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RESUMEN

Brettanomyces/Dekkera es la principal causa de las alteraciones microbioldgicas que actualmente
pueden sufrir los vinos, y especialmente los vinos tintos de calidad que deben ser sometidos al proceso
de crianza en barricas de madera. Esta levadura es responsable de cuantiosas pérdidas econdmicas de la

industria enoldgica en todos los paises productores del mundo.

El primer objetivo de esta tesis fue poner a punto el método rapido de PCR cuantitativa (qPCR)
para la deteccion y cuantificacion de células de Brettanomyces/Dekkera en muestras vinos tintos
tomadas en distintos momentos de su elaboracién y conservacion, asi como de otras muestras de
bodega que tuvieran interés para el endlogo. El primer hito alcanzado en el trabajo fue eliminar la grave
interferencia que suponen las particulas sélidas de agregados macromoleculares y compuestos
polilfendlicos presentes en un vino no acabado y que son responsables de la inhibicion de la reaccion de
la DNA polimerasa. Conseguida la puesta a punto del método de qPCR, se realizé el estudio comparativo
con el método clasico de cultivo microbiolégico en un medio selectivo, empleandose para ello un total
de 324 muestras de vinos tintos de la variedad Tempranillo provenientes de las denominaciones de
origen Rioja y Ribera del Duero, recogidas en el periodo 2009 - 2011. El estudio estadistico comparativo
presentd una buena correlacidon entre los resultados obtenidos por los dos métodos, poniéndose de
manifiesto la mayor especificidad del método rapido de gPCR, en el que no se encontraron resultados
falsos positivos y se alcanzé el limite de deteccion y cuantificacion entre 16 — 25 células de
Brettanomyces/mL en vinos tintos con turbidez y en presencia de hasta 7,5 10° UFC/mL de levaduras de
otras especies. El método clasico de cultivo microbiolégico en medio selectivo permitié detectar y
cuantificar hasta 1 UFC/mL de células viables de Brettanomyces/Dekkera en los vinos y ademas permitio

la deteccién de Brettanomyces/Dekkera en el aire de bodega.

El siguiente objetivo fue estudiar la sensibilidad de Brettanomyces/Dekkera a distintos agentes
antimicrobianos de uso en enologia para determinar el método mas eficaz de combatir esta levadura
alterante. Los agentes antimicrobianos que se estudiaron fueron: metabisulfito potédsico (MBP), solucion
de taninos enoldgicos, chitosan y dicarbonato de dimetilo (DMDC). Dentro de los respectivos rangos de
concentraciones de uso permitido en enologia, el agente que presentd la mayor especificidad para
Brettanomyces/Dekkera fue el chitosan, y el agente que mostré la mayor eficacia fue el MBP,

presentando actividad inhibidora del crecimiento y también biocida frente a la totalidad de las cepas
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estudiadas (CMlgy y CMBgy= 48 mg/L, en presencia de 12,5 % etanol en el medio). Este agente se empled
posteriormente para el estudio en vino tinto contaminado de forma natural por Brettanomyces/Dekkera
y conservado en botella en condiciones de bodega. Se pudo demostar una correlacién directa entre la
poblacién de células de Brettanomyces/Dekkera (UFC/mL) y el aumento de la concentracién de los
fenoles volatiles (4-etilguaiacol, 4-etilfenol, 4-vinilfenol y 4-propilguaiacol) en el vino, quedando
totalmente excluida la posibilidad de que bacterias lacticas u otros microorganismos fueran los
responsables de la produccién de estos compuestos. Una concentracion de 100 mg/L de MBP se mostrd
plenamente eficaz y evito el crecimiento de Brettanomyces/Dekkera y por tanto también el aumento de

los fenoles volatiles en los vinos estudiados.

En esta tesis ademas se identificaron las siguientes especies de levaduras del orden
Saccharomycetales presentes en muestras de vinos en proceso de crianza en barricas de madera,
recogidas en el periodo 2008 — 2011 y sospechosas de contaminacidn por analisis sensorial con indicios
de cierta desviacion aromatica: Pichia mandshurica, Pichia holstii, Trigonopsis cantarelli, Trigonopsis
variabilis y Arthroascus schoenii. La especie mas recurrente resultd ser T. cantarellii, representando el
54,5 % de los aislados estudiados. Se caracterizd esta levadura, comprobandose su capacidad de crecer
en vinos tintos secos (< 0,2 g/L de azlcares reductores) con un alto contenido en etanol (hasta 13,8 %) y
su mayor resistencia al MBP que la de Brettanomyces/Dekkera. Las levaduras de la especie T. cantarelli
mostraron un crecimiento lento, y la capacidad potencialmente alterante de generar dcidos se demostré
en un 48 % de las cepas estudiadas, asi como el potencial de generar aromas alterantes en un 72 % de
las cepas, si bien con un potencial alterante aromatico menor que el detectado habitualmente en

Brettanomyces/Dekkera.
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Brettanomyces/Dekkera is currently the leading cause of microbiological alterations in wines,
especially those premium red wines that undergo aging processes in wooden barrels. This yeast is
responsible for huge economic losses in the winemaking industry in all producing countries of the

world.

The first objective of this thesis was to develop a rapid method of quantitative PCR (qPCR) for
detection and quantification of Brettanomyces/Dekkera cells in red wine samples taken at different
stages of production and conservation, as well as in samples of interest to the winemaker. The first
milestone achieved in this work was to eliminate the serious interferences involving
macromolecular aggregates of solid particles and polyphenolic compounds present in non-finished
wines that are responsible for inhibition of DNA polymerase reactions. Once optimization of the
gPCR method was achieved, a comparative study was carried out with the method of classical
microbiological culture in selective medium, using a total of 324 Tempranillo red wines from both
Rioja and Ribera del Duero appellations, and collected during the period 2009 - 2011. Statistical
comparisons showed a good correlation between the results of both methods, emphasizing the
greater specificity of qPCR, for which no false-positive results were found and that the detection
and quantification limits were between 16 - 25 Brettanomyces cells/mL in those red wines with
turbidity and in the presence of up to 7.5 105 CFU/mL of other yeast populations. The method of
microbiological culture in selective medium allowed detection and quantification of down to 1

Brettanomyces/Dekkera CFU/mL in wines, and also in cellar air.

The next goal was to study the sensitivity of Brettanomyces/Dekkera to different antimicrobial
agents used in winemaking and to determine the most effective method against this spoiling yeast.
The antimicrobial agents studied were: potassium metabisulphite, enological tannins solution,
chitosan and dimethyl dicarbonate. Within the respective ranges of concentrations permitted in
enology, the agent that showed the highest specificity against Brettanomyces/Dekkera was chitosan,
and the agent that showed the greatest efficacy was potassium metabisulphite, showing growth
inhibitory activity and biocide effect against all the strains tested (MICgp and MBCqo = 48 mg/L, in
the presence of 12.5 % ethanol in the medium). This agent was used subsequently to study
Brettanomyces/Dekkera naturally contaminated red wines stored in bottles and kept under cellar

conditions. A direct correlation was demonstrated between the Brettanomyces/Dekkera
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populations (CFU/mL) and the increase of concentrations of volatile phenols (4-ethylguaiacol, 4-
ethylphenol, 4-vinylphenol and 4-propylguaiacol) in wines, being completely excluded the
possibility of lactic acid bacteria or other microorganisms responsible for the production of these
compounds. A concentration of 100 mg/L MBP was fully effective and prevented both the growth of

Brettanomyces/Dekkera, and the consequent increase of volatile phenols in the studied wines.

In this thesis the following species of Saccharomycetales yeasts were also identified in samples
of wines undergoing aging in wooden barrels collected in the period 2008 - 2011 and suspected of
being contaminated under sensory analysis once they presented some evidence of aromatic
deviation: Pichia mandshurica, Pichia holstii, Arthroascus schoenii, Trigonopsis variabilis, and
Trigonopsis cantarelli. The most recurrent species was T. cantarellii, and represented 54.5 % of all
studied isolates. This yeast species was characterized and proved its ability to grow in dry red
wines (< 0.2 g/L reducing sugars) with a high ethanol content (up 13.8 %) and greater resistance to
potassium metabisulphite than Brettanomyces/Dekkera. T. cantarellii yeasts showed very slow
growth, and the ability to generate potentially spoiling acids was demonstrated in 48 % of the
studied strains, and likewise, the potential to generate some deviation aromas was found on 72 %

of strains, although with a lower potential than those usually found for Brettanomyces/Dekkera.
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Los objetivos que se plantearon para la realizacidn de esta tesis fueron los siguientes:

1.

Poner a punto el método rapido de PCR cuantitativa para la deteccidn y cuantificacién de
células de Brettanomyces/Dekkera en muestras vinos tintos independientemente de la
etapa de vinificacidn, asi como de muestras de bodega de interés para el endlogo.
Resolver el problema que supone la turbidez, los agregados macromoleculares y los
compuestos fendlicos durante la extraccion de DNA para el analisis por PCR cuantitativa
de muestras de vinos tintos tomadas en distintas etapas de la elaboracion.

Proponer un método de procesamiento y extraccion de material genético para PCR
cuantitativa especifica de Brettanomyces que sea simple, de coste reducido y aplicable a
cualquier muestra de mosto, vino o agua de lavado.

Hacer un estudio comparativo de la sensibilidad y eficacia del método rdpido de PCR en
tiempo real con el método cldsico de cultivo microbioldgico en un medio selectivo para la
deteccidn y cuantificacién de células de Brettanomyces/Dekkera.

Hacer un estudio de la susceptibilidad de Brettanomyces/Dekkera a distintos agentes
antimicrobianos utilizados en enologia, y realizar el estudio comparativo con
Saccharomyces cerevisiae.

Llevar a cabo ensayos con vinos tintos en bodega perteneciente a la D.0O.Ca. Rioja con el
agente antimicrobiano que demostrase mayor eficacia frente a Brettanomyces/Dekkera
en experimentos previos de laboratorio.

Determinar la posible correlacion entre la produccion de fenoles volatiles en un vino
tinto, con la poblacién de Brettanomyces/Dekkera.

Identificar levaduras no-Brettanomyces presentes en vinos sospechosos de algun tipo de
desviacion organoléptica, y por tanto, potencialmente alterantes.

Caracterizar la levadura vinica Trigonopsis cantarellii a partir de los aislados de esta
especie obtenidos de distintos muestreos en bodega y proponer un método de PCR

convencional especifica para la identificaciéon de ese microorganismo.
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L Introduccion

Uno de los avances claves de la Enologia moderna es el reconocimiento de la importancia de las
levaduras como agentes imprescindibles para la adecuada obtencién del vino. De este reconocimiento
nace, de manera inmediata, la necesidad de controlar las propiedades genéticas y metabdlicas de las
cepas empleadas para las fermentaciones enoldgicas, asi como desarrollar sistemas analiticos capaces
de distinguir entre las diferentes cepas de levadura, tanto las deseadas como las contaminantes. La
presencia de determinadas especies de levaduras en diferentes etapas de la vinificacién puede dar lugar
a metabolitos secundarios (sulfuros de hidrégeno, sulfuros volatiles, acido acético, ésteres y fenoles

volatiles) que modifiquen las cualidades organolépticas del vino (Fleet 2003).

El concepto de levaduras alterantes del vino ha cambiado a lo largo de los uUltimos afos y su
importancia ha aumentado considerablemente, especialmente debido a las importantes pérdidas
econdmicas que ocasionan (Loureiro y Querol 1999). El almacenamiento en tanques y barricas antes del
embotellado es uno de los puntos criticos para el desarrollo de microorganismos indeseables, asi como
la ocasional exposicion al aire que puede dar lugar a la formacidn de una flora de levaduras oxidativas
que metabolizan etanol, glicerol y acidos con la consecuente e inapropiada aparicion de acetaldehidos,
ésteres y acido acético. Asimismo, el vino almacenado en tanques o incluso embotellado puede ser
contaminado por especies fermentativas que pueden causar carbonatacién, formacién de sedimentos y
turbidez, ademds de de alteraciones organolépticas provenientes de la formacion de ésteres y acidos
(Sponholz 1993; Fleet 2003).
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Se ha documentado una diversidad considerable de levaduras alterantes en el vino, pero entre
todas ellas destaca Brettanomyces/Dekkera, que ha sido detectada en todas las regiones productoras de
vino y es la causante de las mayores pérdidas econdémicas de la industria enoldgica (Fugelsang y

Edwards 2007; Oelofse et al. 2008)
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Il. Brettanomyces/Dekkera

El nacimiento del término "Brettanomyces" tuvo lugar en abril de 1904, cuando el entonces
director del laboratorio de la empresa New Carlsber en Copenhague (Dinamarca), N.H. Claussen
presentd el nuevo término "Brettanomyces" en una reunion del Instituto de Fermentaciones (Licker et
al., 1998). Claussen demostré que la cerveza inglesa conocida entonces como "stock beer" (cerveza del
fondo de los depdsitos), sufria un lenta fermentacion secundaria después de la ya conocida
fermentacion primaria. La fermentacién secundaria se inducia inoculando en las cervezas del fondo de
los depdsitos de fermentacidn una cepa pura de Brettanomyces: una levadura no-Saccharomyces, tipo-
Torula y asporogénica (no-formadora de esporas). Los aromas generados durante esta fermentacion
secundaria eran caracteristicos de las cervezas fuertes britanicas de aquella época. Claussen eligié el
nombre Brettanomyces aludiendo al término "British brewing industry” de la industria cervecera
britanica, y a mykes, del Griego, “hongo”. Claussen patentd en Inglaterra este proceso de inocular
Brettanomyces para "impartir el flavor caracteristico y la condicién de cervezas inglesas" (Licker et al.
1998). Sin embargo, el gusto de los consumidores fue decantandose hacia cervezas con flavores mas
suaves, y el método de elaboracion incluyd el inmediato descube de la cerveza y su embotellado,
evitando el contacto con los restos de los fondos de los depdsitos. Los primeros estudios sistematicos de
levaduras Brettanomyces se realizaron con cepas aisladas de cervezas y la Unica excepcidn fue una cepa
obtenida Krumbholz y Tauschanhoff en 1933 de la fermentacién de un vino francés (Kurtzman y Fell

1998), todas ellas pertenecientes a la especie Brettanomyces bruxellensis.

12



BRETTANOMYCES/DEKKERA INTRODUCCION

I 1.1. Contexto taxonémico

Tal y como se indicé anteriormente, la caracterizacién de levaduras alterantes de los vinos no es
sencilla y en muchos casos la existencia de innumerables sinonimias puede dar lugar a informaciones
equivocadas. En la TABLA -1 se recogen todas las sinonimias actualmente reconocidas para la especie B.
bruxellensis, segin las bases de datos Index Fungorum (http://www.indexfungorum.org), MycoBank

(http://www.mycobank.org) y NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov).

Tabla I-1. Sinonimias de la especie Dekkera bruxellensis

Sinonimia

Autores

Publicacion

Brettanomyces bruxellensis
Brettanomyces lambicus
Mycotorula intermedia
Brettanomyces intermedius
Brettanomyces custersii
Brettanomyces patavinus
Candida aaseri
Brettanomyces vini
Brettanomyces schanderlii
Azymocandida aaseri
Dekkera intermedia
Brettanomyces abstinens
Candida butyri

Dekkera abstinens

Dekkera lambica

Kufferath y Van Laer (1921)
Kufferath y Van Laer (1921)
Krumbholz y Tauschan (1933)
Van der Walt y Kerken (1959)
Florenz (1950)

Florenz (1951)

Dietrichson (1954)

Peynaud y Domercq (1956)
Peynaud y Domercq (1956)
Dietrichson (1961)

Van der Walt (1964)

Yarrow y Ahearn (1971)
Nakase (1971)

Lee y Jong (1986)

Lee y Jong (1986)

Bull. Soc. Chim. Belg. 30: 276

Bull. Soc. Chim. Belg. 30: 276

Zentbl. Bakt. ParasitKde, Abt. Il 88: 366
Antonie van Leeuwenhoek 25: 150
Ric. Sci. 20: 1498

Atti. Accad. Ital. Vite Vino: 3

Ann. Parasit. Hum. Comp. 29: 476
Arch. Mikrobiol. 24:279

Arch. Mikrobiol. 24:279

Acta Bot. Hung. 7:134

Antonie van Leeuwenhoek 30: 278
Antonie van Leeuwenhoek, 37(3): 296
J. Gen. Appl. Microbiol., 17(6): 475
Mycologia 78(1): 150

Mycotaxon 25(2): 457

La designacion Brettanomyces se refiere a la forma anamorfica o asexuada que se caracteriza por

reproduccién vegetativa tanto por gemacion multilateral o, mas raramente, por gemacion bipolar. Por
otro lado, el término Dekkera es la forma teleomdrfica que se reproduce sexuadamente por la
formacién de 1 a 4 ascosporas, que surgen sin conjugacion (Kurtzman y Fell 1998). Actualmente Dekkera
bruxellensis es la designacion aceptada taxondmicamente para esta especie (Kurtzman y Fell 1998), sin

embargo en el ambito de la enologia la nomenclatura Brettanomyces bruxellensis es la mas
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ampliamente adoptada, incluso con la simple referencia Brettanomyces o “Brett” (Stender et al. 2001).

De este modo, a efectos de practicidad, en esta tesis se utilizara esta ultima designacion.

El género Brettanomyces/Dekkera (Ascomycota: Saccharomycetes: Saccharomycetales: Pichiaceae)
incluye actualmente cinco especies, las cuales se muestran en la TABLA |-2. Sin embargo, cabe mencionar
que otras especies identificadas entre los afios 1940-50 dentro del género Brettanomyces fueron
posteriormente reclasificadas dentro del género Candida (banco de datos: Index Fungorum): B. italicus
(=Candida stellata), B. petrophilum (=C. parapsilosis), B. sphaericus (=C. etchellsii) y B. versatilis (=C.

versatilis).

Tabla I-2. Especies actualmente reconocidas dentro del género Brettanomyces/Dekkera

Especie Autores Publicacién
Dekkera anomala Smith y Grinsven (1984) Antonie van Leeuwenhoek ,50(2): 144
Dekkera bruxellensis Van der Walt (1964) Antonie van Leeuwenhoek, 30: 278
Dekkera custersiana Lee y Jong (1986) Mycotaxon, 25(2): 455
Dekkera naardenensis Jong y Lee (1986) Mycotaxon 25(1): 148
Dekkera nana Kirk (2011) The Catalogue of Life: 2011 Annual Checklist

Las especies de la TABLA |-2 se recogen en los bancos de datos MycoBank y IndexFungorum, que
ademads incluyen también una especie denominada Dekkera proliferans; sin embargo, los autores (Smith

y Grinsven 1984) la nombran como D. anomala.

Segun la taxonomia clasica, las principales diferencias a nivel de clasificacién dicotémica entre estas
especies se presentan en la TABLA |-3 (Kurtzman y Fell 1998), y se basan esencialmente en la capacidad

fermentativa de la glucosa, asimilacion de azucares y formacién de filamentos no-septados.
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Tabla I-3. Caracteres especificos en el género Dekkera/Brettanomyces

. Fermentacién Asimilacion Filamentos
Especie de lact tad

e lactosa Galactosa Glucitol Succinato no septados
Dekkera anomala v + - v +
Dekkera bruxellensis - \Y - - -
Dekkera custersiana - - - + _
Dekkera naardenensis - + + + -
Dekkera nana - + + - -

Llave de caracteres especificos del género segiin Kurtzman y Fell (1998)
(v) variable

Con los avances de la Biologia Molecular, las comparaciones de secuencias génicas pasaron a tener
un papel fundamental en la taxonomia, y en un contexto mas reciente se han establecido relaciones
filogenéticas entre los miembros del clado Dekkera (Kurtzman et al. 2008; Kurtzman 2011). La FIGURA I-1
ilustra la filogenia del grupo basada en el andlisis de los genes de las subunidades grande (LSU) y
pequeia (SSU) de RNA ribosomal asi como de una seccion del gen EF-1a de elongacion de la traduccion

(Kurtzman et al. 2008; Kurtzman 2011).

Figura I-1. Filogenia del clado Dekkera

I Dekkera bruxellensis Y-12961
[— Dekkera anomala Y-17522

Brettanomyces custersianus Y-6653

Brettanomyces naardenensis Y-17526

Brettanomyces nanus Y-17527

Schizosaccharomyces pombe Y-12796

50

Filogenia seguin Kurtzman et al. (2008). La escala de distancia representa el nimero de diferencias de bases por secuencia.

El primer estudio sistematico de Brettanomyces se realizé en 1940 por M.T.J. Custers, a partir de 16
cepas aisladas de cerveza y 1 cepa de mosto-vino, tal y como se ha mencionado en el apartado anterior,
definiendo su morfologia tipo como ojival (Licker et al. 1998). Actualmente las células de
Brettanomyces/Dekkera bruxellensis se describen como polimérficas, asumiendo morfologias

esferoidales, sub-globulares a elipsoidales, y frecuentemente ojivales o cilindricas a alargadas (FIGURA I-
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2). En determinados casos se observa la formacion de pseudohifa (gemaciones encadenadas no
separadas de la célula-madre), y también de elongaciones celulares (FIGURA |-2D) que se ramifican

formando un aparente micelio no-septado (Kurtzman y Fell 1998).

