de la ornitina
mediante descarboxilacion o a partir de la arginina, en dos reacciones
sucesivas de descarboxilacion y desaminacion. La Espermidina y la espermina
se sintetizan sucesivamente a partir de putrescina (Pegg, 1988).

Se han caracterizado diversas especies de bacterias lacticas como productoras
de aminas bidgenas que incluyen Lactobacillus hilgardii, L. brevis L.
buchneri y Pediococcus parvulus (Landete et al., 2005 y 2007a). Algunas cepas
de O. oeni también pueden producir ciertas cantidades de aminas bidgenas
como la histamina y, en menor grado, la putrescina, aunque las especies
mayoritariamente responsables de que se produzcan elevados contenidos de
estas dos aminas bidégenas en vino son Lactobacillus hilgardii y Pedicoccus
parvulus (Landete et al., 2007b).

La cantidad de AB depende de la microbiota presente en la bodega, la
presencia de los precursores y de pardmetros técnicos de la elaboraciéon, como
son la acidez del mosto o el vino y medidas tomadas en la correccién de SO2.
Son sustancias que pueden desencadenar reaccionas alérgicas, principalmente
la histamina y, en menor grado, la tiramina, o producir desviaciones
organolépticas, como es el caso de la putrescina o la cadaverina. Las
intoxicaciones agudas mas frecuentes son las causadas por la histamina, que
cursa con nauseas, vomitos, diarrea, hipotensién, palpitaciones, enrojecimiento
y dolor de cabeza (Shalaby., 1996) y por la tiramina, que produce hipertension,
migrafia, nauseas, voémitos, taquicardia y aumento en la glucemia. Actualmente
en Espafia no existe reglamentacion al respecto, aunque si se han
recomendado umbrales maximos de histamina en vinos en Alemania (2 mg/L),
Bélgica (5-6 mg/L), Francia (8 mg/L) o Suiza (10 mg/L) Paises Bajos (3
mg/l) como valores maximos tolerables en el vino (OSEC, 2002).

2.3.RECURSOS PARA LA IDENTIFICACION PRECISA Y PRECOZ DE
MICROORGANISMOS

La dindmica de la ecologia microbiana de los vifiedos, las uvas y el vino se estudian
desde los afios 1970 (Barnett et al., 1972). Los métodos analiticos utilizados en el
aseguramiento de la calidad microbioldgica de los alimentos utilizan técnicas clasicas
de microbiologia, basadas en el cultivo y crecimiento de los microorganismos
presentes en el alimento en medios de enriquecimiento, seguidos de su aislamiento e
identificacion mediante una serie de criterios morfologicos y fisiol6gicos. De esta
manera, es posible detectar y/o cuantificar la presencia de microorganismos en
alimentos, ya sean patdégenos, fundamentalmente bacterias, o no patégenos pero
alterantes de la calidad de los alimentos, que suelen ser hongos filamentosos,
levaduras o también bacterias.
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Sin embargo, la deteccién e identificacion de microorganismos mediante esta
tecnologia puede tardar varios dias, lo cual es muy limitante en un contexto de
produccion industrial, en el que se requieren respuestas rapidas para identificar y
corregir los posibles problemas de forma inmediata, como es el caso de las bodegas.
Por otra parte, los resultados obtenidos no suelen ser cuantitativos, es decir, nos
informan de la presencia o ausencia en la muestra del microorganismo objeto de
andlisis, pero no sobre la cantidad del mismo, lo que puede ser muy relevante para
tomar decisiones. Esto se debe fundamentalmente a la necesidad de utilizar técnicas
de enriquecimiento, en las que hay que cultivar los microorganismos para que se
multipliquen hasta alcanzar una cantidad de células facilmente detectable. Asi, y
debido a las condiciones que se imponen al cultivo, la cantidad de colonias
identificadas después del enriguecimiento no es representativo de la cantidad inicial de
células presentes en la muestra. (Proyecto Genoma Espafia, 2002). Esto significa que
si las condiciones ambientales no son Optimas para su desarrollo, la célula puede
adoptar un mecanismo de supervivencia, que le permite mantener su actividad
metabdlica pero desactivando los mecanismos de replicacién. Por lo tanto,
permanecen viables, pero no pueden crecer y formar colonias por lo que se
consideran viables no cultivables (VNC). Sin embargo, en algunos casos, estas células
pueden retornar al crecimiento activo cuando las condiciones ambientales vuelven a
ser adecuadas, recuperando su capacidad para replicarse y su actividad metabdlica. A
partir de estas células ya viables y cultivables, es posible identificar las colonias sobre
los medios de cultivo (Oliver, 1993). Varios estudios han demostrado que, que tanto
levaduras como Saccharomyces cerevisiae 0 Brettanomyces bruxellensis, como
bacterias acido lacticas y acéticas pueden entrar en estado de VNC al ser sometidas a
determinados tipos de estrés (A. Mas, 2005; Millet y Lonvaud, 2000).

Por otro lado, la identificacion de las distintas especies es a veces ambigua, ya que se
basan principalmente en el estudio del fenotipo, y éste depende de las condiciones
ambientales y del estado de desarrollo del microorganismo (A. Carrascosa et al.,
2005). Y, ademas, la identificacion resultante de este tipo de metodologias no llega a
nivel intraespecifico, de cepa o de individuo, en el que se producen diferencias
importantes en cuanto a su incidencia, tanto positiva como negativa, en el vino final.

Estos hechos abren paso al estudio la ecologia microbiana por métodos genéticos
mediante el uso de técnicas de biologia molecular alternativas e independientes de
cultivo (Metzker, 2010; Nichols, 2007). Conseguir identificar cepas concretas de un
microorganismo puede ser muy importante, entre otras cosas, para identificar el origen
de una contaminacién y para adoptar medidas correctoras. Recientemente, la
utilizacion de técnicas moleculares basadas en el material genético supone una
ventaja respecto a las técnicas clasicas basadas en el cultivo. Estas técnicas permiten
la caracterizacion precisa y precoz de microorganismos mediante secuenciacion
masiva y/o amplificacion por PCR del ADN contenido en la muestra, ademas de
cuantificar las poblaciones mediante gPCR e identificar funciones concretas mediante
al analisis del ARN mensajero de las enzimas correspondientes. Las técnicas
moleculares utilizadas incluyen andlisis como la restriccion del DNA mitocondrial
(Martorell et al., 2006), PCR-RFLP (Dias 2003; Esteve-Zarzoso et al., 1999), PCR-
RAPD (Martorell et al., 2006) y PCR con cebadores especificos (Cocolin et al., 2010).

Entre las limitaciones de estas técnicas, podemos citar los siguientes: Aunque algunas
de estas técnicas son cuantitativas, en algunas ocasiones puede resultar necesario un
paso de enriquecimiento previo a la extraccion del ADN, de forma que resultan
semicuantitativas. Por otro lado, estas técnicas reducen el tiempo de andlisis con
respecto a las técnicas de cultivo, al usar como diana el ADN, se detectan tanto
células vivas, lo que incluye a las células VNC, como células muertas, pudiendo dar
lugar a una sobreestimacion del nimero de microorganismos en la muestra (Andorra
et al., 2010). Para paliar estos inconvenientes en la medida de lo posible, se estudia
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como alternativa al ADN, el ARN. Este se degrada mas rapidamente que el ADN, y es
un buen indicador de viabilidad celular, ya que el ARN celular solo esta presente en
microorganismos vivos, mientras que el ADN puede permanecer intacto durante afios
a pesar de que el microorganismo haya perecido. Por ello, se esta tendiendo al uso de
PCR a tiempo real o PCR cuantitativa (qPCR), para la deteccion especifica y
cuantificacion de microorganismos directamente del vino en cada una de sus etapas
de elaboracion. El problema principal de la qPCR a partir tanto de ADN como de ARN
es que la gPCR solo permite detectar y cuantificar los microorganismos diana para los
cuales hayamos disefiado cebadores de amplificacion especificos y se desconoce si
dichos microorganismos son los unicos implicados en el deterioro del vino.