Figura I-2. Polimorfismo en células de Brettanomyces/Dekkera bruxellensis

Escala: (A-C) 5 um, (D) 10 um. Fuente: CBS-KNAW Fungal Biodiversity Centre.
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I 1.2. Fisiologia

Las principales caracteristicas bioquimicas de referencia para la especie-tipo Brettanomyces

bruxellensis se presentan en la TABLA |.4.

Tabla I-4. Caracteristicas bioquimicas de fermentacion y asimilacion

para Brettanomyces bruxellensis

Fermentacion

Glucosa + Lactosa -
Galactosa v Rafinosa -
Sacarosa v Trehalosa v
Maltosa v
Asimilacion

Glucosa + N-Acetil-D-glucosamina n/d
Galactosa v Metanol -
L-Sorbosa - Etanol v
Sacarosa v Glicerol v
Maltosa v Eritritol -
Celobiosa v Ribitol -
Trehalosa v Galactitol -
Lactosa - D-Manitol -
Malibiosa - D-Glucitol -
Rafinosa v a-Metil-D-glucdsido v
Melezitosa Salicina v
Inulina D-Gluconato -
Almidén soluble DL-Lactato v
D-Xilosa Succinato -
L-Arabinosa Citrato -
D-Arabinosa Inositol -
D-Ribosa Hexadecano n/d
L-Ramnosa Nitrato v

D-Glucosamina

Vitamina libre

Kurtzman y Fell (1998)

(v) variable, (n/d) no disponible.

Un punto importante con respecto a la fisiologia de Brettanomyces es la utilizacién que hace de los
hidratos de carbono. Por un lado se conoce que realiza la via glucolitica al igual que otras especies de
levaduras en la produccién de etanol. Sin embargo, estas levaduras tienen una naturaleza acidogénica
bastante conocida, y los hidratos de carbono también pueden ser oxidados en acido acético a través de

acetaldehido. Otra fuente de ese metabolito tipico del crecimiento de Brettanomyces es la oxidacion del
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etanol, también teniendo el acetaldehido como intermediario (Fugelsang y Edwards 2007). La presencia
de oxigeno puede influir significativamente en la concentracion de acido acético producido (Aguilar-
Uscanga et al. 2003; Ciani et al. 2003) ya que mantiene la disponibilidad de NAD" y la consecuente
formacién de etanol durante la oxidacion de los hidratos de carbono, fenémeno conocido como efecto
Custer o “Pasteur negativo” (Aguilar-Uscanga et al. 2003; Blomqvist et al. 2010; Licker et al. 1998). En
condiciones limitantes o nulas de oxigenacion, la ruta glucolitica se ve inhibida, y Brettanomyces lleva a
cabo una fermentacién alcohdlica limitada debido a la ausencia de NAD" (Ciani y Ferraro 1997). No
obstante, cuando estas levaduras se desarrollan en vinos tintos disponen de otro modo de obtener

NAD* mediante la formacién de fenoles volatiles (Fugelsang y Edwards 2007).

Otro aspecto importante de su fisiologia es que se trata de una levadura con resistencia
excepcional a condiciones minimas de nutrientes, factor de supervivencia determinante en lo que se
refiere, por ejemplo, a procesos de produccion y almacenamiento de vinos (Blackburn 2006). En ese
contexto, se sabe que es capaz de fermentar concentraciones minimas de azucares y etanol y producir
una gran gama de metabolitos como fenoles volatiles y acidos grasos de cadena media (Fugelsang y
Zoecklein 2003). Ademads, puede también utilizar etanol como Unica fuente de carbono en medio

sintético en concentraciones de hasta 9% (v/v) (Silva et al. 2004).

Finalmente, en lo que se refiere a su tasa de crecimiento, se ha comprobado que Brettanomyces
crece mas lentamente, por ejemplo en presencia de glucosa al compararlo con S. cerevisiae o
Zygossaccharomyces bailii (Rodrigues et al. 2001a), caracteristica que se refleja también en los largos

periodos de incubacidn necesarios para su aislamiento en medios selectivos (Rodrigues et al. 2001b).
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I 1.3. Contexto ecolégico y enoldgico

Brettanomyces es un microorganismo ubicuo, con poblaciones escasas pero repartidas en suelos,
cortezas de arboles y sustratos azucarados como frutos y miel (Navascués 2009). Se conoce la existencia
de la levadura Brettanomyces también en medios tan diversos como el kéfir y otros fermentados lacteos
(Narvhus y Gadaga 2003), fermentados de té (Teoh et al. 2004), refrescos (Smith y Grinsven, 1984),
sidra (Morrissey et al. 2004), cerveza (Martens et al. 1997), superficie de uvas (Renouf y Lonvaud-Funel,
2007), mosto de uva (Grbin y Henschke, 2000), vino (Chatonnet et al. 1992, 1995; Dias et al. 2003;
Heresztyn 1986; lbeas et al. 1996; Licker et al. 1998; Querol et al. 1990) e incluso en la produccion de
alcohol combustible (Abbott et al. 2005a, b). En el ambito de la enologia, como ya se ha mencionado en
un apartado anterior, en 1930 se aislé por primera vez de un vino francés una cepa inicialmente
clasificada como Mycotorula intermedia que fue posteriormente reclasificada como B. bruxellensis. No
obstante, solamente entre los afios 1950 y 1955 se documenta la ocurrencia de Brettanomyces en vinos
blancos y tintos embotellados en Alemania, Italia y Francia y en ese momento se relaciona su existencia
también a instalaciones de bodegas y se establecen las primeras necesidades de sanidad para evitar su

desarrollo (Licker et al. 1998).

Las dos formas de la levadura, Brettanomyces (anamorfica, asexuada) y Dekkera (teleomérfica,
sexuada y formadora de esporas o esporulada), pueden ser encontradas en el contexto vitivinicola. Su
presencia ha sido observada en mostos de uva (Grbin y Henschke 2000) y en mostos en plena
fermentacion alcohdlica (Licker et al. 1998; Pretorius 2000; Jolly et al. 2003; Prakitchaiwattana et al.
2004). Su diseminacion podria darse de bodega a bodega a través de vinos y equipamientos, y también
hay indicios de que la mosca de la fruta pueda actuar como su vector (Hornsey 2007). No obstante, es
en el mismo ambiente de la bodega donde se encuentran los mejores nichos para el crecimiento de esa
levadura, pudiendo ser aislada en las superficies de cubas, bombas, mangueras y equipamientos en que
la asepsia es mas dificil (Fugelsang 1998). Su presencia puede pasar desapercibida durante todo el
proceso de vinificacidn y sin embargo, las alteraciones organolépticas debidas a su crecimiento pueden
aparecer en los estadios mas tardios de la crianza del vino, ya que es en los vinos de alta gama que
pasan largos periodos de envejecimiento en barricas de roble donde Brettanomyces representa el peor
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problema. Si por un lado la utilizacién de barricas viejas ya favorece su proliferacidon, especialmente por
la dificultad de asepsia que ofrecen, hay referencias que prueban que Brettanomyces es también capaz
de asimilar la celobiosa de la misma madera (Blomquvist et al. 2010; Blomquvist et al. 2011; Suarez et al.
2007; Wyman et al. 1987).

Durante la fermentacidn alcohdlica, las células de Brettanomyces sufren una seleccion negativa
debido a la extrema competitividad energética frente a Saccharomyces, y es después de esa etapa
cuando las poblaciones de Brettanomyces pueden presentar un crecimiento significativo (Saavedra
2005; Stender et al. 2001). Si el vino es sometido a fermentacién maloldctica, obligara a que el endlogo
mantenga el vino durante un periodo largo de tiempo en unas condiciones favorables para el
crecimiento de las bacterias lacticas (temperaturas de 20 a 21 °C, muy bajas concentraciones de diéxido
de azufre) y consecuentemente otros microorganismos se veran beneficiados, entre los cuales
Brettanomyces sera uno de los mas prolificos dada su capacidad de crecer en presencia de cantidades
minimas de azucares reductores, o incluso de utilizar otras fuentes de carbono como el etanol o la
celobiosa de la madera como se ha mencionado anteriormente. Pero es durante la crianza cuando el
crecimiento de Brettanomyces ocurre sin competencia, aunque de modo lento. Las barricas utilizadas
para el envejecimiento de los vinos son sin duda la principal fuente de contaminacién, sus caracteristicas
fisicas, tales como grietas y fisuras, permiten el crecimiento de las células y constituyen la principal
dificultad para la erradicacion de los organismos que ahi se instalan (Saavedra et al. 2005).

Algunos factores pueden favorecer el crecimiento de Brettanomyces en el vino, como por ejemplo
la presencia de azlcares residuales, el tiempo de crianza, temperaturas mas elevadas, presencia de
oxigeno (aunque no es esencial para su desarrollo), considerandose también que es un microorganismos
metabdlicamente muy plastico y capaz de adaptarse perfectamente a valores de pH mas bajos y
elevadas concentraciones de etanol (Fleet 1999). Por esta razén en la actualidad podemos encontrar
trabajos que describen su aislamiento en vinos alrededor de todo el mundo, predominantemente en
tintos pero también en blancos, aunque sea mas raro en gran medida por la eficacia que presenta el
didxido de azufre a valores de pH mas bajos y a que los blancos se sulfitan tempranamente para evitar el

crecimiento de bacterias y cualquier otro microorganismo (Oelofse et al. 2008).
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I 1.4. Alteraciones organolépticas en vinos

Ilt

La formacion del “caracter-Brett” encontrado en vinos alterados es multifactorial, dependiendo de
la cepa en cuestidn, del pH, disponibilidad de nutriente en el mosto y de la etapa cuando la
contaminacién acontece (Romano et al. 2008). Esa desviacidn organoléptica en los vinos resulta de una
mezcla compleja de compuestos odoriferos activos (acidos, alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres y
fenoles), pudiendo originar descriptores tan diversos como “sudor de caballo”, “establo”, “plastico

” u

quemado”, “anima

n ou

I”, “cuero mojado”, “ratén”, entre otros. De este modo, el impacto organoléptico en
los vinos afectados puede resultar en la pérdida de hasta 50% de caracteristicas aromaticas florales y

afrutadas y en el incremento de hasta 60% en la intensidad de descriptores como “rancio” o “plastico”

(Licker et al. 1998).

Como ilustra la FIGURA 1.3, los compuestos relacionados con los principales descriptores son
esencialmente fenoles volatiles como el 4-vinilfenol, 4-vinilguaiacol, 4-etilfenol y 4-etilguaiacol y se
originan por la accién sucesiva de dos enzimas a partir de un acido hidroxicinamico (Chatonnet et al.
1992; Chatonnet et al. 1995; Rodrigues et al. 2001). Los acidos hidroxicinamicos como ferulico, cafeico y
p-cumarico son inicialmente descarboxilados por la enzima cinamato-descarboxilasa, originando
hidroxiestirenos, y estos a su vez son reducidos a sus respectivos etilos por la accion de la vinilfenol-
reductasa (Benito et al. 2009; Chatonnet et al. 1992; Coulon et al. 2010; Dias et al. 2003; Edlin et al.
1995; Harris et al. 2008; Tchobanov et al. 2008). Se ha demostrado que otras levaduras y bacterias
lacticas son capaces de producir hidroxiestirenos a partir de acidos hidroxicinamicos (Chatonnet et al.
1992) y que incluso algunas bacterias lacticas como Lactobacilus plantarum son capaces de formar esos
fenoles volatiles, pero solamente en Brattanomyces se ha comprobado la actividad enzimatica
vinilfenol-reductasa una produccion excesiva de estos compuestos y la capacidad de alcanzar los
umbrales de deteccidn en el vino (Chatonnet et al. 1995). El “caracter-Brett” en vinos tintos puede ser
detectado cuando la concentracidn de estos fenoles volatiles sobrepasan la concentracién de 426 pg/L,
considerando una mezcla de 1:10 de etilfenol y etilguaiacol (Chatonnet et al. 1992), y que puede ocurrir
cuando hay una poblacidn activa de Brettanomyces en el vino de 10° células/mL (Chatonnet et al. 1995;
Lonvaud-Funel y Renouf 2005).
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Figura I-3. Formacion de fenoles volatiles por la descarboxilacion de acidos hidroxicindmicos
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Otros compuestos también pueden estar asociados a defectos organolépticos generados por la
proliferacion de Brettanomyces, como es el caso de determinadas piridinas. Estos compuestos N-
heterociclicos (2-acetiltetrahidropiridina, 2-etiltetrahidropiridina y 2-acetilpirrolina) derivados de
aminodcidos, azucares y etanol (Costello y Henschke 2002; Romano et al. 2008; Snowdon et al. 2006)
pueden originar lo que se conoce por el “gusto a ratén” en los vinos alterados, siendo muy persistente,
desagradable y capaz de producir sensaciones en boca aln peores por la accidén secuestrante que estos

compuestos ejercen sobre los mucilagos de la saliva (Suarez et al. 2007).

Sin lugar a dudas, otra alteracién importante que tiene lugar tras la proliferacion de Brettanomyces
en vinos es el incremento de la acidez volatil, ya que esta levadura acidogénica produce cantidades
importantes de acido acético a partir de azucares (glucosa) y etanol en condiciones de aerobiosis
(Aguilar-Uscanga et al. 2007; Ciani y Ferraro 1997; Freer 2002; Freer et al. 2003; Silva et al. 2004). Parece
ser que la formacion de acido acético estd relacionada fundamentalmente con la oxidacién del
acetaldehido, de modo que la conversién continua de acetaldehido en acetato en condiciones aerdbicas
también afectan al equilibrio redox y estancan la via glucolitica (efecto Custer) (Gerds et al. 2000).
Ademas de la produccién de desviaciones organolépticas importantes en los vinos infectados, también
se ha documentado la capacidad de Brettanomyces de promover o acelerar alteraciones en el color del
vino, ya que esta levadura es capaz de hidrolizar las antocianinas, liberando glucosa en el medio y

desestabilizando de este modo la molécula (Mansfield et al. 2002).
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Otro problema que ultimamente ha despertado la atencidon de muchas denominaciones de origen
en todo el mundo es la presencia de las aminas bidgenas en el vino. Brettanomyces, aparte de su
potencial para producir alteraciones en el vino como turbidez, acidez volatil y precipitacidn de materia
colorante (Sponholz, 1993), asi como aromas alterantes, también es una de las especies de levaduras
que producen mas aminas bidgenas (hasta 15 mg/L), especialmente la feniletilamina y la etanolamina,
mientras algunas cepas de S. cerevisiae en determinadas condiciones llegarian a producir 12,14 mg/L

(Caruso et al. 2002).
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1.5. Deteccidn y cuantificacién

Los métodos tradicionales de deteccion de Brettanomyces en el vino incluyen por un lado técnicas
de cultivo en medios enriquecidos especificos durante un tiempo prolongado y cuantifican Unicamente
las poblaciones de células viables y metabdlicamente activas. Por otro lado, las técnicas rdpidas de
biologia molecular han permitido el desarrollo de nuevos métodos que permiten una reduccién de

tiempo y ademas aseguran especificidad en la identificacion.

1.5.1. Medios de cultivo

Uno de los mayores problemas para el aislamiento e identificacidon de Brettanomyces es el hecho de
que estas levaduras presentan crecimiento lento y muy frecuentemente se encuentran en medios
densamente poblados por otras levaduras, especialmente Saccharomyces (Fugelsang 1998). Diversos
trabajos propusieron diferentes medios de cultivo selectivos para la deteccidn y cuantificacién de
Brettanomyces viables en vinos considerando determinadas caracteristicas bioquimicas de esa levadura
(Alguacil et el. 1998; Benito et al. 2006; Couto et al. 2005; Dias et al. 2003; Harris et al. 2008; Rodrigues

et al. 2001b; Renouf y Lonvaud-Funel, 2007), como se mencionan a continuacion:

a) La caracteristica primaria considerada en muchos casos es la inclusion de 4cidos
hidroxicinamicos en el medio, especialmente el acido p-cumdrico que es el precursor del 4-
etilfenol. La presencia de esos compuestos en el medio permite la aparicidn del defecto olfativo
tipico que favorece la deteccién de Brettanomyces.

b) Considerando la naturaleza acidogénica de Brettanomyces, los medios selectivos también
suelen incluir un indicador de pH que permite una identificacion positiva por el viraje de color.

c) Actualmente se conoce la capacidad de Brettanomyces en utilizar etanol como fuente de
carbono (Rodrigues et al. 2001b), motivo por el cual se considera su adicién para el disefio de

un medio diferencial.
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d) La utilizacién de antimicrobianos inhibidores de bacterias gram-positivas, gram-negativas,
mohos y otras levaduras Saccharomyces también constituye uno de los criterios indispensables.
El principal agente utilizado en estos casos es la cicloheximida, especialmente porque se conoce
la especial resistencia de Brettanomyces a concentraciones elevadas (100 mg/L) de ese

antibiotico (Kurtzman y Fell 1998).

Sin lugar a dudas, la siembra en medios selectivos diferenciales representa el método menos
costoso y mas sencillo para detectar y cuantificar esas levaduras en el vino, pero son parcialmente
selectivos y falsas colonias positivas siempre pueden aparecer, entre las cuales se pueden mencionar
especies como Kloeckera apiculata, Candida tropicalis y Pichia guilliermondii (=Meyerozyma
guilliermondii) (Dias et al. 2003). Otro inconveniente de la técnica en enologia es el hecho de requerir un
tiempo largo de incubacion (1 a 2 semanas) debido al crecimiento lento de esa levadura. Este factor
supone un problema importante ya que muchas especies no alterantes presentan crecimiento rapido y
pueden llevar a una inhibicion directa del crecimiento de aquellas que son verdaderamente
contaminantes (Loureiro y Malfeito-Ferreira 2003). De todos modos, algunos autores argumentan que
este tipo de método se puede considerar bastante sensible y en algunos casos se ha logrado aislar
Brettanomyces en vinos cuando su poblacidn representaba menos del 1 % de la flora microbiana total

(Rodrigues et al. 2001b).

Especificamente en el caso de aislamientos a partir de muestras de vino, el etanol se ha presentado
como un agente selectivo muy apropiado para detectar Brettanomyces y otras levaduras alterantes,
especialmente si sustituye otras fuentes de carbono convencionales, como la glucosa, que pueden
favorecer el enmascaramiento por otras levaduras de crecimiento rapido como Kloeckera apiculata y
Meyerozyma guilliermondii (Loureiro y Malfeito-Ferreira 2003). Entre los medios sélidos propuestos
recientemente y que estdn disponibles en el mercado para la cuantificacion de Brettanomyces en
enologia se pueden destacar: AZ3 (Oenodev), BSM (Millipore Corp.), DBDM (Rodrigues et al. 2001b) y

DHSA (Chatonnet et al. 1992).

En otros casos, esos medios son liquidos y permiten la deteccién de Brettanomyces por el olor
generado debido a la conversidn de acido p-cumadrico en 4-etilfenol, ademds de una estimacién de la

poblacidn segun la intensidad del olor generado y el tiempo de incubacién requerido (Benito et al. 2009;
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Couto et al. 2005; Renouf y Lonvaud-Funel 2007). De cualquier modo, el medio DBDM es uno de los mas
ampliamente utilizados en el ambito enoldgico, basandose en etanol como fuente de carbono y energia
y en la cicloheximida como agente antimicrobiano selectivo. El medio incorpora también un indicador de
pH, debido a la caracteristica acidogénica de esa especie, y acido p-cumarico como precursor de 4-

etilfenol (Rodrigues et al. 2001b; Loureiro y Malfeito-Ferreira 2003).

1.5.2. Métodos de Biologia Molecular

En el intento de superar los inconvenientes de tiempo y especificidad en la deteccién vy
cuantificacién de Brettanomyces en vinos, recientemente diversos trabajos han propuesto métodos
basados en técnicas de biologia molecular. Por un lado se puede mencionar la técnica de hibridacion in
situ por fluorescencia (FISH) con sondas de péptidos de acidos nucleicos (PNA) que se hibridan con el
RNA ribosémico de B. bruxellensis (Stender et al. 2001). Este método se puede usar en la identificacion
de colonias por microscopia a partir de un medio enriquecido y presenta la ventaja de ser muy sensible

y especifico, ademas de no requerir lisis celular ya que las sondas atraviesan la pared de la célula.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una alternativa sensible, especifica y rapida para
esta deteccidn rapida. En ese sentido, se ha propuesto el uso de amplificacion aleatoria de DNA
polimdrfico (RAPD-PCR) para la identificacion de aislados y diferenciacién de cepas de Brettanomyces a
partir de vinos (Mitrakul et al. 1999). También se ha utilizado la identificacién basada en el polimorfismo
de regiones ITS del RNA ribosémico, que son menos conservadas evolutivamente y pueden ser usadas

para discriminar especies de un mismo género (Egli y Henick-Kling 2001).

En ese contexto, Ibeas et al. (1996) desarrollaron un protocolo especifico de PCR anidada, o de dos
etapas, capaz de detectar directamente poblaciones de hasta 10 células/mL. Cocolin et al. (2004)
también elaboraron un método de PCR especifica para amplificacion de un fragmento del dominio D1-

D2 del gen 26S de RNAr, seguida de analisis con la endonucleasa Ddel. Los autores lograron detectar e
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identificar las especies B. bruxellensis y B. anomalus directamente en el vino; sin embargo, la técnica

apenas se mostré eficaz cuando en las muestras habia poblaciones por encima de 10" UFC/mL.

También se ha descrito la utilizacion de una variante de la PCR, la amplificacidon isotérmica
denominada LAMP (loop-mediated isothermal amplification). La técnica se asemeja a una PCR anidada y
usa diversos cebadores y condiciones isotérmicas para la amplificacion de secuencias especificas. En un
primer trabajo (Tsuchiya et al. 2005) los autores describian el método para la deteccién de
Dekkera/Brettanomyces utilizando secuencias de la region D2 de RNAr, el cual no permitia una
discriminacion a nivel de especies. En un trabajo posterior, Hayashi et al. 2007 ya describe un conjunto
de cebadores de LAMP que amplifican secuencias diana de la region ITS para la discriminacion especifica
de D. anomala, D. bruxellensis, D. custersiana y B. naardenensis con una sensibilidad de hasta 10

UFC/mL en suspensién acuosa y en vino filtrado amicrébicamente.

El surgimiento de la PCR en tiempo real o cuantitativa (qPCR) permitio no solo la deteccion rapiday
especifica de células de Brettanomyces/Dekkera sino también su cuantificacidn. La deteccién directa de
Brettanomyces en el vino por gqPCR se basa en la extraccién del DNA total de la muestra de vino y en el
uso de primers especificos para Brettanomyces. Especificamente en el caso de B. bruxellensis, Phister y
Mills (2003) hicieron la primera propuesta en ese sentido y desarrollaron un método de gPCR con
primers especificos a partir del dominio D1/D2 de la subunidad mayor (LSU) del gen de RNA ribosomal
de D. anomala, D. bruxellensis, B. custersii, B. naardenensis y B. nanus. En ese caso, los autores ya
sefialaban los problemas de enmascaramiento de los resultados por substancias inhibidoras, pero
trabajando con diluciones de la muestra de DNA total lograron detectar hasta 1 UFC/mL de B.

bruxellensis en muestras que contenian un alto nimero de células de levaduras de otras especies.

Debido a la importancia que B. bruxellensis representa en la industria enoldgica de todo el mundo
y con la demanda por métodos rapidos no solamente de deteccidén sino que también de cuantificacidn,
posteriormente Delaherche et al. (2004) presentaron un protocolo de qPCR para su cuantificacion
utilizando primers provenientes del gen RAD4. Sin embargo, el limite de deteccién alcanzado en los

casos de analisis de muestras de vino tinto era de solamente 10* UFC/mL.
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Uno de los principales problemas provenientes de esos métodos de deteccidn y cuantificacion de
Brettanomyces en vinos tintos es que la presencia de elevadas concentraciones de polifenoles y otras
substancias colorantes presentes inhibe la reaccién en cadena de la enzima Taqg-polimerasa (Phister y
Mills 2003; Wilson 1998). Intentando hacer frente a estos percances de la técnica, Tessoniere et al.
(2009) plantearon mejoras para la cuantificacion de esa levadura, centrandose en el protocolo de
aislamiento de DNA total a partir de muestras de vino con la utilizacién de polivinil-polipirrolidona
(PVPP). Los autores desarrollaron un analisis por qPCR usando cebadores del gen RAD4 y un control
interno de una levadura no-Brettanomyces y fueron capaces de cuantificar hasta 31 UFC/mL de B.

bruxellensis.

1.5.3. Otros métodos

Uno de los enfoques usados para detectar la presencia de Brettanomyces en el vino puede ser la
determinacién analitica de los principales productos de su actividad metabdlica, por ejemplo por
cromatografia gaseosa (Chatonnet et al. 1995, Rodrigues et al. 2001b). Sin embargo, uno de los
problemas de ese planteamiento es que la deteccidn de esos compuestos significa la existencia de
células metabdlicamente activas, lo que puede comprometer cualquier accidn profilactica en bodega.
La aplicacién de cromatografia gaseosa combinada con espectrometria de masas (GC-MS) es otra
alternativa mas en ese sentido y permite identificar y cuantificar sensiblemente tanto el 4-etilfenol
como el 4-etilguaiacol (Coulon et al. 2010; Romano et al. 2008). La produccién de fenoles volatiles por
Brettanomyces puede constituir uno de los principales factores criticos en la calidad organoléptica de
vinos tintos de modo general, asi que también se ha planteado un enfoque integrado de deteccion y
cuantificacién de sus productos metabdlicos por cromatografia gaseosa y olfatometria (GC-O) (Culleré et
al. 2004). La cromatografia gaseosa por otro lado también se ha propuesto como un método para

detectar Bretttanomyces por medio de la identificacidn y cuantificacidon de los ésteres de metilo como
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biomarcadores de la levadura, los cuales son generados a partir de la descomposiciéon de los acidos

grasos (Malfeito-Ferreira et al. 1997).

En relacion a otras técnicas, el potencial de la citometria de flujo en combinacién con marcadores
fluorescentes en la identificacidon de microorganismos representa una posibilidad mas en la deteccion de
Brettanomyces (Malacrino et al. 2001). La citometria de flujo (FCM) consiste en un analisis dptico que
permite una estimacidn directa de las células en suspensién en el vino y cuando combinada con la
hibridacion in situ por fluorescencia (FISH) permite identificar y cuantificar el organismo en cuestion.
Esta técnica fue especificamente aplicada para B. bruxellensis en vinos tintos usando sondas
fluorescentes del gen 26S del RNA ribosomal, permitiendo la cuantificacidon especifica de hasta 100

células/mL (Serpaggi et al. 2010).
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I 1.6. Control microbioldgico en enologia

La deteccion de Brettanomyces en el vino es de suma importancia en las practicas enoldgicas pues
puede permitir a la bodega un tratamiento preventivo en vez de aplicar técnicas paliativas al problema.
Parece ser que en condiciones enoldgicas las células de esa levadura se encuentran mejor adaptadas
para superar las condiciones de estrés ambiental que en el laboratorio (Barata et al. 2008a), asi que el
control de determinados parametros es esencial para prevenir el desarrollo de la levadura y las

consecuentes alteraciones que conllevan su proliferacion en etapas criticas de la vinificacion.

A lo largo de todo el proceso de produccion de los vinos, especialmente de vinos tintos, diversos
nichos y condiciones pueden albergar y favorecer el crecimiento de Brettanomyces (Licker et al. 1998),
como es el caso de las bayas de uva en malas condiciones fitosanitarias, especialmente aquellas
atacadas por Botrytis (Oelofse et al. 2008). Por otra parte, es ampliamente conocido que instalaciones y
equipamientos de bodega no adecuadamente desinfectados son una de las principales causas de
diseminacion de esa levadura (Fugelsang 1998), y unido a esto, también hay que mencionar que es
imprescindible tener en cuenta factores como bajos niveles de didxido de azufre libre, existencia de
azucares residuales (fructosa y glucosa) y liberacion de nutrientes por la autolisis celular de otras
levaduras (Barata et al. 2008b; Oelofse et al. 2008). Recientemente se ha demostrado que ciertas
practicas de vinificacién también pueden favorecer el éxito adaptativo de Bretannomyces en bodega:
(a) el uso de barricas en un mal estado de higienizacion para la crianza del vino asociado al aporte de
pequefas cantidades de oxigeno a través de los poros de la madera (Loureiro y Malfeito-Ferreira 2006;
Malfeito-Ferreira 2011); (b) temperaturas inadecuadas de vinificacion y de almacenamiento (Dias et al.

2003; Barata et al. 2008b); (c) practicas de embotellado sin filtrar (Henick-Kling et al. 2000).

De cualquier modo, dentro de ese contexto, el simple control de los valores de pH y niveles de
oxigeno, asi como de las temperaturas y la prevencidon de maceraciones muy intensas o prolongadas son
variables que pueden y deben ser vigiladas para disminuir las condiciones favorables al crecimiento y
proliferacion (Sudrez et al. 2007). Ademas, los procedimientos rutinarios de filtrado de los vinos pueden

en gran medida ayudar a controlar la existencia de levaduras en las etapas finales de vinificacion. No
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obstante, cuando hay constancia de microrganismos alterantes incluso después de los filtrados, se hace
necesario un control microbioldgico riguroso para asegurar la estabilidad de los vinos una vez

embotellados (Ubeda y Briones 1999).

Ademas de mantener unas practicas profilacticas en todos los aspectos mencionados
anteriormente, también es necesario el conocimiento y manejo adecuado, en los casos de
contaminaciones evidentes en cualquiera de las etapas de produccidon, de agentes antimicrobianos a la
hora de decidir sobre un tratamiento adecuado para eliminar una contaminacién por esta levadura
alterante. Sin lugar a dudas, el agente antimicrobiano por excelencia, ademas de agente antioxidante,
empleado en bodega es el diéxido de azufre (Du Toit et al. 2005), capaz de inhibir el crecimiento de una
innumerable cantidad de bacterias (lacticas y acéticas) y de levaduras, pero que a su vez permite el
crecimiento de Saccharomyces cerevisiae, adicionado en concentraciones dentro de los limites

permitidos, y favorece la correcta fermentacién alcohdlica de los mostos.

Otras alternativas han sido propuestas a lo largo de los ultimos afios para combatir Brettanomyces
en vinos, como por ejemplo el chitosan. Este compuesto es un derivado desacetilado de la quitina de
origen fungico y estd actualmente permitido en las practicas enoldgicas tanto para la eliminacion de
contaminantes orgdnicos (ocratoxina A) y minerales (hierro, plomo y cadmio) (Bornet y Teissedre 2008),
como para el combate a Brettanomyces. Ademas de ser biodegradable y no tdxico, el chitosan presenta
accion antifungica por su caracter catiénico (mayor cuanto mas alto sea el grado de desacetilacién y a
pH’s mas 4cidos), de modo que cuanto mayor la densidad de cargas positivas, mas intensa sera la accién

antimicrobiana (Kong et al. 2010).

El uso de dicarbonato de dimetilo (DMDC) es otro ejemplo, y esta permitido exclusivamente para el
saneamiento de vinos con un contenido igual o superior a 5 g/L en azucares (reglamento UE 634/2006).
El DMDC actua penetrando en la célula e inhibiendo determinadas enzimas glucoliticas, en especial la
alcohol deshidrogenasa y gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, por metoxicarbonilacién de residuos

nucleofilicos (Renouf et al. 2008).

También se ha encontrado que incluso compuestos fendlicos simples del vino como lo son los

acidos hidroxicinamicos pueden tener accién antimicrobiana. Tanto el acido p-cumarico como el cafeico

31



BRETTANOMYCES/DEKKERA INTRODUCCION

parecen inhibir el crecimiento de Brettanomyces, pero especialmente el acido ferulico se ha demostrado

eficaz en condiciones enoldgicas (Harris et al. 2010).

Ademas de tratamientos con agentes antifungicos, otras metodologias han sido propuestas con
diferentes enfoques. Entre ellos se puede citar el tratamiento térmico, donde se ha encontrado que en
condiciones enoldgicas se consigue una inactivacion efectiva de las células exponiendo el vino a una
temperatura de 35 °C durante unos pocos minutos, efecto este que se ve potencializado en presencia de
etanol. Sin embargo, la exposicion a tales temperaturas, aunque por un corto periodo de tiempo, puede
tener un impacto negativo sobre las caracteristicas aromaticas y del flavor de los vinos (Couto et al.

2005b).

En ese sentido, otros autores proponen alternativas que tedricamente no afectarian a las
propiedades organolépticas de los vinos, como es el caso de la exposicion a altas presiones (400 — 500
MPa) que podria practicamente eliminar las poblaciones de bacterias y levaduras, incluida
Brettanomyces (Puig et al. 2003). Lustrato et al. (2010), por otro lado, propusieron la aplicacién de
corriente eléctrica de baja potencia a vinos durante 60 dias, aparentemente con la misma eficacia de un
tratamiento convencional con didxido de azufre. El uso de campos eléctricos pulsados es otro sistema
propuesto para reduccion de la microflora del vino, incluyendo D. anomala y D. bruxellensis, de forma
que un tratamiento de 186 KJ/Kg a 29 KV/cm podria ser capaz de reducir casi completamente a la biota

existente (Puértolas et al. 2009).

Recientemente se han buscado posibilidades basadas en mecanismos bioldgicos de inhibicion
interespecifica para actuar frente a Brettanomyces, como es el caso de las toxinas “killer”. Se conoce la
produccion de dichas toxinas por diversos géneros de levaduras de origen vinico (Saccharomyces,
Candida, Debaryomyces, Hanseniaspora, Hansenula, Kluyveromyces, Pichia, Zygosaccharomyces, etc.), y
gue en su mayoria son sensibles a la proteasa y activas a pH acido (Ciani y Comitini 2011). Comitini et al.
(2004) describieron por primera vez la produccién de toxinas producidas por Pichia anomala vy
Kluyveromyces wickerhamii y demostraron que su efecto inhibitorio puede ser estable hasta diez dias en
el vino y proponen su aplicacién como antimicrobiano selectivo. En ese caso, la toxina Kwkt purificada
de K. wickerhamii se mostré especialmente activa frente a levaduras Brettanomyces llegando a

presentar efecto fungicida a muy bajas concentraciones y bajo condiciones enolégicas (Comitini y Ciani
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2011). En el caso de Pichia membranifaciens se ha descrito la toxina PMKT2, capaz de inhibir
eficazmente a Brettanomyces mientras S. cerevisiae se mostré resistente, sugiriendo su potencial uso
en fermentaciones vinicas (Santos et al. 2009). El hongo Ustilago maydis también se ha mostrado un
potencial productor de esa clase de proteinas. En ese caso, la toxina KP6 mostrd accion inhibitoria
selectiva frente a Brettanomyces, reduciendo los niveles de etilfenol en los vinos tratados, y a

concentraciones mas elevadas presenté accion biocida (Santos et al. 2011).

La accion antimicrobiana de péptidos sintéticos contra levaduras alterantes del vino también se ha
descrito. Un ejemplo de ello es la lactoferrina de la leche e sus derivados, como la lactoferricina bovina
(LfcinB), que presentan un amplio espectro de accidn inhibitoria o biocida, eso si dependientes del
medio y del organismo en cuestidn (Enrique et al. 2007). En particular, la LfcinBy7.3; — un péptido de 15
residuos — presenta efecto biocida frente a cepas de B. bruxellensis de origen vinico en condiciones de
laboratorio; en contrapartida, en condiciones enoldgicas el péptido apenas llega a inhibir el crecimiento
de la levadura cuando esta se encuentra en poblaciones iguales o superiores a 10 UFC/mL (Enrique et al.

2008).

No obstante, tal y como se ha mencionado anteriormente, es durante el envejecimiento del vino en
barricas de roble donde Brettanomyces realmente representa un gran problema y, por consiguiente, las
barricas requieren un cuidado y atencién especiales porque es bastante complicada su limpieza y son
practicamente imposibles de esterilizar una vez contaminadas por microorganismos alterantes (Boulton
et al. 1996). Paradéjicamente, frente a los avances tecnoldgicos en la produccién de vinos de calidad, los
métodos y tecnologias para desinfeccion de barricas han cambiado muy poco y hay indicios de que los
tratamientos quimicos habituales y los lavados con agua caliente no son tan efectivos para el control de

Brettanomyces (Yap et al. 2008).

Una de las propuestas en ese sentido es la utilizacion de ultrasonidos de alta potencia (HPU) para la
inactivacion de la viabilidad celular de esa levadura en lo que se puede considerar el nicho que
representa la madera de las barricas. Este método ha sido comparado con tratamiento por ozono y con
lavado convencional y de alta presidén con agua caliente, ofreciendo las siguientes ventajas sobre estos
Ultimos: a) eliminacidon o reduccién drastica de Brettanomyces; b) eliminacion de pigmentos de

antocianina (que pueden ser metabolizados por Brettanomyces); c) reduccidn de residuos quimicos
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resultante del proceso de limpieza; d) ahorro energético; e) ampliacidn de la vida util de las barricas; f)

reduccién del empleo de didxido de azufre (Yap et al. 2008; Yap y Bagnall 2009).

Otros enfoques para la desinfeccion de barricas contaminadas por Brettanomyces pueden ser el
tratamiento por radiacion UV, aplicacién de vapor o bien de ozono (en estado gaseoso o en solucion).
Guzzon et al. (2011) realizaron un estudio comparativo de estos métodos y concluyeron que los
tratamientos por ozono y vapor fueron los mas eficaces, consiguiendo la eliminacién de hasta 70 % de la
poblacion de levaduras. Aparentemente, la sensibilidad de Brettanomyces a dichos tratamientos es

mayor, pero no se conoce hasta la fecha los motivos de una posible accién selectiva de estas técnicas.

Mas recientemente, fruto de nuevas iniciativas en investigacion y desarrollo, también se esta
poniendo a punto la aplicacion de microondas basada e tecnologia aeroespacial para la limpieza y
desinfeccion de barricas contaminadas por Brettanomyces (Palacios et al 2011; Palacios et al. 2012). El
método propone la utilizacidn de diferentes trenes de ondas electromagnéticas de alta frecuencia sobre
duelas de barricas que han contenido vino contaminado y los ensayos llevados a cabo hasta el momento
han mostrado resultados muy eficientes, eliminando cualquier indicio de células viables de
Brettanomyces, ademds de ser una alternativa prometedora a la utilizacién de didxido de azufre en los

tratamientos de barricas usadas.
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I 2. Otras levaduras Saccharomycetales detectadas en ambiente de bodega

En el vino la actividad de las levaduras es parte esencial de la produccién y de hecho ese proceso
ocurre en presencia de una gran diversidad de especies, siendo muy dificil determinar cual es una
levadura alterante. Justamente por ese motivo, raras veces se encuentra un organismo alterante
durante el proceso fermentativo, pero mas bien durante las etapas de almacenamiento, crianza y
embotellado (Loureiro y Malfeito-Ferreira 2003). Determinadas levaduras tipicamente caracterizadas
como alterantes (Zygosaccharomyces spp. y Torulaspora spp.) colonizan y crecen muy lentamente en
medios con altos contenidos en azlcares y sales como el mosto (Blackburn 2006). En otros casos,
algunas cepas de las propias especies fermentadoras del género Saccharomyces pueden producir altos
niveles de sulfuro de hidrégeno y acido acético, resultando en vinos organolépticamente inaceptables
(Blackburn 2006). Por otra parte, levaduras de los géneros Pichia, Metchnikowia, Hansenula, Kloeckera y
Debaryomyces son caracteristicamente formadoras de film en el contexto vinicola (Loureiro y Malfeito-

Ferreira 2003).

La microbiota presente en los ecosistemas vitivinicolas es muy compleja y sus origenes pueden
estar asociados al ecosistema del vifiedo y al ambiente de bodega propiamente. En este ultimo caso el
nicho de accion de levaduras puede estar asociado a la zona de elaboracion y almacenamiento (paredes,
estrujadoras, prensas, suelos, tanques de fermentacion, depdsitos, filtros, maguera y en el mismo aire) o
bien a la linea de embotellado (botellas, esterilizador de botellas, filtros, encorchadora y aire) (Loureiro

y Malfeito-Ferreira 2003; Malfeito-Ferreira et al. 1997).

En este estudio, ademas de B. bruxellensis, también se han aislado otras especies de levaduras en
ambiente de bodega a partir del cultivo en medio especifico, todas pertenecientes al orden
Saccharomycetales: Trigonopsis cantarellii, T. variabilis, Candida ishiwadae, Pichia holstii, Arthroascus
schoenii, Pichia mandshurica y Meyerozyma guilliermondii. De este modo, en el presente apartado se
recopila de la bibliografia disponible toda la informacion acerca de los microorganismos a los que se

hace referencia en el CAPITULO 3 de RESULTADOS Y DISCUSION.
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La TABLA I-5 muestra la nomenclatura actualmente reconocida asi como todas las posibles

sinonimias para cada especie segun la base de datos MycoBank (http://www.mycobank.org) y de

acuerdo con los otros bancos de datos: Index Fungorum (http://www.indexfungorum.org), y NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomyy/).