En la actualidad, el estudio de la diversidad microbiana puede realizarse mediante una
nueva técnica molecular denominada secuenciacibn masiva HTS (de sus siglas en
inglés High Throughput Sequencing), disefiada principalmente para la identificacion de
toda la microbiota contenida en la muestra, lo que se conoce como metagenomica. La
metagendmica es andloga a la gendémica (el estudio del conjunto de ADN de un
organismo), con la diferencia de que no se ocupa de un Unico genoma, de un clon u
organismo cultivado o caracterizado en el laboratorio, sino de toda la comunidad
microbiana presente en una muestra ambiental. En el sentido estricto, meta proviene
del griego “mas alla”, de ahi que el término significa literalmente “mas alla del estudio
del genoma” (Gilbert y Dupont, 2010). De esta forma se obtiene una enorme cantidad
de informacién genética del genoma colectivo de la comunidad microbiana; es decir, el
material genético de las células vivas, el ADN de los microorganismos en estado de
latencia, el ADN de los organismos muertos y el ADN extranuclear de todos ellos
(Vieites et al., 2010). Consiste en la secuenciacion en paralelo de genomas enteros o
de genes particulares que se utilizan como marcadores moleculares, para todas las
especies albergadas en la muestra, tras la extraccién directa de 4cidos nucleicos de la
matriz que se esté estudiando. Entre sus principales usos destacan los siguientes:
determinar la presencia 0 ausencia de microorganismos; analizar el total y la
proporcion de cada uno de los organismos que componen la comunidad; y, predecir
sus roles funcionales en el ecosistema, mediante las llamadas etiquetas de genes
ambientales, es decir, fragmentos de genes que codifican dominios conservados o
motivos de familias de proteinas Unicos para cada especie (Schmeisser et al., 2007,
Vietes et al., 2009; Davenport y Burkhard, 2013;). Toda la informacion asi generada,
extremadamente grande, se almacena en bancos de datos ambientales, que sirven de
referencia de comparacion y que permiten la identificacion concreta de las especies
presentes en las matrices analizadas, asi como llevar a cabo estudios de asociacién
entre especies y alteraciones (Obregon-Tito et al. 2015; Marmiroli et al., 2007).

Las técnicas de HTS se han aplicado ampliamente también al estudio de la
fermentacion de alimentos o su deterioro microbiano (Ercolini, 2013) y, recientemente,
se ha puesto de manifiesto la capacidad y potencial de estas técnicas para detectar
contaminaciones en alimentos y su posible trazabilidad en el entorno en el cual se
procesan dichos alimentos (Ercolini et al., 2013).La ventaja indudable que las técnicas
HTS aportarian al estudio del deterioro en el vino es que, al obtener miles de
secuencias para una Unica muestra, se puede tener una descripcion detallada de
todos los microorganismos presentes en el deterioro y el cambio poblacional previo a
la proliferacion de un determinado microorganismo responsable de la alteracion, con lo
que podria tener caracter predictivo. Ademas, permiten procesar cientos de muestras
simultaneamente y se pueden realizar tanto a partir de DNA como de RNA, con lo que
se podria tener informacion no solo de los microorganismos presentes, como de los
metabdlicamente activos en el momento del deterioro. Por otro lado, mediante la
metatranscriptomica (derivada de la transcriptémica, que estudia todos los genes que
se estan transcribiendo en un determinado momento, en muestras ambientales) se
podria tener informacion de las interacciones metabdlicas que se producen entre los
distintos microorganismos implicados en el deterioro del vino.
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Recientemente, se ha creado una plataforma de analisis genémico para el vifiedo y el
vino, denominada WineSeq basada en secuenciacion masiva de ADN, disefiada
para monitorizar las comunidades microbianas que interactiian a lo largo del proceso
de vinificacion. Segun declaran sus creadores, “las principales bacterias y levaduras
implicadas en el proceso, son unas 10 especies. Actualmente, podemos analizar la
comunidad microbiana entera, habiéndose identificado hasta la fecha un total de 400
especies microbianas diferentes, entre bacterias y levaduras, en mosto, en un estudio
en el que han participado 20 de las principales bodegas de Espafia procedentes de las
DO de Toro, Ribera del Duero y La Rioja.

2.4.JUSTIFICACION

Basandose en los antecedentes revisados en la introduccion, parece clara la
necesidad de identificar los distintos microorganismos implicados en la elaboracion del
vino mediante técnicas de genética molecular. En los ultimos afios, estas técnicas han
cambiado la visibn sobre la diversidad microbiana, ya que permiten describir y
monitorear la sucesion de los microorganismos. AplicAndolas al vino, contribuiran a
producir vinos en condiciones mas controladas y a asegurar su calidad, permitiendo
identificar los peligros potenciales de origen biolégico, de forma precoz y precisa.

Los datos concretos que ya se estan generando son de distinta indole:

— Datos fiables sobre la diversidad y la identidad taxon6mica, a nivel de especie,
cepa o incluso de individuo, de los microorganismos presentes en el vino en
cada etapa de su produccién.

— Datos cuantitativos que describan cambios en las poblaciones de cada
categoria taxondmica durante la produccion y la cadena de distribucion.

— Informacion sobre el origen de los microorganismos en el producto

— Estudios de correlacién entre el crecimiento y la actividad de los organismos
individuales y la calidad y seguridad del producto. Los alimentos fermentados
contienen generalmente microbiotas complejas, que, hasta ahora, eran dificiles
de describir y de estudiar experimentalmente.

3. OBJETIVOS

Las alteraciones del vino pueden tener su origen en factores fisico-quimicos, en cuyo
caso suelen denominarse quiebras, o pueden tener su origen en la accién de
microorganismos en cuyo caso hablamos de enfermedades (Peynaud, 1989; Biol et
al., 1992; Navarre, 1994). Para cada etapa del proceso de elaboracion de vinos se
identifican “peligros biolégicos”, siendo objeto de interés tanto los organismos
causantes de alteraciones en la calidad organoléptica del producto como los
organismos alterantes de la seguridad por la produccion de toxinas y otros metabolitos
nocivos o potencialmente nocivos para el consumo humano.

En este trabajo, nos hemos fijado como obijetivo, la revisién de los siguientes aspectos:

1. Revisar las herramientas moleculares actualmente disponibles para identificar
de forma precisa y precoz los microorganismos presentes en muestras
complejas, como son las distintas etapas de la elaboracion del vino.

2. Revisar los casos documentados sobre la aplicacion de estas herramientas al
andlisis de peligros, biolodgicos y quimicos, asociados a la calidad y seguridad
de los vinos, y en particular:

a. La correlacion entre la presencia y/o ausencia de microorganismos y las
enfermedades de un vino y sus posibles relaciones causa-efecto

b. La identificacion precoz de microorganismos productores de aminas
bidbgenas, carbamato de etilo y micotoxinas.
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4. METODOLOGIA
4.1.RECOPILACION BIBLIOGRAFICA

Se ha realizado una revisién no sistematica, referente a las técnicas moleculares
utilizadas actualmente en identificacion y caracterizacion de microorganismos
alterantes del vino en bodega, destacando a la vez sus aplicaciones.

La busqueda se llevo a cabo en las bases de datos Science Direct, Springer Journal,
Medline y Web of Science utilizando las siguientes palabras clave: molecular
identification, organeptic defects in wines, massive sequencing, microorganisms in
wines, biogenic amines, mycotoxins, y las siglas RFLP, AFLP, PCR, gPCR, entre
otras.

4.2.LECTURA Y CLASIFICACION DE LA BIBLIOGRAFIA
Después de leer los articulos recopilados, se han clasificado en tres categorias:

e Articulos generales sobre técnicas de identificacion molecular;
e Articulos sobre alteraciones o enfermedades de los vinos vino;
e Articulos sobre efectos de las alteraciones de los vinos sobre la salud humana;

A la vista de esta clasificacion, se ha organizado el presente TFG en dos partes:

1) Descripcion exhaustiva de las metodologias moleculares disponibles y utilizadas en
bodega para mejorar el conocimiento y control de los microorganismos implicados en
las alteraciones del vino.

2) Descripcion de los casos descritos en la bibliografia sobre alteraciones del vino
debidas a la presencia de microorganismos en dos aspectos fundamentales:

a) Las enfermedades del vino que provocan alteraciones organolépticas haciendo
especial hincapié en la contaminacion por Brettanomyces bruxellensis

b) La presencia de toxinas para la salud humana, utilizando como caso ejemplar
los microorganismos productores de ocratoxina o los productores de aminas
bi6égenas.