Tabla I-5. Taxonomia de otras levaduras Saccharomycetales identificadas en esta tesis

Nombre de la especie
actualmente en uso

Sinonimias

Autores

Publicacion

Trigonopsis cantarellii

Trigonopsis variabilis

Pichia holstii

Arthroascus schoenii

Pichia mandshurica

Candida ishiwadae

Meyerozyma guilliermondii

Torulopsis cantarellii*
Candida cantarellii*

Torulopsis vinacea*

Nakazawaea holstii*
Hansenula holstii*

Endomycopsis holstii*

Saccharomycopsis schoenii*
Endomyces schoenii*

Pichia nonfermentans*

Pichia galeiformis*
Zygosaccharomyces chevalieri*

Zygosaccharomyces mali*

Pichia guilliermondii*
Yamadazyma guilliermondii*
Endomyces lacteus*
Endomyces lacticolor*

Endomyces guilliermondii*

Kurtzman y Robnett (2007)
van der Walt et al. (1961)
Yarrow et al. (1978)

Ohara et al. (1964)

Schachner J. (1929)
Kurtzman (1984)

Yamada et al. (1994)
Wickerham et al. (1960)
Novak y Zsolt (1964)
Bab'eva et al. (1985)
Kurtzman y Robnett (1995)
Nadson et al. (1932)

Nakase et al. (1971)
Saito (1914)

Goto et al. (1984)

Saito

Negroni

Sugiyama y Goto (1969)
Kurtzman y Suzuki (2010)
Wicherham (1966)
Billion-Grand (1989)
Castellani (1912)
Castellani (1912)
Wicherham et al. (1964)

FEMS Yeast Res. 7 (1)
Antonie van Leeuwenhoek 27
J. Syst. Bacteriol. 28

J. Gen. Appl. Microbiol. 10(1)

Z. ges. Brauwesen 52

Antonie van Leeuwenhoek 50 (3)
Biosci. Biotechnol. Biochem. 58 (7)
Mycologia 52(2)

Acta Microbiol. Hung. 10
Mikrobiologiya 54

Can.J. Bot. 73 (1)

Dokl. Akad. Nauk S.S.S.R. 13 (323)

Gen. Appl. Microbiol. 17 (6)

Mikrobiologische Studien tber die
Bereitung des mandschurischen
Branntweins

J. Gen. Appl. Microbiol. 33 (3)
no consta

no consta

J. Fac. Sci. Tokyo Univ. 10 (7-10)
Mycoscience 51 (1)

J. Bacteriol. 92

Mycotaxon 35 (2)

Lancet 1 (1)

Lancet 1 (1)

J. Bacteriol. 68(5)

*Taxones cuyo uso esta desaconsejado segun las recomendaciones de MycoBank (http://www.mycobank.org).

En el ambito enoldgico, de las especies mencionadas anteriormente, Meyerozyma guilliermondii

es una levadura potencialmente alterante, y hay referencias sobre su asilamiento a partir de uva, mosto,
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vino, insectos, en el mismo ambiente de bodega, en sus equipamientos y barricas (Barata et al. 2006;
Martorell et al. 2006; Zott et al. 2008). Su accion como microorganismo contaminante estd
principalmente asociada a la producciéon de fenoles volatiles, con determinadas cepas pudiendo
presentar (en medio sintético) tasas de conversion de acido p-cumarico en 4-etilfenol equivalentes a las
de B. bruxellensis (Barata et al. 2006; Barata et al. 2008b; Dias et al. 2003; Lopes et al. 2009; Loureiro y
Malfeito-Ferreira 2003). Guzzon et al. (2011a), por otro lado, mencionan que esa especie solamente es
capaz de producir vinilfenol. De todos modos su proliferacién y potencial riesgo estén intimamente
relacionados con falta de control en los mostos de uva antes de la inoculacidn controlada y que su
habilidad en producir 4-etilfenol en vino propiamente es muy inferior a la observada en Brettanomyces

(Lopes et al. 2009; Martorell et al. 2006).

Con respecto a la levadura oxidativa Pichia mandshurica, hay registros de su deteccion durante
todo el transcurso de la fermentacion alcohdlica, particularmente de mostos procedentes de uvas
atacadas por podredumbre (Barata et al. 2008c) y también en vinos con desviacion aromatica y
equipamientos de filtrado en bodega (Saez et al. 2011). Sdez et al. (2011) encontraron que, aunque sea
una caracteristica cepa-dependiente, ese microorganismo es capaz de producir 4-vinilguaiacol, 4-
etilguaiacol, 4-vinilfenol y 4-etilfenol al cabo de 60 dias en vinos tintos suplementados con acido p-

cumarico.

De Candida ishiwadae se conocen registros de su aislamiento en medio DBDM a partir de mostos
de uva vy también de barricas (Guzzon et al. 2011a). Ademads, también hay evidencias de que
determinados aislados de esa especie encontrados en barricas pueden producir ciertos niveles de 4-
vinilguaiacol y 4-vinilfenol en medio sintético con los precursores acido p-cumarico y ferulico (Guzzon et

al. 2011b).

De Trigonopsis cantarellii se tratara en el apartado siguiente y relacionado con la especie tipo del
mismo género, Trigonopsis variabilis, se describié en su momento a partir de muestras de cerveza en
Alemania (Schachner 1929) pero también consta informacién de su aislamiento a partir de uvas en Italia
(Kurtzman vy Fell 1998). De Arthroascus schoenii hay referencia de que fue aislada de uvas con
podredumbre (Naumov et al. 2003), en mostos e incluso durante la fermentacién alcohdlica, tanto en

fermentaciones convencionales como con aquellas que pasaron por maceracién en frio previamente
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(Zott et al. 2008). Finalmente, de Pichia holstii se sabe que es mas bien una especie cominmente

relacionada a ecosistemas oleicos: olivas, pasta de aceitunas, alpechin (liquido proveniente del

centrifugado de la pasta) y orujo (Romo-Sanchez et al. 2010; Sinigaglia et al. 2010).

La TABLA |-6 resume la informacidn anterior disponible en la literatura con respecto a los origenes

de los primeros aislamientos de las levaduras Saccharomycetales de las especies identificadas en el

ambiente de bodega a lo largo del trabajo de esta tesis, asi como del registro de la posible produccion

de etilfenol.

Tabla I-6. Produccion de etilfenol y origen de otras levaduras Saccharomycetales identificadas en esta tesis

Especie Origen Referencia Generacion de etilfenol
T. cantarellii uvas, mosto, vino, insectos  Ohara et al. (1994); Barata et al. (2012); + Diasetal. (2003)
Dias et al. (2003)
T. variabilis cerveza, uvas Schachner (1929); Kurtzman y Fell (1998)
P. holstii olivas, pasta de aceituna, Romo-Sénchez et al. (2010); Sinigaglia
alpechin, orujo de oliva etal. (2012)
A. schoenii uvas, mosto, vino Naumov et al. (2003); Zott et al. (2008)
P. mandshurica uvas, mosto, vino, Barata et al. (2008), Saez et al. (2011) + Sdezetal. (2011)
ambiente de bodega
C. ishiwadae uvas, barrica Guzzon et al. (2011a,b) + Guzzon et al. (2011a)
M. guilliermondii uvas, mosto, vino, Barata et al. (2008), Dias et al. (2003); + Barata et al. (2008);
ambiente de bodega Guzzon et al. (2011a);Martorell et al. (2006); Martorell et al. (2006)

Zott et al. (2008)

Recopilacidn de datos de referencias bibliograficas sobre aislamientos y produccién de etilfenol.
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I 3. Trigonopsis cantarellii

El género monofilético Trigonopsis (Ascomycota: Saccharomycetes: Saccharomycetales: incertae
sedis) se encontraba descrito a partir T. variabilis, una especie aislada en 1929 de cerveza en Alemania
(base de datos MycoBank) y caracterizada por una reproduccion por gemacidn a partir de células con

formato triangular (Kurtzman y Fell 1998).

Recientemente, basdndose en anilisis filogenéticos de secuencias génicas, Kurtzman y Robnett
(2007) transfirieron Candida cantarellii y C. vinaria a este género. Posteriormente otra especie mas,
Trigonopsis californica, también fue incluida en el mismo género (Kurtzman 2007). La TABLA |-7 presenta
la configuracion actual del género Trigonopsis (segun banco de datos Index Fungorum y MycoBank), en
que curiosamente las cuatro especies reconocidas se aislaron de mosto de uva — a excepcién de la cepa

de T. variabilis aislada de cerveza (Kurtzman y Robnett 2007).

Tabla I-7. Especies actualmente reconocidas dentro del género Trigonopsis

Especie Autores Publicacién
Trigonopsis variabilis Schachner (1929) Z. Ges. Brauwesen 52: 137
Trigonopsis californica Kurtzman (2007) Antonie van Leeuwenhoek 92(2): 230
Trigonopsis cantarellii Kurtzman y Robnett (2007) FEMS Yeast Res. 7(1): 150
Trigonopsis vinaria Kurtzman y Robnett (2007) FEMS Yeast Res. 7(1): 150

Segun Kurtzman y Robnett (2007), las levaduras de ese género pueden asumir morfologias
celulares triangulares, tetraédricas, romboidales o elipsoidales; su reproduccién se da por gemacion
multilateral o por gemacion a partir de proyecciones en las células triangulares y tetraédricas; forman
pseudohifa pero hifas verdaderas no estan presentes; son fermentadoras de azlcares. Segun los mismos
autores y basdndose en el andlisis de secuencias génicas, actualmente se reconoce la disposicidn
filogenética presentada en la FIGURA |-4. La TABLA |-8, por otro lado, presenta las sinonimias para la

especie T. cantarellii de las cuales hay registro en las bases de datos.
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Figura I-4. Filogenia del clado Trigonopsis

. Trigonopsis cantarellii Y-17650
L Trigonopsis californica Y-27307

I Trigonopsis variabilis Y-1579
— Trigonopsis vinaria Y-5715

Schizosaccharomyces pombe Y-12796

50

Filogenia del clado Trigonopsis segin Kurtzman (2007). La escala de distancia representa el nimero de diferencias de bases por
secuencia.

Tabla I-8. Sinonimias de la especie Trigonopsis cantarellii

Sinonimia Autores Publicacion
Candida cantarellii Meyer y Yarrow (1978) Int. J. Syst. Bacteriol. 28(4): 612
Torulopsis cantarellii Van der Walt y Kerken (1961) Antonie van Leeuwenhoek 27: 210
Torulopsis vinacea Ohara et al. (1964) J. Gen. Appl. Microbiol. 10: 77

Las levaduras de la especie T. cantarellii (FIGURA |-5) se caracterizan por ser no-ascosporogenas y se
reproducen por gemacion multilateral (Kurtzman y Fell 1998). Pertenece a un grupo de levaduras
caracterizadas por la presencia de galactosa en la composicidn de azlcares neutros de la célula y por el
sistema de ubiquinona del tipo Q9 (Suzuki et al. 1999). Respecto a su fisiologia se conoce que es capaz
de asimilar glucosa, etanol y glicerol (Kurtzman y Fell 1998) y que es incapaz de asimilar inositol (Suzuki

et al. 1999).
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Figura I-5. Fotografia de microscopia dptica de células de Trigonopsis cantarellii

Escalas: 5 um. (Fuente: CBS-KNAW Fungal Biodiversity Centre)

La especie Trigonopsis cantarellii es conocida como integrante de la flora de uvas y también ha sido
aislada de mostos frescos, al inicio de la fermentacidn alcohdlica (Renouf et al. 2006) y en vinos (Barata
et al. 2012). Como parte integrante de la microbiota indigena, su utilizacién fue incluso propuesta para
la produccién de vinos varietales Syrah en Argentina como indculo en los primeros dias de la
fermentaciéon alcohdlica seguida de inoculacién secuencial con S. cerevisiae (Toro y Vazquez 2002);
segun los autores, con esa practica se pueden obtener resultados atractivos, consiguiéndose un

importante incremento en glicerol, acetoina, propanol y acido succinico en los vinos producidos.

Poco se conoce sobre los aspectos fisioldgicos que T. cantarellii puede presentar en el vino. Por un
lado se ha registrado que presenta actividad B-D-xilosidasa, y que dicha caracteristica puede estar
relacionada con procesos de liberacidn de flavores en el vino siempre y cuando su accién se limite a los
primeros momentos de la fermentacién alcohdlica (Manzanares et al. 1999). Por otro lado también se
ha demostrado que posee actividad B-D-glucosidasa y en ese sentido su desarrollo en etapas tardias
podria suponer liberacién de antocianidinas y su consecuente conversion a compuestos de color marrén

o decolorados (Manzanares et al. 2000).
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II.  Materiales y Métodos

Los materiales y métodos empleados a lo largo de esta tesis se fragmentan en tres bloques que

corresponden a los tres capitulos presentados posteriormente en RESULTADOS Y DISCUSION.

I Medios de cultivo utilizados

a) Medio YPD-agar:
10 g/L extracto de levadura (Oxoid, Inglaterra), 20 g/L peptona (Becton, Dickinson & Co.,
Francia), 20 g/L glucosa (Panreac Quimica S.A., Espafia), 20 g/L agar (Becton, Dickinson & Co.),
50 pg/mL penicilina (Sigma, Estados Unidos); 100 ug/mL estreptomicina (Sigma).

b) Medio especifico para Brettanomyces
Se empled el medio descrito por Rodrigues et al. (2001b) con las siguientes modificaciones: 10
g/L extracto de levadura (Oxoid), 20 g/L peptona (Becton, Dickinson & Co., Francia), 20 g/L
glucosa (Panreac Quimica S.A., Espafia), 20 g/L agar (Becton, Dickinson & Co.), 10 % (v/v)
etanol (Panreac Quimica S.A.), 100 mg/L acido p-cumadrico, 22 mg/L verde-bromocresol, 20 g/L
agar, 50 ug/mL penicilina (Sigma), antibacterianos (Sigma).

c) Medio manitol-agar: 5 g/L extracto de levadura (Oxoid), 3 g/L peptona (Becton, Dickinson &
Co.), 25 g/L D-manitol (Sigma-Aldrich, Alemania), 20 g/L agar (Becton, Dickinson & Co.), 100
mg/L nistatina (Acofarma, Espafia).

d) Medio MRS-agar (Oxoid), 100 mg/L nistatina (Acofarma).
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Medio liquido YPD: 10 g/L extracto de levadura (Oxoid), 20 g/L peptona (Becton, Dickinson &
Co.), 20 g/L glucosa (Panreac Quimica S.A.)
YPD liquido concentrado: 20 g/L de extracto de levadura (Oxoid), 40 g/L de peptona (Becton,

Dickinson & Co.), 40 g/L de glucosa (Panreac Quimica S.A.).
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1. Deteccion y cuantificacion de Brettanomyces en vinos tintos mediante los

métodos de PCR cuantitativa y cultivo en medio especifico

I 1.1. Muestras de vino y andlisis microbiolégicos

Estudio de caso 1: Vinos tintos en proceso de crianza

Los andlisis microbioldgicos convencionales fueron realizados a partir de 324 muestras de vinos
tintos de la variedad Tempranillo provenientes de D.O.Ca. Rioja y D.O. Ribera del Duero, en el periodo
2009 - 2011. Todas las muestras provenian de vinos en proceso de crianza en barricas de roble y eran

sospechosas de contaminacion, por analisis sensorial e indicios de cierta desviacién aromatica.

Los vinos se procesaron para analisis microbioldgico tomdndose 10 mL de la muestra homogénea
en un tubo estéril. Se centrifugaron a 3000 g durante 10 minutos y se desechd el sobrenadante. Se
resuspendieron los pellets en 1 mL de soluciéon salina (0,15 M NaCl) estéril, se realizaron diluciones
decimales de la suspension y se sembraron 100 L en placa con medio YPD-agar para el recuento de
levaduras totales, y medio especifico para el recuento de Brettanomyces. Las placas se incubaron a 30 °C
en condiciones de aerobiosis. De aquellas muestras que presentaron recuentos en medio especifico
para Brettanomyces se seleccionaron hasta 6 colonias representativas que se procesaron
posteriormente para identificacion especifica, como descrito a continuacién en el apartado 1.6 de

MATERIALES Y METODOS.

Por otro lado, las muestras también se procesaron para analisis por PCR cuantitativa como

descritoen los apartados 1.4, 1.5y 1.7 de MATERIALES Y METODOS, para las respectivas etapas.
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Estudio de caso 2: seguimiento durante la elaboracion de vinos tintos varietales

Se llevé a cabo el seguimiento durante diferentes etapas de producciéon en bodega de 2 vinos
tintos de la variedad Graciano y 3 de la variedad Tempranillo, incluyendo muestreos de: uva pasta,
fermentacion alcohdlica tumultuosa, fin de fermentacion alcohdlica, fin de fermentacion malolactica,
barrica y segundo trasiego de barrica. Para la elaboracién de estos vinos es importante mencionar que
se trataban de procesos de vinificacion llevados a cabo por fermentacidon espontdnea con levaduras

autoctonas.

Las diferentes muestras se procesaron para analisis microbioldgico a partir de un volumen de 10 mL
homogeneizado en un tubo estéril. Se centrifugaron a 3000 g durante 10 minutos y se desecho el
sobrenadante. Se resuspendieron los pellets en 1 mL de solucién salina (0,15 M NacCl) estéril, se
realizaron diluciones decimales de la suspension y se sembraron 100 pL en placa con medio YPD-agar
para el recuento de levaduras totales, y medio especifico para el recuento de Brettanomyces. Las placas
se incubaron a 30 °C en condiciones de aerobiosis. De aquellas muestras que presentaron recuentos en
medio especifico para Brettanomyces se seleccionaron hasta 6 colonias representativas que se
procesaron posteriormente para identificaciéon especifica, como descrito a continuacién en el apartado

1.6 de MATERIALES Y METODOS.

Por otro lado, las muestras también se procesaron para analisis por PCR cuantitativa como

descritoen los apartados 1.4, 1.5y 1.7 de MATERIALES Y METODOS, para las respectivas etapas.
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I 1.2. Cepas de levadurasy condiciones de cultivo

Para los ensayos realizados se utilizaron las cepas de levadura B. bruxellensis BY24 y S. cerevisiae
LV5 de la coleccién enoldgica de aislados del Departamento de Agricultura y Alimentacién de la
Universidad de La Rioja. Los microorganismos fueron cultivados en placas de YPD-agar a 30 °C, de 24 a

48 horas, en condiciones de aerobiosis.

I 1.3. Preparaciéon de muestras-control

Se prepararon soluciones de células de la cepa control B. bruxellensis BY24 en vino tinto para
evaluar los diferentes métodos de extracciéon de material genético. Células de un cultivo fresco fueron
resuspendidas, respectivamente, en vino tinto filtrado amicrébicamente (0,20 um) (Corning Inc.,
Alemania) y en solucién salina 0,15 M estéril. En ambos casos se realizaron diluciones seriadas decimales
de modo que se obtuviera un rango de concentraciones de 4 10’ a 4 células/mL. La concentracién inicial
se determind por absorbancia en espectrofotémetro (Ultrospec 2000, Pharmacia Biotech, Inglaterra) a
600 nm, donde 1 unidad de absorbancia a 600 nm corresponde a aproximadamente 2 10’ células/mL
(Ausubel et al. 1992), y por recuentos en medio YPD-agar. Todas las diluciones, tanto en vino como en
solucidn salina, contenian ademas una concentracion fija de 2 10° células/mL de la cepa S. cerevisiae LV5
para simular condiciones de un vino real y proporcionar un efecto tampdn, disminuyendo las pérdidas
de células durante los procedimientos de extraccion de DNA. Ademds también se repitieron los
experimentos con un vino naturalmente turbio (73,6 NTU) no filtrado y previamente estudiado

microbiolégicamente.
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I 1.4. Tratamiento previo de las muestras de vino

Previamente a la extraccion del DNA total de la muestra de vino los siguientes procedimientos de

lavado fueron llevados a cabo segun los siguientes criterios:

(A) Vinos poco turbios: para los vinos con una turbidez igual o inferior a 50 NTU se recogié 1 mL
de muestra en un microtubo estéril y se centrifugd a 13600 g durante 5 minutos en una microcentrifuga
Heraeus (Biofuge Pico, Heraeus, Alemania). Se desecho el sobrenadante y se resuspendid el pellet en 1
mL de tampdn de lavado (Tris 0,05 M; NaCl 0,15 M; 100 mL/L etanol). Después de agitar el tubo
brevemente en vértex se centrifugd nuevamente la muestra y se deseché el sobrenadante. El lavado y
centrifugacion se repitieron una vez mas y se conservo el pellet de células para extraccion del DNA.

(B) Vinos muy turbios: en el caso de los vinos con una turbidez superior a 50 NTU se realizaron los
mismos procedimientos descritos en (A) y se afiadié un paso de lavado cuando fue necesario para
eliminar materia colorante perceptible visualmente. Para promover la eliminacién por absorcién de
taninos y otros pigmentos y prevenir la inhibicion de la PCR-polimerasa (Delaherche et al. 2004; Phister
y Mills 2003; Tessoniere et al. 2009; Jara et al. 2008), los pellets se resuspendieron en 100 pL del tampdn
de lavado y se distribuyé cuidadosamente con asa de siembra estéril en placa con medio YPD-agar, que
se incubd durante 12 horas a 30 °C. A continuacidn se recogié la masa celular de la superficie de la placa
de cultivo con un asa de siembra estéril y se resuspendié en 1 mL de tampdn de lavado. Se centrifugd la

muestra a 13600 g durante 5 minutos y se conservo el pellet de células para extraccidon del DNA total.
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I 1.5. Extraccion del material genético total

Tras el lavado de las muestras mencionado en el apartado anterior, se llevaron a cabo y se

probaron seis protocoles para extraccidn y aislamiento del material genético total de las levaduras

II.

I11.

El pellet fue resuspendido en 200 pL de InstaGene Matrix (BioRad, Estados Unidos) y tratado
segun las recomendaciones del fabricante, del siguiente modo: incubar a 56 °C durante 20
minutos; tras agitar vigorosamente el tubo durante 10 segundos, hervir durante 8 minutos y
centrifugar a 13400 g durante 3 minutos; transferir el sobrenadante a un tubo estéril.

El pellet fue resuspendido en 200 uL de PrepMan Ultra (Applied Biosystems, Estados Unidos) y
tratado segun las recomendaciones del fabricante con las siguientes modificaciones: se agito el
tubo vigorosamente durante 15 segundos y se hirvid durante 10 minutos; se centrifugd la
muestra a 13400 g durante 5 minutos. A continuacion el sobrenadante fue transferido a una
columna Amicon (Millipore) y centrifugado a 13400 g durante 10 minutos; se afiadieron 500 pL
de agua ultra-pura y se volvié a centrifugar igualmente la muestra; se afiadieron 100 plL de agua
ultrapura y se transfirié la columna boca abajo en un tubo estéril, centrifugandose a 3400 g
durante 3 minutos y recogiendo el eluido de la columna.

El pellet fue resuspendido en 200 uL de tampdn de lisis (Tris 500 mM, pH 8,0; B-mercaptoetanol
100 mM); se afiadieron 25 pL de liticasa fresca 3 mg/mL (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) y la
muestra se incubd en bafio a 37 °C durante 25 minutos. Se agitd fuertemente la muestra en
vortex y se afiadieron otros 25 pL de liticasa, incubandose nuevamente durante 25 minutos. Se
agité fuertemente la muestra, se incubd en bafio a 100 °C durante 15 minutos y, después de
congelar y descongelar, se centrifugd a 3400 g durante 1 minuto en microcentrifuga. 250 pL del
sobrenadante fueron aspirados con una micropipeta y transferidos a un tubo estéril,
utilizdndose a continuacion el protocolo del kit DNeasy Plant Mini (Qiagen, Alemania) segun
recomendaciones del fabricante con las siguientes modificaciones: se afadieron 375 uL de la
solucion-AP3/E al lisado obtenido, homogeneizando bien la mezcla con auxilio de la
micropipeta; la mezcla fue transferida a una columna Dneasy Plant Mini-spin y centrifugada a
6000 g durante 1 minuto; se afiadieron 500 puL de la solucién-AW, transfiriéndose la columna a
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IV.

un tubo limpio y se centrifugd la mezcla a 6000 g durante 1 minuto; se afiadieron otros 500 uL
de la solucion-AW vy se centrifugd la muestra a 13400 g durane 2 minutos; se afladieron 100 uL
de la solucion-AE para eluciéon del DNA durante 5 minutos a temperatura ambiente,
centrifugdndose a continuacién durante 1 minuto a 6000 g; se repitid el paso anterior una vez
mas.

El pellet fue resuspendido en 200 uL de tampdn de lisis (Tris 500 mM, pH 8,0; B-mercaptoetanol
100 mM); se afiadieron 25 pL de liticasa fresca 3 mg/mL (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) y la
muestra se incubd en bafio a 37 °C durante 25 min. Se agitd fuertemente la muestra en vortex y
se afiadieron otros 25 L de liticasa, incubandose nuevamente durante 25 minutos. Se agito
fuertemente la muestra, se incubd en bafio a 100 °C durante 15 minutos. La muestra fue
congelada y después de descongelar se centrifugd nuevamente. 100 pL del sobrenadante
fueron recogidos en un microtubo estéril para precipitacion de proteinas y aislamiento del DNA
de acuerdo con el método de Sambrook et al (1989) con modificaciones, como se menciona: se
afiadieron 200 pL de solucién-ll (NaOH 0,2 M; dodecilsulfato de sodio 0,01 g/mL) al lisado
obtenido, se agité suavemente y se incubd en bafo de hielo durante 15 minutos; se afiadieron
150 pL de solucidn-IlIl (ion potasio 3 M; ion acetato 5 M), se agitd suavemente y se incubd en
bafio de hielo durante 5 minutos; la muestra fue centrifugada a 13400 g durante 5 minutos a 4
°C (microcentrifuga 5415R, Eppendorf, Alemania); 900 pL de etanol (4 °C) fueron adicionados y
mezclados suavemente; la muestra fue centrifugada nuevamente y el sobrenadante
descartado; después de secarse completamente el pellet fue resuspendido en 50 uL de agua
ultra pura.

El pellet de células fue resuspendido en 200 puL de tampdn de lisis y sometido a lisis celular con
liticasa como se ha descrito anteriormente y se centrifugd la muestra a 3400 g durante 1
minuto en microcentrifuga. El sobrenadante obtenido fue transferido cuidadosamente a una
columna Amicon (0,5 mL, membrana 100K; Millipore, Irlanda) y tratado segun
recomendaciones del fabricante, con las siguientes modificaciones: se centrifugd la muestra a
13400 g durante 10 minutos; se afiadid agua ultra-pura hasta completar un volumen final de
100 pL, transfiriéndose la columna boca abajo en un tubo estéril, y centrifugando la muestra a

3400 g durante 3 minutos.
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VL

El pellet fue resuspendido en 200 uL de tampdn de lisis y sometido a lisis celular con liticasa
como se ha descrito anteriormente y se centrifugd la muestra a 3400 g durante 1 minuto en
microcentrifuga. A continuacién se afiadieron 25 uL del polimero polivinilpolipirrolidona (PVPP)
(PolyClar, Laffort, Espafia) y se mantuvo en agitacidon suave durante 60 minutos, a 4 °C. Se
centrifugd la muestra a 13400 g durante 1 minuto, 4 °C (microcentrifuga 5415R, Eppendorf) y se
recogieron 100 plL del sobrenadante en un eppendorf estéril. La precipitacion de proteinas y
aislamiento del DNA se llevaron a cabo como anteriormente mencionado en el método IV. Se

probaron dos concentraciones de PVPP, 10 y 20 mg/mL.
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I 1.6. Analisis e identificacion de aislados por PCR convencional

1.6.1. Extraccion del DNA

Se resuspendieron células frescas de los aislados en 1 mL de solucién salina 0,15 M en tubos
eppendorf, se agitaron suavemente en vértex y se centrifugaron las muestras a 13600 g en
microcentrifuga (Biofuge Pico, Heraeus) durante 3 minutos. Se desechd el sobrenadante y se
resuspendio el pellet de células en 200 puL de tampdn de lisis (Tris 500 mM, pH 8,0; B-mercaptoetanol
100 mM), se afiadieron 25 pL de liticasa fresca 3 mg/mL (Sigma-Aldrich) y la muestra se incubd en bafio
a 37 °C durante 25 minutos. Se agitd fuertemente la muestra en vértex y se afadieron otros 25 pL de
liticasa, incubandose nuevamente durante 25 minutos. Se agitd fuertemente la muestra y se hirvieron
los tubos durante 15 minutos. Después de congelar y descongelar, las muestras se centrifugaron a
13600 g en microcentrifuga (Biofuge Pico, Heraeus) durante 3 minutos, y se recogio el sobrenadante

obtenido para los respectivos protocolos de PCR.

1.6.2. PCR convencional especifica para Brettanomyces

Para confirmacién especifica de Brettanomyces de los aislados obtenidos en el medio especifico se
utilizo el protocolo propuesto por Cocolin et al. (2004) basado en la amplificaciéon del dominio D1-D2 del
gen 26S de RNAr, con las modificaciones descritas a continuacion. Las reacciones se llevaron a cabo en
un volumen final de 50 pL: 20 pL de la muestra de DNA, 0,5 uM de los respectivos primers (DB9OF 5'-
GAY ACT AGA GAG AGR RGG ARG GC-3'; DB394R 5'-ACG AGG AAC GGG CCG CT-3'"), 5 pL del tampdn de
reaccion 10xNH, (Bioline, United Kingdom), 3 uL de solucion MgCl, 50 mM (Bioline), 0,05 mM de cada
desoxiribonucledtido (Deoxynucleotide Mix; Sigma, Estados Unidos), y 1,5 U de Taqg-polimerasa

(Bioline). Las condiciones de la reaccion fueron las siguientes: desnaturalizacién inicial a 95 °C durante 5
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minutos, seguida de 40 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C durante 1 minuto, alineamiento a 67°C

durante 45 segundos, y extensién a 72 °C durante 7 segundos.

1.6.3. Analisis por PCR convencional para la identificacion de otras levaduras

En los casos de resultados negativos del analisis por PCR especifica para Brettanomyces se
utilizd el protocolo descrito por Kurtzman y Robnett (1998) para identificacion de ascomicetos a partir
del dominio D1/D2 del gen 26S de DNA ribosomal. Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final
de 50 pL: 20 pL de la muestra de DNA, 0,5 uM de los respectivos primers (NL-1 5'- GCA TAT CAA TAA
GCG GAG GAA AAG-3'; NL-2 5'- CTT GTT CGC TAT CGG TCT C-3'), 5 pL del tampén de reaccidon 10xNH,
(Bioline, Reino Unido), 3 uL de solucion MgCl, 50 mM (Bioline), 0,05 mM de cada desoxirribonucleétido
(Deoxynucleotide Mix; Sigma), y 1,5 U de Tag-polimerasa (Bioline). Las condiciones de la reaccién
fueron: desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 5 minutos; 36 ciclos con desnaturalizaciéon a 94 °C
durante 1 minuto, alineamiento a 52°C durante 45 segundos, y extensidn a 72 °C durante 2 minutos. Los
resultados positivos en esta reaccion confirmaban los aislados que previamente habian resultado

levaduras Brettanomyces-negativas en el andlisis de PCR especifica para Brettanomyces.

1.6.4. Electroforesis de gel de agarosa de fragmentos de DNA

Un volumen de 10 pL de los productos de PCR obtenidos mezclados con tampdn de carga [2,5
mg/mL azul de bromofenol (Panreac, Espafia); 2,5 mg/mL xileno cianol (Sigma); 0,4 g/mL sacarosa
(Panreac)] fueron analizados en gel de agarosa 1% en tampdn TBE (10,8 g/L Tris (Panreac); 5,5 g/L acido

bérico (Panreac); EDTA pH 8,0 (Panreac) 0,1 M). Los procedimientos de electroforesis fueron llevados a
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cabo a 96 Vy 100 W e un equipo EPS600 (Pharmacia Biotech, Estados Unidos) y los geles analizados en

un equipo ChemiGenius (Syngene, Estados Unidos) con el programa GeneSnap 7.12 (Syngene).

1.6.5. Secuenciacién y comparacion de datos con el banco de datos GenBank

En determinados casos de interés, el producto de la amplificacion obtenido en la reaccion de PCR
descrita en el apartado 1.6.3 fue secuenciado para posterior identificacion de especies. La secuenciacion
de los amplicones fue llevada a cabo por el Laboratorio de Gendmica del Centro de Investigacion
Biomédica de La Rioja (CIBIR). Posteriormente, las secuencias fueron procesadas utilizandose el
software Chromas-Pro 1.49 (Technelysium Pty Ltd., Australia). El alineamiento de las secuencias 5’ — 3’y
la correspondiente reversa y complementaria de 3’ — 5’ se llevd a cabo con la herramienta EMBOSS
Needle (European Bioinformatics Institute, Rice et al. 2000) para comprobar y corregir eventuales
errores en la secuenciacion. La secuencia consenso obtenida a partir del alineamiento fue analizada con
la herramienta de busqueda BLAST (National Center for Biotechnology Information, Altschul et al. 1997)
y se compard con las secuencias incluidas en el banco de datos de genes GenBank del National Centre
for Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) para la determinacion de

la especie.
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I 1.7.  Analisis de vinos por PCR cuantitativa (qPCR)

El material genético total obtenido a partir de 1 mL de vino, segin el método-V de extraccion,
como descrito en el apartado 1.5 de MATERIALES Y METODOS, fue utilizado para el andlisis por PCR en
tiempo real (QPCR), empleandose el protocolo descrito por Phister y Mills (2003). Las reacciones se
realizaron siempre por triplicado, usandose un termociclador iCycler — Optical Module (BioRad) y en un
volumen final de 25 pL: 12,5 pL de iQ-SYBR-Green Supermix (BioRad); 7,2 uL de agua ultra-pura; 0,225
KL (900 nM) del primer DBRUXF (5' -GGA TGG GTG CAC CTG GTT TAC AC- 3'); 0,075 pL (300 nM) del
primer DBRUXR (5' —GAA GGG CCA CAT TCA CGA ACC CCG- 3'); 5 pL de la muestra de DNA. Los

resultados obtenidos fueron analizados con el software iCycler-iQ 3.1.7050 (BioRad).
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I 1.8. Analisis estadistico

Para aquellos casos en que los resultados del andlisis por qPCR y por recuentos en medio semi-
sélido fueron positivos, se evalud la concordancia en la cuantificacién entre ambos métodos utilizdndose
el andlisis estadistico de correlacién de Pearson, con un nivel de significancia de 0,01. Los estudios

estadisticos se llevaron a cabo con el software IBM-SPSS Statistics 19.0 (IBM-SPSS Inc., Estados Unidos).

Una vez evaluada la concordancia en los casos positivos para la deteccion de Brettanomyces entre
los dos métodos, se llevd a cabo una comparacién global de los resultados obtenidos por cultivo en
placa y por gPCR, calculandose el indice Kappa (Cohen, 1960) con el software IBM-SPSS Statistics 19.0. El
indice Kappa obtenido, que excluye la posibilidad de concordancia inducida, se interpretd de la siguiente
manera, por convencion: valores por debajo de 0,4 representan “concordancia escasa”; valores
comprendidos entre 0,4 y 0,6 representan “concordancia moderada”; entre 0,6 y 0,8, la concordancia es

“buena”; y por encima de 0,8 la concordancia es “excelente”.
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MATERIALES Y METODOS

2. Susceptibilidad de Brettanomyces bruxellensis a agentes antimicrobianos

utilizados en Enologia

I 2.1. Cepas de levaduras

En los ensayos de laboratorio realizados se utilizaron cepas de dos especies distintas de levaduras,

Brettanomyces bruxellensis y Saccharomyces cerevisiae, que se especifican en la TABLA |I-1.

Tabla II-1. Especies y cepas de levaduras utilizadas

Especie Cepa Origen
Brettanomyces bruxellensis BY3' Vino
BY24' Vino
BY48' Vino
cp1t Vino
cp16’ Vino
cp34 Vino
NA36f" Vino
pL2* Vino
PL45" Vino
pPL52* Vino
PL8O" Vino
PL126" Vino
pPL144 Vino
PL155 Vino
PL463" Vino
CECT-1009° Cerveza
Saccharomyces cerevisiae CNL14a" Vino
CNL15a* Vino
CNL16a" Vino
CNL21a* Vino
CNL23a’ Vino
Actiflore—F332(Laffort, Burdeos, Francia)  Vino
Lalvin-71B? (Lallemand, Blagnac, Francia)  Vino
Lalvin-BRL97” (Lallemand) Vino
Enoferm-QA23’ (Lallemand) Vino
Uvaferm-WAM? (Lallemand) Vino
Uvaferm-VRB (Lallemand) Vino
CECT-1678° Uva blanca
CECT-1182° desconocido
c208" desconocido
€209" desconocido

! Coleccidn Lab. Bioquimica, Dept. Agricultura y Alimentacién, Univ. La Rioja

2 .
Cepa comercial

® Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo
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Las cepas se obtuvieron de muestras enoldgicas cuyo origen se indica en la Tabla 2.1. Las células
frescas de cada cepa habian sido sembradas en medio YPD-agar y recogidas después de 24 a 48 horas de
crecimiento a 30°C, resuspendidas en viales con 1 mL de leche descremada estéril (Becton, Dickinson &

Co., Francia) y almacenadas a - 80°C.

I 2.2. Cepas de levaduras y condiciones de cultivo

Se estudiaron las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) y las concentraciones minimas
biocidas (CMB) de distintos agentes antimicrobianos frente a las 16 cepas de Brettanomyces, 15 cepas
de S. cerevisiae de la Tabla II-1, en total 31 cepas. Estas se crecieron en medio YPD-agar o a 30 °C

durante un periodo de 24 a 48 horas y fueron utilizadas en los ensayos que se describen a continuacion.
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I 2.3. Compuestos antimicrobianos

Se estudio la sensibilidad de las levaduras frente a los compuestos utilizados actualmente en la
elaboracion de vinos que se indican a continuacion. En todos los casos se probd el efecto inhibidor y

biocida del agente solo y en combinacion con 12,5 % (v/v) etanol.

a) Metabisulfito potdsico (MBP): MBP (Dolmar, Gimileo, Espafia) se ensayé en un intervalo de
concentraciones de 6,25 - 0,003 g/L.

b) Chitosan: chitosan de origen fungico para aplicacion enoldgica (Lallemand, Toulouse, Francia)
se ensayd en un intervalo de concentraciones de 250 - 0,12 mg/L.

c) Taninos enoldgicos: taninos enoldgicos (indice de polifenoles totales = 29,2) (Tanistop,
Dolmar) se ensayaron en un intervalo de concentraciones de 4 - 0,002 mL/L.

d) Dimetil-dicarbonato (DMDC): DMDC comercializado como Velcorin® (Lanxess, Leverkusen,

Alemania), se ensayd en un intervalo de concentraciones de 5 - 0,002 g/L.
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I 2.4. Determinacion de CMIy CMB

Para la determinacion de las concentraciones minimas inhibitoria y biocida se utilizaron placas con

pocillos de micro-valoracién (Costar, Corning Inc., Estados Unidos).

Los ensayos se realizaron en volimenes de 100 pL:

50 uL de medio YPD liquido concentrado pH 3,5;

12,5 pL de solucién salina 0,15 M estéril;

25 pL de la dilucidn del agente antimicrobiano;

12,5 pL de suspension celular (Agy = 0,6).

Cada compuesto fue ensayado en diluciones seriadas (1, %, %, ... 1/1024) por duplicado frente a
cada cepa de B. bruxellensis y S. cerevisiae. Las placas de micro-valoracién fueron incubadas en
condiciones de aerobisis a 25 °C. El crecimiento celular se determiné por absorbancia a 655 nm en un
espectrofotometro Microplate Reader 680 (BioRad, Estados Unidos) y los datos analizados con el

software Microplate Manager v. 5.2 (BioRad).

Los valores de CMI se determinaron como la concentracion mas baja del compuesto utilizado capaz
de inhibir el crecimiento de la cepa de levadura en mas de 50% después de un periodo de incubacion de
48 a 72 horas. Los valores de CMB se determinaron como la concentracidn minima del agente
antimicrobiano capaz de matar a mas de 99,9% del indculo inicial después de 48 a 72 horas de
incubacion. La determinacidén de los valores de CMB se realizd tras comprobar la viabilidad celular
después de ese periodo de incubacién de 48 a 72 h en presencia del agente antimicrobiano y se
determindé sembrandose en medio YPD-agar un volumen de 25 plL de los pocillos con concentraciones
superiores y adyacentes al pocillo correspondiente de la CMI previamente determinada. A continuacién,
las placas se incubaron a 25 °C y hasta un maximo de 7 dias para comprobar la existencia o ausencia de
crecimiento celular. CMls;, y CMlgyy fueron definidas como las concentraciones capaces de inhibir,
respectivamente, al 50% y 90% de los microrganismos estudiados. Igualmente se adoptaron las mismas

definiciones para CMBs, y CMBg.
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I 2.5. Vinos experimentales

El vino tinto empleado en los ensayos de la actividad anti-Brettanomyces del MBP fue producido a
partir de uvas de la variedad Tempranillo de vifias de la D.O.Ca. Rioja. La fermentacidn se llevd a cabo
tras el sulfitado en un depdsito de madera de 15000 L, en presencia de los hollejos, semillas y raspones y
Unicamente con levaduras indigenas. Al término de la fermentacidon alcohdlica, las lias fueron separadas
del vino (trasiego) y éste fue introducido en barricas de roble donde se realizé la fermentacion
maloldctica. La fermentacién malolactica se llevd a cabo bajo temperatura constante de unos 22 °Cy
una vez terminada (contenido de dcido malico < 0,10 g/L), el vino recuperado del fondo de las barricas y

conteniendo particulas sdlidas fue utilizado en los ensayos.

La turbidez del vino fue determinada (Turbidimeter 2100N, Hatch Co.) y el valor obtenido fue de
219 NTU. La composicion quimica del vino se determind segun los métodos oficiales de la C.E. (1990), y
se obtuvieron los siguientes datos: pH 3,8; acidez volatil 0,61 g/L; acidez total 3,09 g/L; azlcares

residuales < 1,8 g/L; didxido de azufre total 14 mg/L.

A continuacién se separd el volumen obtenido en tres partes y se adiciond el metabisulfito
potdsico en las cantidades adecuadas para obtener concentraciones finales de 28 mg/L, 50 mg/L y 100
mg/L y se embotellaron en botellas de vidrio estandar de 750 mL. Se realizaron los ensayos con 15
repeticiones para cada caso y las muestras fueron almacenadas a 15 °C y en condiciones de bodega

hasta 22 meses.
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I 2.6. Analisis de fenoles volatiles

Los analisis de deteccion y cuantificacion de fenoles volatiles se llevaron a cabo por el grupo de
investigacion del Dr. Juan Cacho en el Departamento de Quimica Analitica (Facultad de Ciencias) de la

Universidad de Zaragoza.