4.3.REDACCION DEL TEXTO

Para la redaccion nos hemos basado en el documento titulado “Para empezar a
entendernos” (Fernandez et al., 2008)

El modelo de documento utilizado y la relacién de referencias bibliogréficas citadas
(30-50) se ha realizado en funciéon de la normativa establecida y aprobada por el
comité del grado de enologia respecto al formato de los trabajos bibliograficos que se
presenten como TFG, aunque no entre en vigor hasta el curso 2018/2019.

Segun esta normativa, el nimero maximo de referencias bibliograficas que se pueden
citar es de 30. En este caso, y debido a que en este caso, la bibliografia consultada
era muy superior a ese numero, he aplicado los siguientes criterios de citacion:

i) Actualidad de la informacion consultada, citando en el texto siempre los de
mayor actualidad.

ii) Analisis objetivo de la tematica y alcance de la misma.

iil) Relevancia de los autores y nimero de citaciones o referencias. La relacion
completa de articulos recopilados se recoge en el Anejo I.
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5. REVISION BIBLIOGRAFICA

Los microorganismos que producen alteraciones en los vinos pueden agruparse en
numerosas categorias como ya hemos visto en la Tabla 1 y en distintos momentos del
proceso de elaboracion del punto 2.2 de la introduccion.

Por otro lado, y tal como se ha establecido en el punto 2.3 de la introduccién, la
identificacion precisa y precoz de los organismos que producen las alteraciones, asi
como la cuantificaciébn de las poblaciones y el estudio de su estado funcional son
aspectos vitales para comprender la ecologia microbiana del vino y poder controlar
mejor el proceso. En esta tarea son fundamentales la comprension y aplicacion de las
técnicas moleculares basadas i) en la PCR, o sus derivadas, como la qPCR, ii) la
secuenciacion masiva apoyada en la bioinformatica vy iii) el andlisis del RNA mensajero
de las funciones enziméticas que se quieren analizar.

En esta seccién revisamos en el punto 5.1., el estado de la cuestion (“estado del arte”)
de las tecnologias moleculares actualmente disponibles para estudiar la microbiota del
vino y en el punto 5.2., dos de las alteraciones mas importantes, como ejemplos de las
posibles aplicaciones de las nuevas tecnologias de identificacion molecular descritas
en el apartado 2.3 de la introduccién: (i) alteraciones que provocan problemas en la
calidad organoléptica y (ii) presencia de sustancias toxicas que alteran la seguridad
sanitaria del producto.

5.1. TECNICAS MOLECULARES DE IDENTIFICACION DE
MICROORGANISMOS EN LA INDUSTRIA ENOLOGICA

Actualmente, el origen, el desarrollo y la sucesion de las distintas especies de
levaduras, bacterias acido lacticas, bacterias acido acéticas y hongos filamentosos,
descritas en la Figura 1, puede seguirse utilizando técnicas moleculares especificas,
basadas fundamentalmente en la secuenciacién de ADN y en la PCR (Reaccién en
Cadena de la Polimerasa, por sus siglas en inglés) y sus derivadas, como la gPCR,
que permiten la diferenciacion, tipificacién e incluso su cuantificacion a nivel de cepa.

La historia de la secuenciacion del ADN comienza en 1977 cuando se publicaron los
primeros métodos de secuenciacion del ADN, desarrollados por un lado por Sanger vy,
por otro, por Maxam y Gilbert. Estos métodos, denominados de primera generacion, se
basan en la secuenciacion directa de fragmentos cortos de ADN (entre 400-800pb),
gue es actualmente una de las herramientas fundamentales para el estudio de la
diversidad biol6gica. Por primera vez, se pudieron establecer diferencias entre
especies, poblaciones e individuos en base a su genotipo, en lugar de la apariencia
externa o fenotipo, y se constaté que organismos muy proximos, como las distintas
cepas de una misma especie de bacterias o levaduras, presentaban diferencias en su
genotipo y, por consiguiente, en sus caracteristicas.

A finales de los afios 80 se llevan a cabo una serie de descubrimientos e inventos,
como la Reaccidon en Cadena de la Polimerasa (PCR, en inglés), practica que permite
la amplificacion exponencial de un fragmento de ADN definido por sus secuencias
flanqueantes (Mullis, 1990); la Taq Polimerasa, enzima termoestable que puede
utilizarse en la PCR (Innis et al., 1988; Carballeira et al., 1990); o el marcaje del ADN
con fluorocromos, método de deteccién utilizado para identificar los distintos tipos de
fragmentos de ADN sintetizados “de novo” e “in vitro’(Prober et al., 1987; Igloi, 1998).
Estas técnicas requieren conocer a priori algunas secuencias de los organismos de
estudio, presentando mayor dificultad cuando se trabaja con especies o comunidades
microbianas poco conocidas. Son métodos sensibles y especificos, ademas rapidos,
reproducibles, eficientes, fiables y econdémicos. De este modo surge la siguiente
revolucion en el estudio de los microorganismos y de las interacciones entre éstos y de
éstos con el medio. Por otro lado, utilizando estos métodos moleculares puede
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realizarse la identificacion después de aislar el microorganismo de interés, después de
un enriguecimiento o incluso, directamente, sin necesidad de realizar un cultivo previo.

Aunque la secuenciacion se empez0 a utilizar en 1977, el gran motor del desarrollo de
las técnicas de secuenciacion y analisis del ADN fue el Proyecto Genoma
Humano iniciado en 1990. Este gran proyecto planeaba la secuenciacion completa del
genoma humano con el fin de conocer todos los genes y su posicion relativa en los
cromosomas (mapeo genético). Surgid asi la necesidad de secuenciar de forma mas
rapida y barata, por lo que se crearon plataformas de secuenciacién automética y de
alto rendimiento de ADN, también conocidas como secuenciacion masiva o
secuenciacion de nueva generacion (Schadt et al., 2010; Niedringhaus et al., 2011,
Pareek et al., 2011; Liu et al., 2012). Entre estas plataformas, las mas extendidas son
la 454 Life Sciences de Roche®, las diferentes plataformas de Illumina® y las
plataformas de Life Technologies el SOLID® (por sus siglas en inglés “Sequencing by
Oligonucleotide Ligation and Detection”) y la lon TorrentTM (Knief, 2014). Los sistemas
de secuenciacion masiva se basan en la obtencion masiva de datos, en el orden de
Gigabases o Terabases. Son métodos dependientes de una etapa de amplificacién via
PCR para la intensificacion de la sefal tras la cual se secuencian en paralelo millones
de fragmentos de ADN de multiples individuos, haciendo posible el desarrollo de
proyectos de secuenciaciébn a corto plazo, lo que garantiza una alta precision y
rendimiento, asi como el abaratamiento de los costes. Desde el punto de vista del
estudio de la diversidad biolégica, la secuenciacibn masiva permite, entre otras
aproximaciones, desarrollar de manera relativamente sencilla un gran nimero de
marcadores genéticos en casi cualquier especie, que se pueden utilizar para estudios
filogenéticos, de diversidad, o de mapeo genético; para la determinacién de patrones
de expresion y de regulaciébn génica; o para la identificacibn de especies de
microorganismos presentes en muestras ambientales, llegando a discernir entre cepas
0 genotipos intraespecificos (Baird et al., 2008; Wang et al., 2009; Davey et al., 2011;).

A pesar de sus innegables ventajas, la secuenciacion masiva también presenta una
serie de limitaciones que van superandose conforme se desarrollan nuevas mejoras
tecnolégicas. Una de las mayores limitaciones se debe a que, en determinadas
ocasiones, la caracterizacion a nivel de cepa no es posible, por lo que se deberan
complementar con las técnicas moleculares independientes de cultivo anteriormente
mencionadas. Por otro lado el manejo del elevado volumen de datos generado en
cada experimento (Zhao et al., 2013), requiere un exhaustivo manejo de técnicas de
analisis estadistico basado en complejos algoritmos que se conocen como técnicas
bioinformaticas avanzadas. Ademas, la ingente cantidad de informacién bioldgica que
se genera mediante esta tecnologia se recoge en enormes bases de datos, que solo
se pueden explotar con programas bioinformaticos cada vez mas complejos y
potentes. Asi, se han desarrollado los recursos de las ciencias “6micas”, que permiten
comparar, organizar y analizar los datos generados, para especies ya conocidas y
especies nuevas (Lépez de Heredia y Vazquez-Poletti, 2016). El sufijo “-6mica” hace
referencia al estudio de todas las moléculas del mismo tipo presentes en un organismo
dado y en unas circunstancias dadas. Asi, la gendmica, la protedmica, la
transcriptomica y la metabol6mica, estudian, respectivamente, todos los genes, las
proteinas, los transcritos (RNA mensajeros) 0 presentes en un organismo en unas
condiciones particulares. A estas tres Ultimas ciencias también se las agrupa bajo la
denominacion de “gendmica funcional’, ya que permiten analizar la expresion
diferencial de los genes y su regulacién, a través de todos los productos de la
expresion de los genes (Wilmes y Bond, 2006; Turnbaugh y Gordon, 2008; Gilbert y
Hughes, 2011).