Al cabo de 22 meses de almacenamiento de los vinos experimentales descritos en el apartado

anterior, se cuantificaron los siguientes fenoles volatiles:

e  4-vinilfenol
e 4-etilfenol
e  4-vinilguaiacol

e 4-etilguaiacol

Los andlisis se realizaron segun el método descrito por Lopez et al. (2002), y brevemente se puede
describir como una extraccién en fase sélida (SPE) de compuestos volatiles utilizando la resina LiChrolut-
EN (Merck, Darmstadt, Alemania), seguida del analisis mediante cromatografia gaseosa con deteccion

por espectrometria de masas (MS) con trampa idnica.
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I 2.7. Analisis microbioloégico

Las muestras de vino se analizaron microbiolégicamente a los 4 y 22 meses de almacenamiento
como se describe a continuacion: se recogieron en un tubo estéril 10 mL de la muestra de vino
homogeneizado. Se centrifugd a 3000 g durante 10 minutos. Se desechd el sobrenadante y el pellet fue
resuspendido en 1 mL de solucién salina 0,15 M. Un volumen de 100 pL de la suspension celular fue
sembrado en superficie en placas de medio YPD-agar para el recuento de levaduras totales, en medio
especifico para el recuento de Brettanomyces, y en medio manitol-agar para el recuento de bacterias
acido acéticas (BAA). Las placas se incubaron a 30 °C en aerobiosis. Para la cuantificacién de bacterias

acido lacticas se usé medio MRS-agar y se incubd 30 °C en condiciones de anaerobiosis.

Se aislaron hasta un maximo de seis colonias representativas de cada muestra por placa de medio
especifico para Brettanomyces y los aislados obtenidos fueron posteriormente confirmados como
Brettanomyces por analisis de PCR especifica segiin Cocolin et al. (2004), como previamente indicado

(Materiales y Métodos - 1.6.2).

B 2.8.  Anailisis estadistico

Para comprobar la posibilidad de relacion entre las poblaciones microbianas y las concentraciones
de fenoles volatiles detectadas en las muestras ensayadas se utilizé el analisis de funcion discriminante y
la correlacién bilateral de Pearson. El analisis de variancia (ANOVA) se empled para los datos con
distribuciéon normal y variancias homogéneas, seguido del andlisis post-hoc de Tukey, y por otro lado, la
prueba de Kruskal-Wallis se empled para aquellos datos que no cumplian esos requisitos. Todos los

analisis estadisticos se llevaron a cabo con el software IBM-SPSS Statistics (IBM-SPP Inc.).
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3. Deteccion de levaduras no-Saccharomyces en bodega y caracterizacion de la

levadura vinica Trigonopsis cantarellii

I 3.1. Recoleccion en bodega y procesamiento de las muestras

Un total de 8 muestras de agua de lavado de tinas de madera, 3 muestras de aire de distintas zonas
de bodega y 29 muestras de vino tinto fueron recogidas en el periodo 2008 — 2011 en bodegas de la

D.O. Ribera del Duero y D.O.Ca. Rioja.

a) Muestras de vino y agua de lavado

Las muestras de vino procedian de barricas de roble y fueron tomadas en tubos estériles de 50 mLy
las muestras de agua fueron recogidas en tubos de 50 mL estériles al final del proceso de lavado de tinas
de fermentacion de madera. Las muestras de vino y de agua posteriormente se procesaron para analisis
microbioldgico tomandose un volumen de 10 mL de muestra homogénea en un tubo estéril; se
centrifugd a 3000 g durante 10 minutos y se deseché el sobrenadante; el pellet se resuspendié en 1 mL
de solucion salina 0,15 M estéril y se realizaron diluciones decimales de la suspensién, sembrandose 100
pL en medio YPD-agar para el recuento de levaduras totales y en especifico para Brettanomyces para el
recuento de Brettanomyces. Las placas se incubaron a 30 °C en condiciones de aerobiosis hasta su

recuento y por un maximo de 15 dias.

b) Muestras de aire

Las muestras de aire en diferentes ambientes de bodega (nave de elaboracion, zona de barricas y
zona de embotellado) fueron recogidas segin Garijo et al. (2008), como se indica a continuacion: se
forz6 el paso directo de 1500L de aire sobre una placa conteniendo medio especifico para
Brettanomyces utilizandose para ello un equipo bio-colector de aire Airldeal® 3P (BioMérieux, Francia) a
una velocidad de 100L/minuto. Las placas de medio de cultivo se incubaron a 30 °C en aerobiosis hasta

su recuento y por un maximo de 15 dias.
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I 3.2. Caracterizacion molecular

3.2.1. Identificacion especifica de aislados

Tras el recuento en medio especifico para Brettanomyces de las muestras de vino, agua y aire, se
aislaron hasta 6 colonias representativas del total. Se realizéd un doble reaislamiento para asegurar la
presencia de un cultivo puro y se realizd la posterior extraccién del DNA e identificacién por PCR
especifica para Brettanomyces (Cocolin et al. 2004) de los aislados como esta descrito en los apartados
1.6.1y 1.6.2 de MATERIALES Y METODOS. En los casos de resultados negativos de la reaccién especifica para
Brettanomyces se utilizd el protocolo descrito por Kurtzman y Robnett (1998) para identificacion de
ascomicetos (MATERIALES Y METODOS — 1.6.3) y se seleccionaron aquellos mas representativos para
secuenciacion del producto de PCR obtenido. La secuenciacién de los amplicones y procesamiento de
los resultados para identificacion especifica de los aislados se llevaron a cabo como mencionado

anteriormente en el apartado 1.6.4 de MATERIALES Y MIETODOS.

3.2.2. Alineamiento de secuencias y obtencion de dendrogramas

El alineamiento de las secuencias consenso obtenidas fue llevado a cabo con la herramienta
ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2). Los datos para obtencién de los dendrogramas
intra-especificos fueron procesados por el método de UPGMA (Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Mean) a partir de secuencias nucleotidicas y mediante el software MEGA 5.05
(http://www.megasoftware.net). Las distancias en los dendrogramas se generaron segin el método de

“numero de diferencias, es decir, el nimero de bases distintas por secuencia y considerando que todas
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las posiciones conteniendo brechas (“gaps”) y datos faltantes se eliminan por defecto al aplicar el

programa (MEGA 5.05, http://www.megasoftware.net).

3.2.3. Diseiio de primers y desarrollo de PCR convencional especifica para T.

cantarellii

En el caso de las especies identificadas como Trigonopsis cantarellii siguiendo el método descrito
anteriormente (apartado 3.2.1), se seleccionaron las secuencias mas relevantes para el disefio de
primers especificos. Un total de 24 secuencias fueron alineadas con la herramienta ClustalW2 y tras
seleccionar el fragmento con mayor nimero de coincidencias se utilizd la herramienta informatica
Primer3Plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi), para el disefio de los
primers. Se usoé la herramienta bioinformatica BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) para contrastar la

secuencia obtenida con las secuencias disponibles en GenBank.

Los primers disefiados, CAN-F (forward) y CAN-92 (reverse) (Sigma), fueron empleados en una
reaccion de PCR en la cual se probaron inicialmente diferentes temperaturas de hibridacion. Se
probaron temperaturas de hibridacién en un rango de 59 °C a 67,5 °C frente a 15 cepas de distintas
especies de levaduras comunes al entorno vinicola y 16 aislados de T. cantarellii obtenidos en este

estudio (TABLA 1I-2).
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Tabla I1-2. Cepas de levaduras utilizadas para puesta a punto de PCR

convencional especifica de T. cantarellii

Cepa

Origen del aislado

Saccharomyces bayanus CECT-11035"
Saccharomyces ellipsoideus CECT1887"
Saccharomyces cerevisiae CECT-1678"
Meyerozyma guilliermondii CPA-4”
Nakazawaea holstii PEV45c*
Pichia mandshurica PL551
Hanseniaspora uvarum CECT-12946"
Candida ishiwadae CP23?
Wickerhamomyces anomalus CECT-12765"
Metschnikowia pulcherrima CECT-12825"
Kluyveromyces dobzhanskii CECT-1952"
Schizosaccharomyces pombe C198>
Zygoascus hellenicus CECT-11163"
Zygosaccharomyces veronae CECT-1679"
Pichia membranifaciens CECT-1115"
Brettanomyces bruxellensis CECT-1009"
Brettanomyces bruxellensis BY24*
CECT-1933"
PL307
PL308
PL309”
PL310
Trigonopsis cantarellii CPA3’
PAl4c?
PA20a’
PA23a’
PA42a>
PEV10a’
pL8S5’
PL103
PL186
PL198
PL235
PL259
pL312?
PL336
TN2.2¢
TNA4f.C?

Trigonopsis variabilis

Cerveza

Vino blanco
Uva blanca
Aire de bodega
Vino tinto

Vino tinto

Vino blanco
Vino

Vino

Mosto de uva
Mosca de la fruta
Vino

Mosto de uva
Uvas

Exudado de olmo
Cerveza

Vino tinto
Cerveza

Vino

Vino

Vino

Vino

Aire de bodega
Vino

Vino

Vino

Vino

Vino

Vino

Vino

Vino

Vino

Vino

Vino

Vino

Vino

Agua de lavado
Agua de lavado

! Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo

2 Coleccién del Depto. de Agricultura y Alimentacion (Universidad de La Rioja)

Tras comprobar la ocurrencia de sefiales inespecificos se adopto el siguiente protocolo de PCR:

desnaturalizacion inicial 95,0 °C
desnaturalizacion 95,0 °C
hibridacion 67,5°C
extension 72,0 °C
extension final 72,0 °C

5 minutos
1 minuto
1 minuto 35 ciclos
45 segundos

5 minutos
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Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 50 pL: 20 pL de la muestra de DNA, 0,5
UM de los respectivos primers (CAN-F 5'-CGG TCC TTG CAT ATG TTC CT-3'; CAN-92 5'-GGT AGC TGA TCA
CCG AAA GC-3'), 5 pL del tampdn de reaccion 10xNH, (Bioline), 3 pL de solucién MgCl, 50 mM (Bioline),
0,05 mM de cada desoxiribonucledtido (Deoxynucleotide Mix; Sigma), y 1,5 U de Tag-polimerasa
(Bioline). Todas las reacciones se ejecutaron en un termociclador iCycler (BioRad) y los fragmentos de
DNA amplificados fueron analizados por electroforesis como se describe en el apartado 1.6.4 de

MATERIALES Y METODOS.
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I 3.3. Determinacion de acidogénesis y de produccion de fenoles volatiles

Para determinar el metabolismo acidégeno de las cepas estudiadas asi como para evaluar su
capacidad de producir fenoles volatiles, se utilizdé un cultivo fresco (48 horas de incubacién a 25 °C) de
las levaduras en medio YPD-agar. Se sembrd cada cepa individualmente en medio especifico para
Brettanomyces, incubandose las placas hasta un maximo de 15 dias a 25 °C, para evaluar su actividad
acidogénica y la generacién de fenoles volatiles. Por otro lado, también se resuspendid un asa de
siembra de las mismas cepas en medio liquido Sniff-Brett (Intelli’'oeno, Francia) con 10 mL de solucion
salina estéril (0,15 M NaCl); este medio contiene acido p-cumarico como precursor de los posibles
etilfenoles. Se incubaron las muestras a 25 °C y hasta un maximo de 15 dias para evaluar crecimiento
celular y formacién de fenoles volatiles mediante analisis sensorial de las muestras por un panel de tres

analistas independientes. Se empled el siguiente cddigo:

(<) no hay generacion de aromas
(+)  generacién de aromas asociados a "caracter-Brett"

(+/-) desviacion aromatica distinta del "caracter-Brett"
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I 3.4. Crecimiento de T. cantarellii en medio de cultivo liquido

Se monitorizd el crecimiento de la levadura T. cantarellii en medio liquido con diferentes
concentraciones de etanol y valores de pH mediante la determinacidn de la absorbancia y se evaluaron
mediante recuentos las poblaciones de células viables iniciales y maximas alcanzadas al cabo de 84
horas de cultivo. Para los experimentos se utilizaron las cepas de T. cantarellii y Brettanomyces
bruxellensis siguientes: T. cantarellii PA23a, T. cantarellii PL103, B. bruxellensis BY24 y B. bruxellensis

PL463 (Coleccidn enoldgica del Dept. de Agricultura y Alimentacién de la Universidad de La Rioja).

Las levaduras se crecieron en medio YPD-agar a 25 °C durante 48 horas y posteriormente se
resuspendieron las células en solucién salina estéril 0,15M hasta obtener una absorbancia de la
suspension celular de 1 unidad de absorbancia (600 nm). Se utilizaron 500 uL de la suspensidn celular
como inéculo para un volumen de 50 mL de medio YPD liquido en frascos de vidrio Pyrex® ISO 4796 100
mL (Scilabware, Reino Unido). Se evalué el crecimiento de las levaduras a diferentes concentraciones de
etanol en medio YPD liquido pH 6,8: sin etanol (control), 5 %; 10 %; 15 y 20 % (v/v) etanol (Panreac,
Espafia). Por otro lado, se utilizé medio YPD liquido sin etanol respectivamente a pH 6,8 (control) y a los
pHs: 4,5; 3,7; 3,4 y 3,0. Las incubaciones se mantuvieron a 25 °C y en agitacion (120 rpm) en una
incubadora Innova 4000 (New Brunswick Scientific, Estados Unidos). Se tomaron muestras de cada
cultivo a distintos intervalos de tiempo y hasta un maximo de 84 horas y se determiné la absorbancia en
el espectrofotémetro Ultrospec 2000. Ademds también se determind en numero de unidades
formadoras de colonia por siembra en medio YPD sdlido y recuentos al inicio y al final de cada

experimento. Todas las cepas fueron ensayadas por duplicado en las condiciones descritas.
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3.5. Susceptibilidad de Trigonopsis cantarellii a agentes antimicrobianos

utilizados en Enologia

En los ensayos de laboratorio realizados se utilizaron los 16 aislados de origen vinico de la especie

T. cantarellii especificados anteriormente en la TABLA |I-2 del apartado 3.2.3 de MATERIALES Y MIETODOS.

Los experimentos se realizaron para cada cepa y por duplicado segin se describié anteriormente
en los apartados 2.3y 2.4 de MATERIALES Y METODOS y empleando los antimicrobianos: metabisulfito

potasico, chitosan, taninos enolégicos y dimetil dicarbonato (DMDC).
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RESULTADOS Y DISCUSION

III.  Resultados y Discusion

Los resultados y discusiones presentados a continuaciéon se fragmentan en tres capitulos que

corresponden a sus respectivos apartados en la seccion MATERIALES Y METODOS.
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1. Deteccion y cuantificacion de Brettanomyces mediante los métodos de PCR

cuantitativa y cultivo en medio especifico en vinos tintos

I 1.1. Métodos de extraccion de DNA y analisis por PCR convencional

Los resultados de los andlisis por PCR convencional especifica llevados a cabo a partir de las
muestras de DNA obtenidas de las diluciones seriadas de B. bruxellensis BY24 en vino filtrado (control) y
provenientes, respectivamente, de los seis protocolos de extraccion y aislamiento de material genético

(MATERIALES Y METODOS 1.5) se presentan en la TABLA 1-1.

Tabla IlI-1. Resultados de PCR convencional especifica de Brettanomyces a partir
de DNA obtenido mediante diferentes métodos de extraccién

Resultado de PCR especifica

Muestra
Métodos de extraccion de DNA

células/mL | 1} n v Vv vi

(
410 - - - + + +
410° B - - + + +
410° - - - + + +
410" B - - + + +
410° - - - + + +
410° - - - + + +
40 - - - - + +
4 - - - - - -

Células de Brettanomyces control resuspendidas en vino filtrado.

Un resultado negativo (-) indica que no se obtuvo amplificacién de banda. Un resultado positivo (+)
indica amplificacion de banda especifica. Métodos de extraccion: () InstaGene Matrix; (Il) reactivo
PrepMan Ultra; (llIl) columnas DNeasy Plant; (IV) lisis celular y precipitacion de proteinas; (V) lisis
celular y columnas Amicon; (V1) lisis celular y precipitacion de proteinas con PVPP (20 mg/mL).

Como se puede ver en la tabla, no se obtuvieron bandas de amplificacion cuando se utilizaron los
métodos |, Il y Ill para extraccion y aislamiento del DNA de las células de Brettanomyces a partir de vino
filtrado. De todos modos, es importante mencionar que, igualmente, resultados negativos también
fueron obtenidos en la comprobacion con PCR convencional para la identificacion general de levaduras
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descrita en el apartado 1.6.3 de MATERIALES Y METODOS (resultados no presentados), indicando que los
métodos |, Il y Il no son adecuados para extraer DNA a partir de una matriz compleja como el vino y
generan algun tipo de inhibicién de la reacciéon de PCR. Para el método IV, bandas especificas de
amplificacion fueron detectadas para aquellas diluciones de 4 107 hasta 4 10° células/mL. Tanto para el
método V como VI, las bandas especificas de amplificacién se detectaron para cada suspension celular y
hasta un limite de 40 células/mL. En el caso del método de extraccidn VI, sin embargo, en que se
probaron tratamientos con 10 y 20 mg/mL de PVPP, se obtuvieron bandas de amplificaciéon por PCR

especifica solamente cuando la concentracion de ese compuesto era de 20 mg/mL.
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I 1.2. Métodos de extraccion de DNA y analisis por PCR cuantitativa

A partir de los resultados obtenidos de andlisis por PCR convencional correspondientes a los seis
métodos de extraccion y aislamiento de DNA, se eligieron los métodos IV, V y VI y se utilizaron para
posteriormente realizar la deteccidn y cuantificacién del DNA por analisis de qPCR (MATERIALES Y METODOS

~1.7).

Como se sabe, en los analisis por gPCR el aumento de la intensidad de la sefial fluorescente es
directamente proporcional a la cantidad de DNA amplificado durante cada ciclo y cada analisis por gPCR
se puede caracterizar por el ciclo en que primeramente se detecte la emisidn de fluorescencia sobre un
determinado umbral predefinido, ciclo que se conoce por Ct (“cycle threshold”) (Bustin 2004). En este
estudio, para la construccién de cada recta patron se consideraron los valores de Ct obtenidos para cada
triplicado. Ademas, en los analisis de ese tipo es siempre necesaria la comprobacién de la temperatura
de fusion especifica, normalmente conocida por la sigla Tm (“melting temperature”), y que en el caso

presentado corresponde a 85,5 °C, como se muestra en la grafica de la FIGURA I1I-1.

Figura Ill-1. Curvas de temperaturas de fusion de los amplicones obtenidos
por gPCR del DNA de B. bruxellensis
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Producto obtenido del DNA de diluciones seriadas decimales de 3 10° hasta 3 10* células/mL.
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De todos modos, la Figura III-2 refleja las curvas de amplificaciéon generadas por el software

iCycler-iQ en el andlisis por qPCR del DNA extraido segin el método-V y a partir de las diluciones

seriadas decimales de células de B. bruxellensis BY24 en vino filtrado amicréobicamente. Paralelamente,

en la Figura III-3B se muestran los resultados de gPCR obtenidos a partir del método-V de extraccién y

expresados en valores de ciclo umbral (Ct) frente a la concentracion de células de B. bruxellensis en vino

filtrado (valores logaritmicos), asi como el correspondiente coeficiente de correlacién lineal encontrado.

Figura 111-2. Curvas de amplificacion generadas en analisis por qPCR especifica de

B. bruxellensis
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Los resultados provenientes del analisis por gPCR también fueron llevados a cabo siguiéndose

previamente los métodos IV y VI de extraccién de DNA, presentados respectivamente en la Figura 1.3A

y en la Figura III-3C.
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Figura 1lI-3. Resultados de qPCR obtenidos a partir de tres métodos de
extraccion de DNA celular de B. bruxellensis
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Células control de B. bruxellensis resuspendidas en vino tinto filtrado.

Valores de ciclo umbral (Ct) de deteccion de fluorescencia se representan frente al
logaritmo de células/mL. (A) método IV de extraccion del DNA (precipitacion fraccionada
del DNA); (B) Método V (filtrado por columnas Amicon); (C) Método VI (precipitacion
fraccionada del DNA con PVPP).
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Aunque los métodos IV y VI mostraron cierta eficacia en la extraccion de DNA celular a partir de
vino tinto y posibles compuestos inhibidores de la polimerasa fueron aparentemente eliminados, en
ambos casos se obtuvieron bajas concentraciones del DNA diana y consecuentemente los resultados
resultantes de los andlisis por gPCR no permitieron la obtencidon de factores de correlaciéon lineal
aceptables. De este modo, los métodos IV y VI no se consideraron validos para la deteccidén y
cuantificacién de Brettanomyces, sobre todo cuando se tiene en consideracion que la contaminaciéon de
los vinos ya es considerada critica cuando las poblaciones de esa levadura alcanzan niveles de 10°
células/mL (Chatonnet et al. 1995; Lonvaud-Funel y Renouf 2005). El método-V (Figura 1.3B), sin
embargo, mostrd resultados satisfactorios, con pérdidas minimas de material genético asi como la
eliminacién de inhibidores que pudiesen interferir en la reaccién de gPCR, y en ese caso la correlacidn

lineal se mantuvo en un rango de 40a 4 10’ células/mL.