Ademas de la secuenciacion que ya ha quedado descrita en el apartado 2.3, las
principales técnicas actualmente disponibles para la identificacion y cuantificacion de
microorganismos en el vino se enumeran a continuacion. En cada caso se cita alguna
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de las aplicaciones que se han llevado a cabo en vino. Es importante resaltar que el
uso de estas técnicas en los distintos ambitos es muy cambiante, ya que
constantemente se desarrollan nuevas técnicas, nuevas variantes o se producen
mejoras en algunos aspectos, por lo que algunas de ellas han caido en desuso, en
favor de otras mas eficaces, mas especificas o0 mas abordables econémicamente.
Para ordenar este epigrafe, se han agrupado las técnicas desarrolladas antes de la
PCR (5.1.1) y las técnicas derivadas de la PCR (5.1.2.).

5.1.1. TECNICAS DE IDENTIFICACION MOLECULAR ANTERIORES
AL DESARROLLO DE LA PCR

Hibridacion Fluorescente In Situ (FISH): Con esta técnica, los microorganismos son
detectados especificamente como consecuencia de la unién de sondas de ADN
marcadas con un fluorocromo, con fragmentos de ADN o ARN especificos del
microorganismo. Es posible la identificacion simultanea de varios microorganismos,
pero se debe tener en cuenta que pueden existir problemas de accesibilidad a ciertas
regiones del ARN, causados por proteinas ribosomicas o problemas en la
permeabilizacion celular. Después de la unién de la sonda con las secuencias diana,
se pueden cuantificar las sefiales emitidas con una cadmara sensible a la luz,
conectada a un analizador digital de imagenes. Es una técnica que permite diferenciar
especies dentro de una misma muestra, utilizando sondas especificas para cada
especie y diferentes fluoréforos. Permite la deteccion de levaduras (Stender et al.,
2001) y bacterias alterantes del vino (Blasco et al., 2003) (Figura 4).

Figura 4. A la derecha, imagen obtenida por FISH de bacterias lacticas en un vino.
Lactobacillus plantarum hibridados con la sonda LU2 marcada con rodamina (rojo) y
Lueconostosc mesenteriodes con fluoresceina; A la izquierda Fotografia de fluorescencia
de la evolucién de las bacterias acido acéticas en un vino. Se aprecian las células muertas
en rojo y las vivas en azul. (Fuente: Bottari et al., 2006)

Esta técnica se ha utilizado para el seguimiento de la poblaciéon bacteriana durante la
vinificacién y guarda de vinos (Sohier y Lonvaud-Funel, 1998) La técnica FISH y
usando la sonda especifica de la familia Acetobacteraceae (AABr), permite la
deteccion de células viables no cultivables (Bottari et al., 2006), y para estudiar la
diversidad poblacional de levaduras durante la fermentacion (Xufre et al., 2006).

Cariotipo o separacion de cromosomas en PFGE: La técnica se basa en la
separacion de cromosomas en electroforesis de campos pulsados (Pulsed Field Gel
Electrophoresis) que provoca una reorientaciéon molecular del ADN, que es diferente
dependiendo de su tamafio molecular. Las diferentes cepas de una misma especie
presentan una gran variabilidad en nimero y tamafio de cromosomas, presentando
cariotipos diferentes. Existen varios trabajos centrados en la caracterizacion de
levaduras mediante el andlisis de este tipo de polimorfismos. El primer cariotipo
electroforético completo fue realizado en Saccharomyces cerevisiae (Carle y Olson,
1985), separandose sus 16 cromosomas con tamafios comprendidos entre 200 kb y
mas de 2Mb. Recientemente, y ante la estandarizacion de nuevas técnicas, la
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cariotipificacion de cromosomas de levaduras resulta muy util para generar perfiles
especificos para la caracterizacién de cepas, sin embargo los polimorfismos presentes
entre diferentes especies, restringe su uso en el andlisis de un gran nimero de
levaduras contaminantes; ademas, la complejidad y larga duracion del proceso, junto
con el equipamiento especializado necesario, limitan alin mas su aplicabilidad para la
caracterizacion rutinaria en levaduras (El Hage & Houseley, 2013). Esta técnica se
puede utilizar para tipificar cepas de Dekkera bruxellensis aisladas de vino (Mitrakul et
al., 1999) y prevenir las grandes pérdidas econdmicas que deja el deterioro del vino
por esta levadura. La cariotipificacion mediante PGFE, también se aplica en la
identificacion de cepas de interés en las fermentaciones vinicas (Puig et al., 2000).
Ferreira y colaboradores, (2009) evaluaron la diversidad y dinamica de la poblacién de
levaduras durante la fermentacion.

Andlisis de perfiles de restriccion del ADN mitocondrial: El analisis de restriccion
del ADN mitocondrial (ADNmt) se ha desarrollado en S. cerevisiae basado en las
diferencias en el contenido de G+C existentes entre el ADN nuclear (ADNn) y el
ADNmt, ya que en el ADNn este es de un 40%, mientras que en el ADNmt es solo de
un 20%. Esto permite realizar un analisis de restriccion al ADN total, utilizando las
enzimas especificas para reconocer las regiones ricas en G+C:el ADNn sufre
numerosas rupturas, generandose numerosos fragmentos de muy pequefio tamafio,
los cuales no se discriminan en geles de agarosa. De esta manera, mediante una
electroforesis de ADN total digerido con estas endonucleasas solo se observan los
fragmentos correspondientes al ADNmt ubicados segln su tamafio y mostrando
perfiles especificos (Querol et al. 1992; Orbera T., 2004) (Figura 5).
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Figura 5. Perfiles de restriccion (enzima Hinf I) el ADN mitocondrial de cepas de
Saccharomyces aisladas de fermentaciones espontaneas de mostos (Fuente: Schuller
et al., 2005)

Esta técnica permite diferenciar cepas no solo dentro del género Saccharomyces, sino
sobre otras levaduras de interés enolégico como, Brettanomyces o0
Zygosaccharomyces. (Vezinhet et al., 1990; Esteve-Zarzoso et al., 2003; Mufioz et al.,
2009). Investigadores de la Universidad de Valencia demostraron la utilidad de la
técnica para determinar la autenticidad de las cepas comerciales que se usan en las
fermentaciones dirigidas (Esteve-Zarsoso et al., 2001; Fernandez-Espinar et al., 2003),
asi como también para realizar el seguimiento a las fermentaciones y diferenciar las
cepas comerciales de la flora nativa contaminante.
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5.1.2. TECNICAS DE IDENTIFICACION MOLECULAR DERIVADAS
DE LA PCR

Reaccion en cadena de la polimerasa o PCR: Utilizando un termociclador (horno
termostatizado que permite definir con altisima precision las temperaturas y los
tiempos de exposicion del ADN a ellas) se separan las dos cadenas de ADN, unirles
fragmentos especificos de ADN que se usan como cebadores o iniciadores y copiar
literalmente y con alta precision las dos hebras de una region particular del ADN,
obteniéndose una copia de dicha region. Este proceso se repite de forma ciclica, lo
que da como resultado una amplificacion exponencial del fragmento del ADN inicial
comprendido entre las secuencias complementarias de las secuencias de interés y se
generan millones de copias de la region original. Posteriormente estos fragmentos
amplificados se someten a electroforesis, que inicialmente eran en gel de
poliacrilamida y posteriormente en otros polimeros y en soportes capilares, y se
separan segln su carga y tamafo (Mullis, 1990). Esta técnica se emplea en la
caracterizacion e identificacion de levaduras (Cocolin et al., 2002). y bacterias vinicas
(Bartowsky et al., 1999), también en estudios de biodiversidad (Amann et al., 1996)
(Figura 6).