Por otro lado, cuando el método-V de extraccién fue aplicado directamente para el analisis de
vinos tintos naturalmente turbios, los resultados encontrados fueron muy variados y frecuentemente se
observd inhibicién de la reaccidn de gPCR. En estos casos, la adopcidén de un protocolo diferenciado, el
método-B de tratamiento previo para aquellos vinos con una turbidez superior a 50 NTU (MATERIALES Y
METODOS — 1.4B) seguida del método-V para extraccién de DNA celular fueron llevados a cabo. La FIGURA
I1I-4A presenta los resultados obtenidos a partir de tres repeticiones del experimento con células control
de B. bruxellensis BY24 resuspendidas en vino tinto filtrado amicrébicamente, y por lo tanto libres de
turbidez, utilizando el método-A de tratamiento (MATERIALES Y METODOS — 1.4A) seguido del método-V
para extraccion del DNA. Paralelamente, la Figura 1.4B refleja los resultados cuando los experimentos
fueron llevados a cabo en vino tinto naturalmente turbio (73,6 NTU) siguiendo el método previo de

tratamiento B seguido del método-V para extraccion del DNA celular.
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Figura Ill-4. Resultados de qPCR obtenidos para los métodos A y B de
tratamiento de vinos tintos con alta y baja turbidez
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(A) Método A de tratamiento previo para vinos con poca turbidez (< 50 NTU).

(B) Método B de tratamiento previo para vinos con elevada turbidez (> 50 NTU).

R”: coeficiente de correlacion lineal

Valores de ciclo umbral (Ct) de deteccién de fluorescencia se representan frente al
logaritmo de células/mL.

Como se observa en la FIGURA IlI-4, en los resultados obtenidos para ambos casos se obtuvieron
coeficientes de correlacion lineal satisfactorios (R” > 0,96). Los limites de deteccién alcanzados fueron de
4 a 4 10° células/mL y se logré la cuantificacidon de Brettanomyces en hasta 25 células/mL para aquellos
vinos con poca turbidez (< 50 NTU), y 16 células/mL para vinos tintos con turbidez superior a 50 NTU y

sometidos al método-B de tratamiento previo.
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La aplicacién de gPCR para cuantificacion de Brettanomyces directamente a partir de vinos tintos
ha sido propuesta con éxito en trabajos anteriores, sin embargo, con limites de deteccion de 10*
células/mL (Delaherche et al. 2004). Es importante subrayar en este caso, que los autores atribuian la
baja sensibilidad de la técnica a la hora de cuantificar esta levadura principalmente a la permanencia de
inhibidores de la reaccién proveniente de la matriz o bien a interacciones entre compuestos fendlicos
con componentes celulares. La propuesta de Phister y Mills (2003) en ese sentido era trabajar a partir de
diluciones decimales de la muestra de DNA obtenida antes de los andlisis por qPCR, pero incluso los
resultados presentados en su trabajo eran con células de Brettanomyces resuspendidas en vinos tintos
previamente filtrados amicrébicamente y por tanto completamente libres de turbidez. Posteriormente,
resultados mas concretos y aplicados para evitar ese tipo de percances a la hora de analizar muestras
reales de vinos tintos, Tessoniere et al. (2009) lograron detectar Brettanomyces por qPCR en un rango
de 26 - 100 células/mL utilizando PVPP para obtener el DNA de las levaduras de las muestras
enoldgicas, pero mencionan en su articulo que los problemas de inhibicion de la reaccion seguian siendo

una constante a la hora de procesar vinos con cierta turbidez.

La principal desventaja de los métodos discutidos en estos trabajos a la hora de aplicar el proceso a
vinos tintos naturalmente contaminados es la presencia de particulas sélidas en suspension, o sea vinos
con alguna turbidez, y también de taninos y otros pigmentos que posteriormente llevan a una inhibicidn
de la reaccion de gPCR. De ese modo, la relevancia de la propuesta del presente trabajo es que la
cuantificacién de Brettanomyces, respaldada por una correlacion lineal consistente, es posible hasta un
limite entre 16 y 25 células/mL (datos no presentados) en muestras de vino con turbidez, y permite
cuantificar dicha levadura en cualquier etapa de la vinificacion, independientemente de turbidez que
pueda presentar la muestra. Con este método propuesto, método sencillo y econdmico de lavado y en
su caso de enriquecimiento de las células recogidas de las muestras de vino, y la posterior extraccion del
DNA celular total, se consigue la eliminacion de pigmentos de color y otras particulas,

consecuentemente eliminando los problemas de inhibicién en las reacciones de qPCR.
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I 1.3. Comparacion del analisis por qPCR y por cultivo microbioldgico

1.3.1. Estudio de caso 1: vinos tintos en proceso de crianza

En la TABLA IlI-2 se presentan los resultados de las 324 muestras de vino sometidas a ambos

métodos de analisis, cultivo microbiolégico en medio especifico y qPCR.

Tabla 111-2. Andlisis de muestras de vinos tintos por cultivo microbiolégico en medio
especifico y gPCR

Andlisis por cultivo Numero de muestras

Grupo Anilisis por gPCR ] Yo de vino (%) 2 indice Kappa
1 + + 68 (21,0 %)
2 - - 112 (34,6 %)
3 - + 25(7,7 %)
4 + - 103 (31,8 %)
5 - falsos positivos * 16 (4,9 %)
Numero total de muestras analizadas 324 0,69

Un resultado positivo (+) para gPCR indica la deteccion de sefial fluorescente especifica y
cuantificacion. Un resultado positivo (+) para cultivo en medio especifico significa la deteccion y
recuento de colonias acidogénicas en el medio.

! Falsos positivos: aislados detectados en medio especifico y confirmados por PCR como no-
Brettanomyces.

% Porcentaje respecto al ndmero total de muestras de vino analizadas.

De acuerdo con los resultados de ambos tipos de andlisis, las muestras fueron clasificadas en 5

grupos, como se mencionan:

1) Aquellas que presentaron tanto amplificacion especifica por gPCR como crecimiento de
colonias acidogénicas en medio especifico, y que representan 21 % del total. Los analisis de
estas muestras por qPCR proporcionaron valores de cuantificacion en los mismos rangos de
magnitud (UFC/mL) o hasta un maximo de 10® veces mas que aquellos obtenidos por cultivo
microbioldgico (resultados no presentados). Dichas discrepancias, sin embargo, se pueden
explicar por el hecho de que los analisis por qPCR cuantifican igualmente células viables que no
viables, incluyendo también restos de DNA de células muertas anteriormente y liberadas al
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2)

3)

4)

vino, mientras que nos analisis por cultivo cuantifican Unicamente las células metabdlicamente
activas y cultivables de Brettanomyces. En ese contexto, los andlisis por qPCR permitieron
estimar poblaciones de Brettanomyces, tanto viables como no viables, hasta un limite de 7
células/mL y los andlisis por cultivo permitieron cuantificar hasta 1 UFC/mL de células viables
de ese microorganismo. Los analisis estadisticos llevados a cabo en la comparacién de los
datos, indican una correlacion de Pearson positiva de 0,772 (p < 0,01) entre ambas
metodologias.

Muestras que no presentaron indicios de Brettanomyces por ninguno de los dos analisis,
representando 34,6 % del total. Entre esas muestras, el 46 % presentaba poblaciones muy bajas
de levaduras no-Brettanomyces (hasta un maximo de 10 UFC/mL), principalmente debido a los
procedimientos de clarificacidn llevados a cabo en bodega durante la elaboracién de los vinos,
y por otro lado, 54 % de esas muestras contenian poblaciones de levaduras totales en un rango
de 10 — 10° UFC/ml (resultados no presentados), lo cual indica la especificidad de ambos
métodos que no sufrieron interferencias por esas poblaciones de otras levaduras no-
Brettanomyces..

Muestras con resultados negativos por qPCR (falsos negativos) que, sin embargo, si
presentaron colonias de Brettanomyces en medio selectivo y confirmadas por PCR especifica.
Las muestras con esas caracteristicas representaban 7,7 % del total y con poblaciones
detectadas en medio especifico que variaban de 1 a 10" UFC/mL. La mayoria de los casos
estudiados este grupo (84 %) presentaban poblaciones de levaduras totales muy pequefias (<
100 UFC/mL, resultados no presentados), factor que podria explicar los resultados negativos en
los analisis por qPCR, ya que se podrian haber perdido células y material genético durante las
etapas de lavado y extraccion de DNA.

Muestras de vinos con resultados positivos por qPCR pero que no se detectaron colonias en
medio especifico (31,8 % del total de muestras analizadas). Al igual que las muestras del grupo
1, estos resultados pueden ser explicados por el hecho de que el analisis por qPCR aporta una
cuantificacion total de las células de Brettanomyces, incluyendo a las viables cultivables y
también a las no viables, asi como los restos de DNA en suspensién en la muestra. Sin embargo,

la cuantificacion de esas células no viables y de restos de material genético que persisten en las
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muestras también indican que células de Brettanomyces estuvieron presentes en el vino en
alguna etapa de la vinificacion, indicando la utilidad del método para aportar informacion
importante a la hora interpretar qué métodos sanitarios tuvieron mas éxito y en qué momento
su aplicacién fue mas eficaz.

5) En este grupo se clasificaron las muestras que presentaron solamente colonias no-
Brettanomyces (dieron negativo el analisis de PCR especifica para Brettanomyces) en medio de
cultivo selectivo, y que representan 4,9 % del total. La ocurrencia de estas colonias no-
Brettanomyces en medio de cultivo especifico han sido documentadas también por otros
autores, como es el caso, por ejemplo, de Candida wickerhamii, Candida cantarellii,
Debaryomyces hansenii, Dekkera andmala, Kluyveromyces lactis y Meyerozyma guilliermondii
en medio DBDM (Dias et al. 2003), asi como también la existencia de otras levaduras no-
Saccharomyces en otros medios selectivos para aislamiento de Brettanomyces (Morneau et al.

2011; Renoufy Lonvaud-Funel 2007).

El analisis estadistico global de estos resultados indicaron una correlacién entre ambos métodos
con un indice Kappa de 0,69, lo cual se considera una buena correlaciéon (por convencién "buena"
incluye valores de Kappa entre 0,6 y 0,8). Hay que subrayar que estos valores de los parametros de
concordancia entre ambos métodos se obtuvieron para los resultados de la totalidad de muestras de
vino tinto analizadas en este estudio (324 muestras), con valores de turbidez entre 0,06 — 1000 NTU y
conteniendo sus propias poblaciones de microorganismos indigenas que incluian levaduras S. cerevisiae

reminiscentes mayoritariamente de la fermentacidn alcohdlica.

La aplicabilidad del método de qPCR en Enologia es de gran interés para las bodegas, ya que se
trata de un protocolo en que el tiempo maximo entre la extraccion y el andlisis (con resultado a tiempo
real) es de unas 5 horas, mientras que en los métodos tradicionales por cultivo en medio selectivo se
requieren tiempos de incubacidn de hasta 2 semanas. Por otro lado, los métodos previos de tratamiento
de las muestras de vino presentados en este trabajo posibilitan el andlisis de vinos tintos con elevadas
turbideces (hasta 1000 NTU, en nuestros resultados), lo que significa también la deteccién de

Brettanomyces en etapas mas tempranas del proceso de vinificacidn. Es imprescindible mencionar que
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una de las ventajas de todo el procesamiento para analisis por qPCR presentado en este estudio, desde
los tratamientos previos de las muestras hasta la extraccion de DNA, es la metodologia muy simplificada

para la obtencién de una muestra de DNA de la calidad adecuada para el analisis por gPCR.

Por otro lado, este método rapido de deteccidn y cuantificacién presenta una alta especificidad y
elimina posibles interpretaciones erréneas, como seria el caso de los falsos positivos que aparecen en
los métodos de cultivo debido al crecimiento de colonias no-Brettanomyces en el medio especifico y que
son parte inherente de la microbiota vinica. No obstante, es imprescindible tener en cuenta que la
cuantificacién basada a través de qPCR contabiliza tanto aquellas células viables y metabdlicamente
activas como también las células muertas, no-viables o simplemente las trazas de DNA en suspensién, lo
que puede suponer a una sobre-estimacion de la poblacion de Brettanomyces realmente presente en el

vino.

Un punto a ser considerado en el método de andlisis por gPCR es que en algunos casos durante los
procesos de tratamiento de la muestra y extraccion del DNA, la pérdida de material puede ser inevitable
(7,7 % del total de muestras analizadas en este estudio) y cuando éste se encuentra en muy bajas
concentraciones daria lugar a falsos resultados negativos. Por otra parte, dicha deficiencia del método
se podria considerar de menor importancia ya que actualmente se reconoce que Brettanomyces puede
representar un problema real con la aparicion de los tipicos aromas alterantes cuando alcanza
poblaciones de 10° células/mL en el vino (Chatonnet et al. 1995; Lonvaud-Funel y Renouf 2005), las
cuales se encuentran dentro del rango de linealidad de método y de deteccion precisa y especifica de
Brettanomyces. Se puede concluir por tanto, que este método es util y aplicable rutinariamente en el

contexto enoldgico.

Con respecto al método clasico de cultivo en medio especifico, aunque presente deficiencias
relevantes en el ambito enoldgico, especialmente por tiempo necesario para obtencién de resultados,
tiene la ventaja de no representar un alto coste para los andlisis necesarios y de ser capaz de cuantificar
sensiblemente células viables y metabdlicamente activas de Brettanomyces (hasta 1 UFC/mL), y por

tanto seran las directamente responsables de generar los productos alterantes en el vino.
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Como conclusidn podriamos decir que el endlogo sera quien decida qué tipo de andlisis es mas
conveniente para su vino, el método rapido y eficaz de qPCR que con el protocolo previo de extraccion
del DNA descrito en este trabajo permite detectar y cuantificar Brettanomyces incluso en muestras muy
turbias o recogidas en etapas iniciales de la vinificacion, o bien el método clasico de cultivo en un medio
especifico, el cual resulta mucho mas barato, requiere menos equipamiento y es muy sensible (1
UFC/mL), pero tiene el inconveniente de ser mas lento (requiere una incubacién de unas dos semanas) y

puede dar lugar a falsos positivos.
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1.3.2. Estudio de caso 2: seguimiento durante la elaboracion de vinos tintos
varietales

El seguimiento en diferentes etapas de produccién se llevé a cabo con 2 vinos tintos de la variedad
Graciano (G1y G2) y 3 de la variedad Tempranillo (T1, T2 y T3) de la vendimia de 2009. En la FIGURA III-5
se puede observar la evolucion de las poblaciones microbianas de bacterias acido-acéticas (BAA),
bacterias acido-lacticas (BAL) y levaduras totales, ademas de recuentos en medio especifico para
Brettanomyces, en las siguientes etapas de produccién de los 2 vinos de la variedad Graciano: (l) uva
pasta; (Il) fermentacion alcohdlica tumultuosa; (I11) fin de fermentacién alcohdlica; (1V) segundo trasiego.
En la FIGURA III-6, por otro lado, se muestra también el seguimiento de las poblaciones microbianas para
los 3 vinos de la variedad Tempranillo en las siguientes etapas de produccién: (I) uva pasta; (Il)
fermentacion alcohdlica tumultuosa; (lll) fin de fermentacidon alcohdlica; (IV) fin de fermentacion
malolactica; (V) barrica; (VI) segundo trasiego. Asimismo, en la TABLA IlI-3 se presentan los resultados de
recuentos obtenidos para cada poblacidon microbiana en las mencionadas etapas de elaboracion en las

muestras estudiadas.
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Figura IlI-5. Evolucidn de poblaciones microbianas en vinos tintos de la variedad Graciano
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* Confirmacién de Brettanomyces por gPCR o PCR convencional especifica

(A) Vino tinto varietal Graciano 1; (B) Vino tinto varietal Graciano 2

(1) uva pasta; (Il) fermentacién alcohélica tumultuosa; (I11) fin de fermentacién alcohdlica; (IV) segundo
trasiego.
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Figura Ill-6. Evolucién de poblaciones microbianas en vinos tintos de la variedad Tempranillo
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(1) uva pasta; (Il) fermentacién alcohdlica tumultuosa; (111) fin de fermentacién alcohdlica; (1V) fin de
fermentacién malolactica; (V) barrica; (VI) segundo trasiego.
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Tabla I1I-3. Resultados de recuentos en medios selectivos en muestras de vinos varietales en diferentes etapas de produccion

RESULTADOS Y DISCUSION

Graciano 1 Graciano 2 Tempranillo 1 Tempranillo 2 Tempranillo 3

A B C D A B C D A B C D A B C D A B C D
1 n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a 2,7E+05 0 3,8E+07 5,5E+01 | 6,8E+02 0 2,1E+04 5,3E+02 | 3,3E+02 0 1,6E+07 6,0E+01
2 1,9E+06 0 2,1E+03 3,0E+01 | 4,7E+03 1,5E+01 2,0E+01 0 2,7E+07 1,3E+02 4,2E+05 5,2E+02 | 7,9E+04 0 2,0E+03 0 1,4E+09 9,1E+07 5,4E+07 0
3 5,5E+07 1,4E+02 8,0E+03 0 7,5E+07 2,5E+01 1,5E+01 1,4E+02 | 7,8E+07 5,2E+02 6,6E+02 1,1E+02 | 8,8E+07 1,0E+01 1,0E+05 7,6E+02 | 3,9E+06 2,4E+06 9,0E+03 1,0E+03
4 4,4E+05 0 0 0 5,1E+05 0 0 0 1,7E+06 8,3E+02 0 0 1,3E+07 3,0E+01 1,0E+04 0 1,8E+07 4,3E+02 3,5E+01 1,0E+03
5 n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a 1,3E+02 0 6,5E+00 0 1,1E+03 1,7E+03 8,6E+02 0 1,3E+02 2,0E+02 8,6E+02 0
6 n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a 7,8E+01 0 1,7E+01 4,1E+01 | 7,5E+00 0 1,4E+01 7,6E+02 | 2,3E+01 0 9,0E+00 1,1E+01
7 1,4E+03 0 0 0 9,8E+02 0 0 0 1,4E+01 0 0 0 6,0E+00 0 0 0 1,2E+02 0 0 0

(1) Agua de lavado de tina de madera; (2) uva pasta; (3) fermentacién alcohdlica tumultuosa; (4) final de fermentacién alcohdlica; (5) final de fermentacion malolactica; (6) barrica; segundo trasiego.

(A) Levaduras totales; (B) Recuentos en medio especifico para Brettanomyces; (C) Bacterias dcido-acéticas; (D) Bacterias acido-lacticas.
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En la TaBLA llI-4 se presentan los datos analiticos de los principales pardmetros en las 5

vinos estudiados.

Tabla Ill-4. Resultados de parametros analiticos de vinos tintos varietales Graciano y Tempranillo

) SO, libre At Av
Vino pH IPT
(/L) (s/L) (s/L)
G1 20 3,15 4,03 0,50 80,55
G2 34 3,04 4,72 0,58 87,00
T1 15 3,62 3,22 0,47 65,50
T2 21 3,59 3,44 0,36 68,80
T3 23 3,50 2,87 n/d 69,80

Vinos varietales Graciano (G1, G2) y Tempranillo (T1, T2, T3).
(At) acidez total; (Av) acidez volatil; (IPT) indice de polifenoles totales

En los dos vinos varietales Graciano (FIGURA III-5), se detectd la presencia de Brettanomyces
solamente durante la fermentacién alcohdlica tumultuosa y ya en el segundo trasiego realizado los dos
vinos no presentaban indicios de esa levadura contaminante. En ambos casos Brettanomyces parece
provenir del utillaje de bodega pero no persiste en las etapas posteriores, desapareciendo a los 10 dias
después de la fermentacidn alcohdlica. Por otro lado, Brettanomyces se encontraba presente durante
practicamente todo el proceso de vinificacion de los varietales Tempranillo T1 y T2 (FIGURA III-6 Ay B),
incluso durante el segundo trasiego, al cabo de 10 meses desde la fecha de vendimia. En el vino T3
(FIGURA 111-6C), aunque no se detectase Brettanomyces en las etapas iniciales, su existencia fue
confirmada al final de la fermentacidn malolactica y durante el paso por barrica. En este ultimo caso, el
origen de las levaduras Brettanomyces fue el ambiente de bodega y esa poblacién desaparecié al cabo

de 10 meses de crianza.

Cuando contrastamos estos resultados que indican la persistencia de Brettanomyces
particularmente en los vinos de la variedad Tempranillo con los datos analiticos de la TABLA I1I-4, algunos
datos llaman la atencién. Por un lado, los valores de pH bastante mas altos que los observados en los
varietales Graciano, explican la permanencia de Brettanomyces a lo largo de todo el proceso ya que en
estos casos, el SO, libre no tendra la misma eficacia para controlar su crecimiento. La accion

antimicrobiana del didxido de azufre estd intimamente asociada al pH del vino, como se puede
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contrastar con los resultados de concentraciones minimas inhibitorias presentados en el apartado 2.1 de
Resultados y Discusidn, donde se muestra que la CMIs, a pH 4,0 es de 190 mg/L y a pH 3,5 es de 48

mg/L, y donde sera especificamente discutido.