PCR : Polymerase Chain Reaction
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Figura 6. Etapas de la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR). Las temperaturas y los
tiempos indicados pueden variar dependiendo
de las caracteristicas del ADN que se desee
amplificar (Fuente: Andy Vierstraete, 1999)

PCR a Tiempo Real o PCR cuantitativa (QPCR): La qPCR es una variante de la PCR
convencional que se basa en la deteccion y cuantificacion simultanea de la
fluorescencia emitida por los productos de PCR que se acumulan durante el proceso
de amplificacion, cuando se usan cebadores marcados. La PCR cuantitativa ofrece la
posibilidad de detectar, en tiempo real, el nivel de amplificacién de una secuencia de
interés, con el objeto de estimar la cantidad de esa secuencia presente en la muestra
original. En la PCR a tiempo real, los procesos de amplificacién y deteccion se
producen en el mismo vial cerrado, sin necesidad de ninguna acci6n posterior.
Ademas, mediante deteccion por fluorescencia se puede medir durante la
amplificacion la cantidad de ADN sintetizado en cada momento, ya que la emision de
fluorescencia producida en la reaccion es proporcional a la cantidad de ADN formado.
Esto permite conocer y registrar en todo momento la cinética de la reaccién de
amplificacion. Un punto que debe tenerse en cuenta al utilizar esta técnica es que no
diferencia entre células viables y no viables debido a que el ADN sigue presente aln
después de la muerte celular. A diferencia de la PCR convencional, la gPCR es mas
rapida y menos laboriosa ya que no requiere la visualizacion de los productos
obtenidos en gel, y esto ademas reduce el riesgo de contaminaciéon post-PCR (Heid et
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al., 1996; Schaad y Frederick, 2002). Por otra parte, la qPCR tiene un mayor rango de
amplificaciéon de la molécula diana, siendo la deteccién del ADN diana mas precisa
(Jordan, 2000; Kabir et al., 2003). Esta técnica se ha utilizado para la cuantificacion de
bacterias acéticas (Gonzélez et al., 2003) y levaduras (Hierro et al., 2006),
directamente del vino. Otras aplicaciones de esta técnica para la cuantificacién y
deteccion de microorganismos del vino han sido: deteccion de Dekkera/Brettanomyces
bruxellensis (Phister et al., 2003), S. cerevisiae (Martorell et al., 2005), y determinar
cuantitativamente la concentracion de bacterias lacticas pertenecientes a especies de
Oenococcus oeni en vinos (Neeley et al., 2005). Esta técnica permite la cuantificacion
directa de microorganismos perjudiciales para el vino tanto durante, como al final de la
vinificacion y después del embotellado (Martorell et al., 2005; Phister et al., 2003).

Microsatélites: Los microsatélites son regiones que contienen repeticiones en serie
de secuencias cortas de nucleotidos. Estas regiones estan distribuidas a lo largo del
genoma de la mayoria de los eucariotas y son altamente variables entre especies.
Este elevado polimorfismo hace que los microsatélites sean unos buenos marcadores
moleculares para la identificacion intra e inter especificas. La variabilidad de estas
secuencias es detectada mediante la amplificacion por PCR utilizando oligonucle6tidos
especificos. Se obtienen entonces perfiles de amplificacibn que permiten distinguir
cepas de una misma especie (Carro et al., 2007). Los carriles 3, 5 y 6 corresponden
con individuos de la misma cepa, mientras que el resto de carriles muestran el perfil de
otras cepas distintas, como producto de la dinamica de la poblacional del interior de un
tanque fermentativo (Figura 7).
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Figura 7. Patrones moleculares microsatélites de 8 cepas de
Saccharomyces cerevisiae. (Fuente: Da Silva Filho et al., 2005)

Esta técnica es usada con frecuencia para la descripcibn de especies nuevas
(Valente et al., 2012; Praetet al., 2015) y caracterizacion intraespecifica tales
como Candida milleri (Vigentini et al., 2014) y Torulaspora delbrueckii (Canonico et
al., 2015).

Amplificacion aleatoria del ADN polimoérfico (RAPD-PCR): La técnica RAPD-PCR
(Random Amplified Polymorphic ADN-PCR) consiste en amplificar determinadas
regiones del ADN mediante la utilizacion de oligonucledtidos cortos de secuencia
arbitraria. Estos oligonucle6tidos hibridan de manera frecuente con diferentes lugares
del genoma, lo que permite la amplificacion de fragmentos de ADN que resultan muy
polimorficos (Figura 8). Para cada cepa se obtiene un ndmero determinado de
amplificaciones (amplicones) de diferente tamafo, lo que permite diferenciar entre
cepas. La gran ventaja de esta técnica es que no es necesario disponer de
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informacidén previa de ninguna secuencia determinada. Sin embargo, su principal
inconveniente es la baja reproducibilidad de los resultados. Se ha utilizado esta técnica
en estudios de implantacibn de cepas Saccharomyces cerevisiae, para estudios
taxonémicos del grupo Saccharomyces y también para la caracterizacién de estirpes
no-Saccharomyces (Baleiras Couto et al., 1994). A medida que se han ido conociendo
mas secuencias de todo tipo de organismos, esta técnica ha ido perdiendo su ventaja
y ha ido cayendo en desuso.
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Figura 8. Fotografia de un gel de agarosa con perfiles de amplificacién
mediante RAPD obtenido con 9 cepas de Sacharomyces cerevisiae.
Carril M: marcador de peso molecular. Las flechas indican las bandas
polimorficas. (Fuente: Gallego et al., 2005)

Analisis de la secuencia del ADN ribosémico: Los genes ribosémicos junto con las
regiones que los separan, ya sean transcritas (espaciadores internos transcritos o ITS,
de Internal Transcribed Spacer) o no transcritas (regiones externas o NTS, de Non-
Transcribed Sequences) presentan una secuencia bastante conservada a nivel de
género y especie en los organismos eucariotas (Figura 9).
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Figura 9. Representacion gréfica de los genes del ADNr de hongos y ubicacion de distintos
cebadores para su amplificacién por PCR (imagen modificada de White et al., 1990).

Estas regiones se amplifican por PCR, utilizando cebadores especificos de las
regiones mas conservadas. La diferencia entre secuencias se detecta mediante un
analisis del polimorfismo de la longitud del fragmento de restriccion (RFLP del
inglés Restriction Fragment Length Polymorphism) usando endonucleasas de restriccion
diferentes, tales como Cfo |, Hae Ill, Hinf I, Dde |, Mbo |. Estas enzimas realizan una
digestion para producir fragmentos de ADN de diferentes longitudes, los cuales se
separan mediante electroforesis en geles de agarosa en funcién de la masa o a la
carga eléctrica de las muestras segun la técnica utilizada. Esto proporciona un patrén
de bandas que es Unico para cada ADN donde los sitios de restriccion varian segun
los individuos (Figura 10).
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Figura 10. Perfil RFLP de cepas de Saccharomyces cerevisiae y de levaduras
no-Saccharomyces. M; escala de ADN de 100pb. Carriles 1, 4, 8, 11, 14, 18y
21, digestion de PCR con Cfo I. Carriles 2, 5, 9, 12, 15,19 y 22, digestion de
PCR con Hae lll. Carriles 3, 6, 10, 13, 16, 20 y 23, digestion de PCR con Hinf I.
(Fuente: Orberéa, 2004)

Esta técnica fue utilizada por Guillamon et al. (1998) para la identificacion répida de las
levaduras del vino, y luego se extendio a las levaduras asociadas con otros alimentos
y bebidas (de Llanos et al., 2004; Esteve-Zarzoso et al., 1999; Fernandez-Espinar et
al., 2000). Por ejemplo, la enzima Dde | permite diferenciar entre Hanseniaspora
uvarum de H. guilliermondii, como fue sefialado por Esteve-Zarzoso et al. (1999) y
Cadez et al., 2002; mientras que la enzima Mbo | es necesaria para distinguir Candida
zemplinina de C. stellata (Sipicki, 2004). Debido a la gran variabilidad que presentan
estas regiones, se trata de andlisis genéticos muy Utiles para establecer relaciones
filigenéticas y diferenciar especies y cepas de levaduras (Carro et al., 2007; Hierro
2007).

Amplificacion de fragmentos de longitud polimérfica (AFLP): La técnica AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism) se basa en la amplificacién selectiva
mediante PCR de una parte del total de fragmentos de restriccién obtenidos mediante
la digestion total del ADN de un organismo. La deteccion del polimorfismo se observa
en un gel de poliacrilamida o a través de electroforesis capilar. Esto genera perfiles
especificos cada individuo, como por ejemplo los carriles 1, 3, 5, 7, 9 corresponden al
perfil especifico de cepas de Candida zemplinina, el 2, 4, 6, 8, 10 a cepas de
Hanseniaspora uvarum, el 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 a cepas de Saccharomyces
cerevisiae y los carriles 18,19 y 20 a cepas de Hanseniaspora vineae (Figura 11).
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Figura 11. AFLP simplificado en geles de agarosa. Carril M: marcador
de peso molecular. (Fuente: Esteve- Zarzoso et al., 2010)

Los AFLPs son una técnica util para discriminar levaduras a nivel cepa-especifico (de
Barros et al., 1999). Es una técnica muy sensible y reproducible, pero requiere alta
inversion y personal especializado, por lo que no es muy utlizada en enologia
(Baselga et al., 2015).
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Secuencias delta (8): Estos elementos son secuencias de 330 pares de base que
estan distribuidos de manera frecuente en el genoma de las levaduras. Su niamero y
posicion en el genoma de las levaduras son especificos de cada cepa y estables
aproximadamente durante 50 generaciones. La variabilidad intraespecifica que otorga
el nimero vy la localizacion de estos elementos fue aprovechada por Ness et al., (1993)
para disefar iniciadores especificos (01 y 62) para la amplificacion por PCR de las
regiones delta, Gtiles para diferenciar cepas de Saccharomyces cerevisiae. Estos
autores muestran que la estabilidad de los elementos & es suficiente para aplicar esta
técnica como método de identificacion de cepas de S. cerevisiae a nivel industrial.
Algunos de estos trabajos muestran la gran variabilidad que revela esta técnica entre
aislados de la especie S. cerevisiae con respecto a otras técnicas muy resolutivas
como el analisis de restriccibn del ADNmt y la electroforesis de cromosomas
(Fernandez-Espinar et al., 2001; Pramateftaki et al., 2000).

Es de resaltar que los elementos delta (8) no estan presentes en levaduras no-
Saccharomyces, por lo que esta técnica esta limitada para Saccharomyces cerevisiae
(Carro et al., 2007), como se puede observar en la figura 12, el carril 1 es el marcador
del peso molecular, los carriles 3, 4, 5, 6,7, 8, 10, 11 y 12 corresponden a los perfiles
moleculares de distintas cepas de Saccharomyces cerevisiae mientras que el carril 9
corresponde a alguna cepa de Candida, por lo que hay ausencia de bandas.

Figura 12. Identificacibn de cepas mediante huella genética del perfil
molecular interdelta, obtenido a partir del ADN genémico de levaduras nativas
de tanques fermentativos, por amplificacion via PCR con primers especificos
de secuencias de los elementos delta (3) (Fuente: Vasquez et al., 2016).

Electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE) o con gradiente de
temperatura (TGGE): La aplicacibn de electroforesis en gel con gradiente
desnaturalizante (DGGE) es quizas la técnica mas comunmente utilizada para obtener
las “huellas digitales” (fingerprinting), realizada sin necesidad de cultivo en placa. La
DGGE y la TGGE (electroforesis en gel con gradiente de temperatura) estan basadas
en la separacion de productos de la PCR con igual tamafio pero diferentes secuencias,
caracteristicos de los productos de amplificacién de genes ribosbmicos mediante
cebadores especificos. Los agentes desnaturalizantes son una mezcla de urea y
formamida para el DGGE y la temperatura para el TGGE (Cocolin et al., 2000). Con
ambas técnicas es posible separar incluso fragmentos que difieren en una sola base.
Por ejemplo, en las figuras 13 A y B para la amplificacion se utilizaron los cebadores
NL1-NL2. En la figura A se muestran los perfiles moleculares de cepas tipo de
levaduras. Del 1 al 7: Candida stellata, Pichia andtmala, Kluyveromyces
thermotollerans, Hanseniaspora uvarum, Saccharomyces cerevisiae, Brettanomyces
bruxellensis y Brettanomyces anomalus. En la figura B se muestra Perfiles DGGE
obtenidos de cepas tipo de levaduras, y mosto al inicio de fermentacion. Del 1 al 5:
Kluyveromyces thermotollerans, Hanseniaspora uvarum, Saccharomyces cerevisiae,
Brettanomyces bruxellensis, muestra de mosto al inicio de fermentacion.
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A B

Figura 13. A: Perfiles DGGE obtenidos de cepas tipo de levaduras.
B: Perfiles DGGE obtenidos de cepas tipo de levaduras, y mosto al
inicio de fermentacion. (Fuente: Cocolin et al., 2000)

El DGGE ha sido utilizado para evaluar la diversidad de levaduras en fermentaciones
procedentes de uvas afectadas por Botrytis (Millet et al., 2000), confirmar la presencia
de Brettanomyces bruxellensis y Brettanomyces anomalus en muestras de vino
(Cocalin et al., 2004) y para examinar bacterias durante la fermentacién vinica (L6pez
et al., 2003).

5.2.CASOS DE IDENTIFICACION DE MICROORGANISMOS
ALTERANTES DE LOS VINOS

A continuacién, se presentan una serie de casos practicos en los que se han aplicado
técnicas moleculares independientes de cultivo o de secuenciacion masiva, para el
estudio de la microbiota presente en vinos, concretamente, sobre los microorganismos
causantes de desviaciones organolépticas, en particular Brettanomyces/Dekkera
(5.2.1) o alterantes de la calidad sanitaria de los vinos por la presencia de alguna
sustancia toxica (5.2.2). Esta informacion aparece ampliada con mas detalle en el
Anejo 2, en el cual aparecen recogidas las técnicas moleculares adoptadas por la
Organizacién Internacional de la Vifia y el Vino para la identificacion de
microorganismos.

5.2.1. ALTERANTES DE LA CALIDAD ORGANOLEPTICA O PERFIL
SENSORIAL. CASO DE BRETTANOMYCES/DEKKERA

Como ya se ha mencionado anteriormente, los principales microorganismos que
pueden llegar a producir desviaciones organolépticas pueden ser propios de la uva o
contaminantes. Entre estos microorganismos se encuentran distintas especies de
levaduras aerobias oxidativas de etanol, levaduras anaerobias facultativas no
oxidativas de etanol, bacterias acido acéticas y bacterias acido lacticas. En este
apartado, nos centraremos en los articulos que muestran el uso de técnicas concretas
para caracterizar levaduras pertenecientes a los géneros Brettanomyces/Dekkera, ya
gue suponen la mayor tasa de contaminacién en vinos.

Al igual que el apartado 5.1 en primer lugar se citan las técnicas anteriores a la PCR y
después las posteriores a la PCR.

Entre los métodos moleculares anteriores a la PCR, el RFLP-PCR es el que mas se ha
utilizado para la identificacion de levaduras Brettanomyces bruxellensis y Dekkera
bruxellensis en vinos. Se trata de un método dependiente del cultivo porque requiere la
extraccién de ADN a partir de un cultivo puro. Se basa en la amplificacion de regiones
especificas de las unidades de repeticion del ADNr, como los espaciadores transcritos
internos, ITS1 e ITS2 o el gen ARNr 5,8S situado entre los espaciadores. En la figura
14 se representan genes del ADN ribosémico, regiones que contienen secuencias con
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alto grado de conservacién, y secuencias intergénicas, que presentan una gran
variabilidad genética entre cepas de la misma especie especies ya que no acumulan
mutaciones, permaneciendo intacta en cada individuo.

Gen 18S Gen 5.8S Gen 28S

“Ng genes”: las mutaciones fio alteran el aspecto ....
—) se | tacione:

Genes: cualquier error cambia / reduce eficacia de su funcién
—) los genes del ARNr no acumulan mutaciones

Figura 14. Esquema de las regiones de los genes
ribosémicos con alto nivel de conservacion y secuencias
intergénicas. (Fuente: Imagen cedida por E. Hidalgo)

En la mayoria de los casos, los productos amplificados por PCR de cepas de la misma
especie y del mismo género tienen tamafios moleculares idénticos, y las especies del
mismo género tienen tamafios similares. Aun siendo del mismo tamario, la secuencia
de estas regiones amplificadas difiere dependiendo de las especies.

Aunque distintos autores han utilizado los enzimas de restriccibn que mejor se
comportaban en cada caso, (Esteve-Zarzoso et al., 1999; Ratén, 2004) utilizaron dos
enzimas de restriccion el Hae Il y Hinf I. La correspondiente identificacién de los
perfiles obtenidos se realizé utilizando patrones de cepas conocidas de Brettanomyces
spp. y Saccharomyces spp. En la figura 15 se observan los perfiles de restriccion de
los amplificados de la region 5.8S-ITS, en la imagen de la derecha digeridos con la
enzima Hinf | y en la imagen de la izquierda con la enzima Hae Ill, confirmando que
ambas son aptas para definir los perfiles moleculares de Brettanomyces, puesto que
las bandas coinciden con las del patron de Brettanomyces en ambos casos.

Sho L
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. o

Figura 15. En la imagen de la derecha Minigel de poliacrilamida de los perfiles de restriccion de
los amplificados de la region 5.8S-ITS digeridos con Hinf I. En la imagen de la izquierda Minigel
de poliacrilamida de los perfiles de restriccion, de los amplificados de la region 5.8S-ITS
digeridos con Hae lIl. (Fuente: Esteve-Zarzoso et al., 1999)

En cuanto a los métodos moleculares posteriores a la PCR, se ha utilizado con éxito la
PCR cuantitativa o gPCR. Esta técnica permite la deteccion y la cuantificacion de
levaduras a nivel de especie en mosto o vinos de una forma rapida, especifica y
sensible, con unos limites de deteccién inferiores a 10 UFC/mL. (Tofalo et al., 2012,
Willenburg et al.,, 2012). No requiere de un enriguecimiento previo de la muestra.
Ademas, permite identificar microorganismos en estado VNC. En el caso revisado, se
utilizaron cebadores universales de levaduras designados en los campos variables
D1/D2 del gen ARNr 26S. La cuantificacion es posible a partir de la determinacion del
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namero de ciclos de polimerizacion necesarios para superar una sefial umbral. Cuanto
mas elevada sea la concentracion de ADN de la especie objetivo en la muestra, menor
serd el nimero de ciclos necesarios para traspasar el umbral. Las curvas de
calibraciébn permiten una cuantificacién precisa. Esta técnica se ha usado para el
recuento de células de Zygosaccharomyces con limites inferiores a 5 UFC/mL
(Rawsthorne et al., 2006). También se ha usado para la identificacion y cuantificacion
de distintas levaduras en fermentaciones mixtas, utilizando cebadores especificos de
para Candida stellata, Hanseniaspora uvarum, Dekkera bruxellensis, Brettanomyces
bruxellensis, Saccharomyces cerevisiae, Torulaspora delbrueckii y Metschnikowia
pulcherrima (Zott et al., 2010).

Sin embargo, como ya se ha dicho anteriormente, esta técnica no permite distinguir
entre células vivas y muertas. Esto se ha resuelto mediante el uso de bromuro de
etidio monoacido (EMA) y bromuro de propidio monoé&cido (PMA) para la deteccion de
ADN por gPCR en tiempo real de células vivas solamente (Andorra et al., 2010;
Rawsthorne y Phister, 2009b). EI PMA es un agente de intercalacion de ADN capaz de
penetrar en la membrana de las células muertas, al ser ésta mas permeable, unirse al
ADN e impedir su replicacion (Vendrame et al., 2014).

Otro método alternativo de solucién para este inconveniente es la aplicacion de la RT-
gPCR. Esta técnica esta dirigida a la replicacibon del ARN mensajero (ARNm),
moléculas mucho mas inestables que el ADN o que incluso el ARN ribosomico (ARNT).
Se basa en el calentamiento durante 20 minutos de las muestras, lo cual degrada
completamente el ARNm presente en las muestras. A partir de ese momento,
solamente las células vivas producen nuevas moléculas de ARNm, que se identifican
mediante qPCR después de ser sometidas a transcripcion inversa para sintetizar su
ADN complementario. Ambos métodos descritos son cuantitativos (Hierro et al., 2006,
Vendrame et al., 2014) y de esta manera, permiten realizar ensayos para medir la
susceptibilidad de Brettanomyces bruxellensis a distintos tratamientos antimicrobianos
comparando las células vivas con las células muertas (Willenburg et al., 2012).

5.2.2. ALTERANTES DE LA SEGURIDAD SANITARIA DE LOS VINOS

En este caso se han desarrollado estrategias para la identificacion de los
microorganismos concretos productores de sustancias que alteran la seguridad
sanitaria como son: a) las bacterias lacticas productoras de aminas biégenas, b) los
hongos filamentosos productores de micotoxinas, en concreto la Ocratoxina A y c) las
bacterias lacticas implicadas en la formacion del carbamato de etilo. A su vez las
técnicas se sucederan en el orden cronolégico seguido en los apartados anteriores,
segun sean anteriores o posteriores a la PCR.

a) METODOS MOLECULARES PARA LA DETECCION DE BACTERIAS ACIDO
LACTICAS PRODUCTORAS DE AMINAS BIOGENAS EN EL VINO

Para la identificacion y cuantificacion de cepas productoras de aminas biégenas en el
vino se han usado principalmente PCR convencional y g°PCR o PCR cuantitativa.

Lucas et al. (2008) desarrollaron un método para extraer el ADN de las muestras de
vino, que posteriormente puede ser amplificado mediante PCR y los productos
amplificados son analizados mediante electroforesis en un gel de agarosa que se
revela con luz ultravioleta UV después de la tincién con bromuro de etidio. EI método
consiste en la deteccion de cepas especificas de bacterias acido lacticas que
contienen los genes concretos que codifican las enzimas involucradas en la
produccion de aminas bidgenas en el vino y la desaminasa de la agmatina que
produce putrescina, amina bidgena alterante de las caracteristica organolépticas de
los vinos por dotarles de olores desagradables.

Landete et al., 2005 utilizé el gen hdcA que codifica la enzima histidina decarboxilasa
(HDC; EC 4.1.1.22), para el que se han disefiado cebadores especificos que permiten
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su amplificacién por PCR. Entre las cepas productoras de histamina se han aislado
algunas de Pediococcus () y Oenococcus oeni (Coton et al., 1998a). Los genes
productores de este enzima No es una caracteristica general de estas especies, lo que
explica porqué en otros estudios no se han encontrado cepas de O. oeni productoras
de aminas bidgenas (Constantini et al., 2006; Moreno-Arribas y Polo, 2008).

Moreno-Arribas et al., 2000 afirm6 que el gen que codifica la tirosina decarboxilasa
(TDC, EC 4.1.1.25) estd mas presente en Lactobacilos heterofermentativos
(principalmente Lactobacillus hilgardii y Lactobacillus brevis)). Lucas y Lonvaud-Funel
(2002) disefiaron una serie de primers degenerados para la deteccion de fragmentos
de gen tdc en cepas Lactubacillus brevis. Mas recientemente, se disefiaron nuevos
cebadores (Marcobal et al., 2005; Constantini et al., 2006; Lucas et al., 2003).

El gen que codifica la ornitina decarboxilasa (ODC, EC 4.1.1.17) cataliza la conversién
de ornitina en putrescina. Marcobal et al., (2004) a partir de la secuenciacion
nucleotidica correspondiente, obtenida por cebadores especificos, describieron la
identificacion de un gen de ornitina descarboxilasa (odc) en una cepa de O. oeni
productora de putrescina. Varias series de primers que detectan especificamente
cepas de Oenococcus oeni productoras de putrescina han sido propuestos por
Marcobal et al., (2005) y Granchi et al., (2006). Pero la putrescina también se puede
formar por desaminacién de la agmatina. Lucas et al., (2007) describieron las
secuencias de los primers que amplifican el gen correspondiente.

El resultado no puede indicar las concentraciones finales de AB, pero el riesgo de
contaminaciéon por AB estd relacionado con la presencia de genes y con el nivel de la
poblacion de bacterias. (Lucas et al., 2008). La gPCR se usa ademas de para detectar
las bacterias productoras de histamina, tiramina y putrescina en los vinos, para
cuantificarlas (Lucas et al., 2008; Nannelli et al., 2008). La deteccién de los genes que
codifican los enzimas responsables de la produccion de aminas biégenas, como el de
la histidina descarboxilasa (hdc) en el caso de la histamina, puede ser una herramienta
para la seleccion de cepas de O. oeni que carezcan de estos genes (Coton et al.,
2010).

b) METODOS MOLECULARES PARA LA DETECCION DE _HONGOS
FILAMENTOSOS PRODUCTORES DE MICOTOXINAS EN EL VINO

Los distintos métodos comunmente empleados para la identificacion de hongos
filamentosos anteriores a la PCR, incluyen los que se basan en polimorfismos para la
longitud de fragmentos de restriccion y de fragmentos amplificados (RFLPs y AFLPs,
respectivamente), y en la amplificaciéon de fragmentos de regiones gendémicas no
codificantes del ADN ribosémico como el espaciador interno transcrito (ITS) (Edwards
et al., 2002; Russell y Paterson, 2006; Niessen, 2007).

RFLPs: Dependiendo de la region amplificada, su tamafio o nivel de variabilidad se
aplica para la diferenciaciéon de cepas, entre especies o géneros. En el caso de
hongos filamentosos, se ha empleado, entre otros, para distinguir especies dentro del
género Aspergillus, de la seccion Nigri (Accensi et al., 1999; Martinez-Culebras y
Ramon, 2007).

AFLPs: El polimorfismo para la longitud de los fragmentos amplificados (AFLPs,
“‘“Amplified Fragment Length Polymorphism”) fue descrito por primera vez por Vos et
al., 1995, y ha resultado ser una herramienta muy util para la identificacién de especies
y subespecies de hongos filamentosos, como Aspergillus o Fusarium (Chulze et al.,
2000; Schmidt et al., 2003; Perrone et al., 2006). Las ventajas de esta técnica son los
elevados niveles de polimorfismo que pueden detectar, sin embargo esta técnica es de
implementacion compleja, por lo que se ha ido sustituyendo progresivamente por
otras, derivadas de la secuenciscién masiva.
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La técnica de PCR ha constituido una alternativa muy importante a los antiguos
procedimientos moleculares de identificacién fangica. Debido a su alta sensibilidad
requiere muy poca cantidad de DNA molde, permitiendo detectar moléculas diana en
mezclas complejas. Por ello, estd siendo utilizada para la deteccion y en algunos
casos cuantificacién directa de especies productoras de micotoxinas.

PCR con cebadores especificos: La deteccién de hongos productores de toxinas
mediante PCR es rapida, sensible y especifica, y puede estar basada en secuencias
relacionadas o no con la toxina producida (Gonzalez-Jaen et al., 2004). Las regiones
mas empleadas actualmente para la distincion entre especies de hongos filamentosos
son las del ADN ribosomico (ADNr) (White et al., 1990). De este modo, se han
desarrollado protocolos de deteccién por PCR basados en las regiones ITS, lo que la
hacen idénea para diferenciar entre especies estrechamente relacionadas en hongos
filamentosos (White et al., 1990; Henry et al., 2000; Parenicova et al., 2001) y para
identificar especies productoras de toxinas como Aspergillus y Penicilium (Rath y
Ansorg, 2000; Sugita et al., 2004).

PCR a tiempo real: Esta técnica, ya descrita anteriormente, ha sido empleada para
detectar la expresion de diversos genes fungicos bajo diferentes condiciones
fisiol6gicas (Edwards et al., 2002). En el caso de hongos productores de toxinas, se
han monitorizado la expresion de los genes implicados en su biosintesis (Russell y
Paterson, 2006; Niessen, 2007). Asi, se ha empleado para hongos especies de
Aspergillus productoras de OTA (Dao et al., 2005; Sartori et al., 2006; Rodriguez et al.,
2012).

Por otra parte, Cueva et al., (2012) demostraron mediante esta técnica la capacidad de
determinadas cepas de hongos filamentosos de segregar enzimas amina oxidasa que
degradan las aminas bidgenas, como Aspergillus niger y Penicillium citrinum. Incluso,
se ha observado la expresién genética sintetizadora de estas enzimas en cepas de
Saccharomyces cerevisiae.

c) METODOS MOLECULARES PARA LA DETECCION DE BACTERIAS ACIDO
LACTICAS IMPLICADAS EN LA PRODUCCION DE CARBAMATO DE ETILO
EN EL VINO

Por ultimo, respecto a la deteccion de bacterias &cido lacticas implicadas en la
produccién de carbamato de etilo, las técnicas mas ampliamente utilizadas son la PCR
y sus derivadas como qPCR.

El mecanismo de formacion del carbamato de etilo (CE) en vinos ya se describié en el
apartado 2.2 de la introduccién. Los tres enzimas implicados en su produccion, la
arginina-deiminasa (ADI), la ornitina-descarboxilasa (OTC) y la carbamato-quinasa
(CK) estan bien caracterizados en las BL del vino y se sabe que estan codificados por
tres genes (arcA, arcB y arcC respectivamente), cuya secuencia es conocida. A partir
de ella se han diseflado cebadores especificos que permiten identificar su presencia
en muestras complejas mediante amplificacion por PCR. Por ejemplo, para la
amplificacion del gen recA, Rodriguez et al.,, 2007 utilizaron oligonucledtidos
degenerados, es decir presenta en una o varias posiciones, tripletes de bases
correspondientes a varios aminoacidos. Cuanto mas degenerado esté el cebador,
nemos especifico sera a la hora de unirse en el sitio que nosotros buscamos. En ese
caso se usaron oligonucleétidos basados en dominios conservados en las proteinas
RecA, que amplifican un fragmento de 360 pb. Por otro lado, como se muestra en la
figura 16 de la izquierda, Gurr et al, 1987 demostraron la utilidad de la deteccion de
los genes arc usando cebadores degenerados en un grupo representativo de especies
de BL del vino como son, de izquierda a derecha: Marcador, Lactobacillus hilgardii,
Oenococcus oeni, Lactobacilus brevis, Leuconostoc mesenteroides, Pediococcus
parvulus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus buchneri y Pediococcus pentosaceus.
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arc8 (0TC)
areC(CX)

arcD (trasspocte)

cepa A cepa B

Figura 16. En la imagen de la derecha observamos una electroforesis en gel de
amplificados por PCR de los 4 genes del operén ADI en dos cepas de Oenococcus oeni.
En la figura de la izquierda se puede ver una electroforesis en gel de amplificados PCR de
fragmentos de arcA (ADI), arcB (OTC) y arcC (CK) obtenidos con cebadores
degenerados. (Fuente: Gurr et al., 1987)

6. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS DE FUTURO

Existen en la actualidad técnicas de biologia molecular lo suficientemente precisas y
finas como para conseguir una buena diferenciacién entre las levaduras, bacterias y
hongos filamentosos.

El potencial de las técnicas moleculares sobre distintos aspectos de la enologia es
muy amplio y alin no se ha explotado en su totalidad. En este trabajo se han evaluado
distintas técnicas de biologia molecular que tienen como objetivo la identificacion de
los microorganismos presentes en el vino, no solamente a nivel de especie, sino que
algunas de ellas permiten la caracterizaciéon nivel de cepa e incluso cuantificarlas.
También se ha discutido la diferencia entre microorganismos viables cultivables,
viables no cultivables y no viables, relacionando las técnicas que potencialmente
distinguen entre estos estados.

Lo que se hace ya de forma sistematica es el estudio de la microbiota a través de
distintas formas de aplicacion de la PCR y la qPCR, las cuales generalmente se
apoyan en datos de secuenciacion. El abaratamiento de los costes de la
secuenciacion y la cada vez mayor disponibilidad de bancos de datos abundantes y de
libre explotacion permite abordar ya nuevas aproximaciones a la ecologia del vino y a
su dindmica. Estas herramientas proporcionan gran cantidad de informaciéon que
posteriormente permitirdn al endlogo realizar un control estricto sobre las poblaciones
presentes a lo largo de todas las etapas de elaboracién de los vinos. De esta manera
se podran evitar posibles contaminaciones microbiolégicas que puedan modificar las
cualidades organolépticas del vino o alterar la calidad sanitaria por contener
sustancias nocivas para la salud humana, producidas por el metabolismo de dichos
microorganismos.

Sin embargo, para sacarle el maximo partido a estas tecnologias falta i) conocimiento
sobre estas técnicas y de su interés en el mundo de la enologia; ii) disponibilidad de
bancos de datos, ya que en nuestro campo de aplicacion el banco de datos mas
completo y conocido es el de WineSeq a través de BiomeMakers Yy iii) herramientas
de bioinformatica especificas para esto.
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No obstante, La investigacion en este campo permitira seguir mejorando las técnicas
actuales, asi como también llevara al desarrollo de nuevas herramientas acorde a las
necesidades de la industria enologica.
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