Por otro lado, también se puede observar en la TABLA IlI-4 que el indice de polifenoles totales (IPT)
de G1 y G2 es considerablemente mas elevado que en los casos de Tempranillo. Esta caracteristica
distintiva también puede haber jugado un papel inhibitorio frente a Brettanomyces en estos vinos, ya
que actualmente hay indicios de que determinados compuestos fendlicos, como ciertos acidos
hidroxicinamicos (Harris et al. 2020) parecen afectar de alguna manera al equilibrio fisioldgico celular al
aumentar la permeabilidad de la membrana plasmatica de algunas levaduras (Santos et al. 2012). De
hecho hay propuestas hoy en dia de soluciones de taninos comerciales para el combate a
Brettanomyces, y los efectos de estos compuestos serdn discutidos mas cuidadosamente en el apartado

2.2 de RESULTADOS Y DISCUSION.

Aunque se sepa hoy en dia que los aromas tipicos de desviacion aromatica (fendlicos) puedan
aparecer en cualquier vino tinto y en diferentes etapas de produccién y envejecimiento (Silva et al.
2005), los resultados de los seguimientos llevados a cabo en dos tipos de vinos tintos estudiados
parecen indicar que la presencia y éxito adaptativo de Brettanomyces también estan relacionados con
las variedades de uva empleadas y que factores como el pH y contenido en polifenoles especificos

pueden ser cruciales en la supervivencia y proliferacion de esa levadura.
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2. Susceptibilidad de Brettanomyces a agentes antimicrobianos utilizados en

Enologia

En la TABLA IlI-5 se pueden observar los resultados de CMI y CMB individualmente para cada cepa
de ambas especies. Por otro lado, la TABLA I1l-6 resume los resultados obtenidos para efectos inhibitorio
(CMlsq y CMlgo) y biocida (CMBs, y CMBg) de: (a) metabisulfito potasico, (b) taninos enolégicos (c)
dicarbonato de dimetilo (DMDC) y (d) chitosan, frente a las 16 cepas de Brettanomyces bruxellensis y 15
cepas de Saccharomyes cerevisiae (TABLA I-1 de MATERIALES Y METODOS) en medio YPD liquido (pH 3,5), en

ausencia y en presencia de 12,5 % etanol.
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Tabla I1I-5. Valores de concentraciones minimas inhibitoria (CMI) y biocida (CMB) de diferentes agentes antimicrobianos frente a B. bruxellensis y S. cerevisiae

RESULTADOS Y DISCUSION

cmi CMB
MBP Taninos Chitosan DMDC MBP Taninos Chitosan DMDC
Especie Cepa (mg/L) (mL/L) (mg/L) (/L) (mg/L) (mL/L) (mg/L) (/L)
A B A B A B A B A B A B A B A B
S. cerevisiae F33 0,780 0,048 >4 0,06 >250 125 0,312 0,005 0,780 0,190 >4 1 > 250 >250 1,25 1,25
WAM 0,780 0,097 >4 1 >250 31,25 0,312 0,019 0,780 0,190 >4 >4 >250 >250 1,25 1,25
QA23 0,780 0,390 >4 0,5 >250 31,25 0,156 0,039 0,780 0,390 >4 4 >250 250 0,625 0,625
BRL97 0,780 0,390 2 0,5 > 250 31,25 0,312 0,010 0,780 0,390 >4 >4 > 250 250 1,25 1,25
€208 0,390 0,097 >4 0,5 > 250 62,50 0,078 0,005 0,390 0,097 >4 2 > 250 125 0,312 0,312
€209 0,097 0,012 >4 0,008 >250 5 0,078 0,002 0,190 0,048 >4 >4 > 250 125 0,312 0,156
€201 0,048 0,006 0,5 0,016 31,25 1 0,156 0,005 0,097 0,024 >4 >4 250 250 1,25 0,625
C199 0,097 n/g 0,062 n/g 31,25 > 250 0,039 0,002 0,097 n/g 0,5 n/g 125 125 0,156 0,01
71B 0,097 0,048 >4 0,5 >250 62,50 0,078 0,005 0,097 0,048 >4 >4 >250 250 0,312 0,625
VRB 0,780 0,390 >4 0,5 > 250 62,50 0,312 0,005 0,780 0,190 >4 >4 > 250 >250 1,25 0,625
CNL14a 0,780 0,097 >4 0,250 > 250 31,25 0,312 0,010 0,780 0,190 >4 0,5 > 250 250 1,25 0,625
CNL15a 0,780 0,012 2 0,031 > 250 62,50 0,078 0,005 0,780 0,097 2 2 > 250 >250 0,312 0,312
CNL16a 0,780 0,048 >4 0,5 > 250 62,50 0,156 0,010 0,780 0,190 >4 1 > 250 >250 0,312 0,625
CNL21a 0,780 0,048 >4 0,5 >250 > 250 0,156 0,005 0,780 0,190 >4 1 > 250 >250 1,25 0,625
CNL23a 0,780 0,048 >4 0,031 > 250 31,25 0,312 0,010 0,780 0,190 >4 1 > 250 250 1,25 1,25
B.bruxellensis  By24 0,097 0,024 0,250 0,125 31,25 31,25 0,039 0,010 0,097 0,097 2 2 62,50 62,50 0,312 0,078
BY48 0,097 0,024 0,250 0,031 31,25 31,25 0,039 0,005 0,097 0,024 4 0,5 62,50 62,50 0,312 0,156
CP1 0,048 0,012 0,250 0,062 31,25 31,25 0,078 0,002 0,097 0,024 0.062 0,031 125 31,25 0,312 0,078
CP16 0,048 0,024 0,125 0,125 31,25 31,25 0,019 0,002 0,097 0,024 2 0,250 62,50 62,50 0,156 0,078
CP34 0,048 0,024 0,250 0,031 31,25 62,50 0,078 0,005 0,048 0,024 1 0,125 62,50 62,50 0,312 0,156
NA36f 0,048 0,048 1 0,125 62,50 31,25 0,156 0,019 0,097 0,048 >4 >4 > 250 250 0,312 0,312
PL126 0,048 0,024 1 0,125 62,50 31,25 0,156 0,078 0,048 0,048 >4 >4 >250 >250 0,625 0,312
PL144 0,097 0,012 05 0,125 62,50 62,50 0,156 0,078 0,097 0,048 >4 0,250 >250 >250 0,625 0,625
PL155 0,780 0,048 0,250 0,031 31,25 31,25 0,078 0,010 0,780 0,048 >4 >4 62,50 62,50 0,312 0,156
PL2 0,048 0,012 05 0,062 62,50 62,50 0,078 0,019 0,048 0,012 >4 0,250 250 125 0,312 0,312
PLA5 0,097 0,048 0,125 0,016 31,25 4 0,156 0,078 0,097 0,048 >4 n/g >250 31,25 0,625 0,625
PL52 0,097 0,048 0,5 0,062 62,50 62,50 0,156 0,039 0,097 0,048 >4 0,250 > 250 >250 0,625 0,312
PL8O 0,048 0,048 2 0,250 125 62,50 0,078 0,019 0,048 0,048 >4 2 > 250 250 0,625 0,312
1009 0,024 0,012 05 0,008 125 31,25 0,078 0,039 0,048 0,024 >4 0,125 > 250 >250 0,625 0,156
PL463 0,097 0,097 05 0,062 62,50 31,25 0,078 0,005 0,190 0,097 >4 0,250 >250 62,50 0,312 0,039
BY3 0,048 0,048 0,250 0,125 62,50 31,25 0,078 0,010 0,097 0,048 0,5 0,250 62,50 31,25 0,312 0,156

(A) ausencia de etanol; (B) 12,5 % etanol; (s/c) sin crecimiento.
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Tabla 11I-6. Valores de CMlsg, CMlgy, CMBs, y CMBg, de diferentes agentes antimicrobianos frente a B.

bruxellensis y S. cerevisiae

o CMI CMB
ti g_en :. Rango Microorganismo
antimicrobiano CMi < CMI < CMB 5 CMB s
S. cerevisiae >20% >20% >20% >20%
Etanol 8—20% (v/v)
B. bruxellensis >20% >20% >20% >20%
S. cerevisiae 780 mg/L 780 mg/L 780 mg/L 780 mg/L
MBP 6,25 — 0,003 g/L
B. bruxellensis 48 mg/L 96 mg/L 96 mg/L 96 mg/L
. S. cerevisiae 48 mg/L 390 mg/L 190 mg/L 390 mg/L
MBP + etanol 6,25 -0,003 g/L
B. bruxellensis 24 mg/L 48 mg/L 48 mg/L 48 mg/L
S. cerevisiae >4 mL/L >4 mL/L >4 mL/L >4 mL/L
Taninos 4-0,002 mL/L
B. bruxellensis 0,5 mL/L 1mL/L >4 mL/L >4 mL/L
. S. cerevisiae 0,5 mL/L 0,5 mL/L 4 mL/L >4 mL/L
Taninos + etanol 4-0,002 mL/L
B. bruxellensis 0,125 mL/L 0,125 mL/L 0,25 mL/L >4 mL/L
S. cerevisiae >250mg/L  >250mg/L  >250mg/L  >250 mg/L
Chitosan 250-0,12 mg/L
B. bruxellensis 62 mg/L 62 mg/L 250 mg/L  >250 mg/L
) S. cerevisiae 62 mg/L 125 mg/L 250 mg/L >250 mg/L
Chitosan + etanol 250-0,12 mg/L
B. bruxellensis 31 mg/L 62 mg/L 62 mg/L >250 mg/L
S. cerevisiae 156 mg/L 312 mg/L 625 mg/L 1250 mg/L
DMDC 5-0,002 g/L
B. bruxellensis 78 mg/L 156 mg/L 312 mg/L 625 mg/L
. S. cerevisiae 5 mg/L 30 mg/L 625 mg/L 1250 mg/L
DMDC + etanol 5-0,002 g/L
B. bruxellensis 10 mg/L 60 mg/L 120 mg/L 625 mg/L

CMI: concentracién minima inhibitoria; CMB: concentracion minima biocida.
! Concentracién fija de etanol a 12,5% (v/v).

MBP: Metabisulfito potasico

DMDC: dicarbonato de dimetilo
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I 2.1. Actividad antimicrobiana del metabisulfito potasico

En la FIGURA IlI-7 se presentan los valores de CMI obtenidos para metabisulfito potdsico (MBP)
determinados frente a B. bruxellensis y S. cerevisiae, respectivamente a pH 4,0 (FIGURA IlI-7A) y 3,5

(FIGURA 111-7B).

Figura Ill-7. Concentraciones minimas inhibitorias del metabisulfito potdsico a pH 4,0y 3,5 frente S. cerevisiae y B.

bruxellensis
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Las flechas indican las respectivas CMIso para S. cerevisiae (n = 15) y B. bruxellensis (n = 16).
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Como se puede observar, la accion inhibitoria del MBP frente B. bruxellensis fue unas 10 veces
mas elevada a pH 3,5 que a pH 4,0. Este aumento de la accién antimicrobiana se relaciona intimamente
con el caracter acido del metabisulfito, cuyo pK es de 1,81 (Usseglio-Tomasset y Bossia 1984), y que en
solucién libera mayores cantidades de SO, molecular cuanto mas bajos sean los valores de pH. Los
resultados encontrados aqui estan en concordancia con aquellos obtenidos por otros autores, y que
establecen concentraciones inhibitorias de MBP en un rango de 20 a 60 mg/L (equivalente a
concentraciones de 0,25 a 0,67 de SO, molecular) en vino sintético (Du Toit et al. 2005; Agnolucci et al.

2010) y en medio de cultivo (Barata et al. 2008; Conterno et al. 2006).

A continuacién, la FIGURA I11-8 refleja los resultados de actividad inhibidora del MBP en medio YPD

liquido en presencia de etanola 6 %y 12,5 % (v/v).
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Figura 1ll-8. Concentraciones minimas inhibitorias del metabisulfito potadsico en presencia de
etanol 6 %y 12,5 % frente a S. cerevisiae y B. bruxellensis
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Presencia de etanol 6 % (A) y 12, 5 % (B) en el medio de cultivo (pH 3,5).
La Las flechas indican las respectivas CMls, para S. cerevisiae (n = 15) y B. bruxellensis (n = 16).

En las graficas anteriores se puede constatar el aumento de la accion inhibidora del MBP en
presencia etanol a una concentracién de 12,5 % (CMlsq = 24 mg/L) cuando se compara con una
concentracion de 6 % (CMlsy = 96 mg/L), o bien en ausencia de etanol (CMls, = 48 mg/L) en el medio. Por
otro lado, se puede comprobar en la TABLA I1I-6 que la accidn biocida del MBP en combinacidn con etanol

a 12,5 % también fue mas potente (CMBgy, = 48 mg/L) que en ausencia de etanol en el medio (CMBg, =
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96 mg/L) o bien a una concentracion de 6 % (CMBg, = 190 mg/L) (resultados no presentados). Este
efecto potenciador del etanol en la actividad inhibitoria del MBP también ha sido comprobado por otros
autores para microorganismos sensibles, tales como las bacterias lacticas (Rojo-Bezares et al. 2007), las
cuales se pueden considerar contaminantes de vinos cuando crecen indiscriminadamente. La accién
sinérgica del MBP con el etanol es de suma importancia para las practicas enoldgicas, ya que se puede
obtener un efecto biocida con la aplicacién de bajas concentraciones de MBP (48 a 96 mg/L) en un vino
con un contenido en etanol de 12,5 %, que puede ser sometido perfectamente a los procesos de crianza

y almacenamiento con ese agente preservativo frente a Brettanomyces.

Las cepas de S. cerevisiae, por otro lado, se mostraron mucho mas resistentes a los efectos del
MBP en comparacién con Brettanomyces, y fueron capaces de tolerar altas concentraciones del
compuesto en ausencia de etanol (CMIsy y CMBg, = 780 mg/L), como se puede ver en la TABLA IlI-6. Sin
embargo, la resistencia al MBP por estas cepas disminuyd drasticamente en presencia de 12,5 % etanol
en el medio (CMlso = 48 mg/L, CMBgo = 390 mg/L). De cualquier modo, es importante subrayar también
que esta especie de levadura también es capaz de producir ciertas cantidades de SO,, en
concentraciones de 10 a 40 mg/L, como resultado de su actividad fermentativa (Romano y Suzzi 1993).
Actualmente, las normas de la Organizacion Internacional de la Vifia y del Vino (OIV), establece limites
maximos de 150 a 200 mg/L de SO, total, respectivamente para vinos tintos y blancos, concentraciones
de tratamiento que segun nuestros resultados son capaces no solamente de inhibir el crecimiento de
Brettanomyces, sino que son suficientes para ejercer una accion biocida sobre las células. Sin embargo,
como se ha discutido anteriormente, hay que tener en cuenta que esta eficiencia en los tratamientos

con MBP es extremadamente dependiente de un cardcter acido del pH de los vinos.
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I 2.2. Actividad antimicrobiana de taninos enoldgicos

La solucidon comercial de taninos enoldgicos TaniStop, la cual se emplea, entre otras finalidades,
para el control de Brettanomyces en vinos tintos, se ensayé en el rango de concentraciones de 4 a 0,002
mL/L que incluye la concentracion recomendada por el productor. El analisis del indice de polifenoles
totales (IPT) medido por el método de lland et al. (1993) de esta solucién comercial resulté ser de 29,2,
valor equivalente a aproximadamente 244 mg/L de acido tanico (Mataix y Luque de Castro 2001). A
continuacién se presentan los resultados de CMI obtenidos para esta solucidn de taninos enoldgicos
(mL/L) en ausencia y en presencia de 12,5 % etanol en el medio (FIGURA I11-9). En la TABLA IlI-6 se reflejan

igualmente los valores de CMlsy y CMlgo, asi como los valores de CMBs, y CMBg, obtenidos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Figura IlI-9. Concentraciones minimas inhibitorias de solucidn de taninos enoldgicos en ausencia y en

presencia de etanol 12,5 %, frente a S. cerevisiae y B. bruxellensis
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Taninos enoldgicos en ausencia de etanol (A) y en presencia de 12, 5 % etanol (B) en el medio de cultivo (pH 3,5).
Las flechas indican las respectivas CMlso para S. cerevisiae (n = 15) y B. bruxellensis (n = 16).

Como se puede observar en las graficas anteriores, la presencia de etanol a 12,5 % en el medio

desempefid un papel diferencial en la accién inhibitoria de los taninos frente a ambas especies de

levaduras, aunque su efecto fue claramente mas potente contra Brettanomyces. Igualmente, se puede

constatar en la TABLA llI-6 que las concentraciones necesarias para inhibir al 50 % y 90 % de las cepas de

Brettanomyces disminuyd drasticamente de 0,5 y 1 mL/L, respectivamente, a 0,12 mL/L en presencia de
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12,5 % etanol en el medio de cultivo. Ademas, los taninos también demostraron tener accidén biocida
frente al 50 % (CMBsg) de las cepas estudiadas a una concentracion de 0,25 mL/L, pero el valor de CMBgq
se encontraba por encima de las concentraciones ensayadas, lo que de todos modos también estaria
por encima de los limites permitidos por la legislacién actual para el uso de esta solucion de taninos

enoldgicos contra Brettanomyces (0,4 mL/L).

Se sabe que los taninos tienen la capacidad de asociarse fuertemente a proteinas y glicidos v,
consecuentemente, de provocar precipitacion de grandes agregados macromoleculares en el vino,
asociacion ésta que se estabiliza basicamente por interacciones hidrofdbicas y de puentes de hidrégeno
(Ribérau-Gayon et al. 2006). La accién antifungica de los taninos parece estar relacionada con esa
propiedad, y su efecto se ve altamente potenciado por la presencia de etanol, como se puede
comprobar en la TABLA I11-6, lo cual se puede explicar por el hecho de que el etanol tiene la propiedad de
reducir la constante dieléctrica local del medio acuoso, afectando directamente a los enlaces de

hidrégeno e induciendo la floculacidn de las células (Soares 2011).
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B 2.

RESULTADOS Y DISCUSION

Actividad antimicrobiana del chitosan

En la FIGURA 11I-10 se reflejan los resultados de CMI encontrados para el chitosan frente a cepas de

B. bruxellensis y S. cerevisiae.
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Figura 111-10. Concentraciones minimas inhibitorias de chitosan en ausencia y en presencia de
etanol 12,5 %, frente a S. cerevisiae y B. bruxellensis
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Chitosan en ausencia de etanol (A) y en presencia de 12, 5 % etanol (B) en el medio de cultivo (pH 3,5).
Las flechas indican las respectivas CMlIsq para S. cerevisiae (n = 15) y B. bruxellensis (n = 16).
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En el caso del chitosan, la actividad inhibitoria frente a las cepas de Brettanomyces no reveld
diferencias significativas en ausencia y en presencia de 12,5 % etanol en el medio de cultivo a pH 3,5,
observandose el mismo valor de CMI90 (62,5 mg/L) en ambos casos, como se puede constatar en la
TABLA 1lI-6. Considerandose el efecto biocida sobre la totalidad de las cepas de Brettanomyces
estudiadas, no se ha podido determinar la CMBgy, ya que se situaria por encima del rango de
concentraciones ensayadas; sin embargo, la CMBs, en presencia de 12,5 % etanol fue de 62,5 mg/L,
indicando que esa concentracion es suficiente para matar y evitar el crecimiento celular del 50% de las

cepas analizadas.

En ese contexto, Gomez-Rivas et al. (2004) mencionaban que una concentraciéon de 6 g/L de
chitosan era necesaria para controlar el crecimiento de Brettanomyces, lo que estaria muy por encima
de las concentraciones determinadas segln nuestros resultados. Sin embargo, en ese estudio los
autores emplearon el chitosan derivado de caparazones de cangrejos y es importante subrayar que
actualmente para fines de aplicacion en Enologia, exclusivamente estd permitido el chitosan de origen
fungico, como el que se ha empleado en nuestros experimentos. Ademas, estas diferencias importantes
en las concentraciones inhibitorias también se explicarian debido al hecho de que segun el origen de la
quitina que se ha empleado para su obtencidn, ese biopolimero puede presentar pesos moleculares,
niveles de desacetilacion y caracter catiénico muy variados (Hernandez-Lauzardo et al. 2008). La
principal caracteristica que confiere el potencial antimicrobiano de ese compuesto es su caracter
cationico, que serd mayor cuanto mas acido el pH del medio y con un grado de desacetilacién mas
elevado, asi que cuanto mayor sea la densidad de cargas positivas generadas, mas potente sera su
accion antimicrobiana (Kong et al. 2010). Por otro lado, nuestros resultados muestran que la presencia
de etanol en el medio, en el caso de ese compuesto, no modifica significativamente la accion frente a
células de Brettanomyces, lo que seria esperado ya que el etanol no tiene capacidad de modificar la

estructura de cargas eléctricas del chitosan.
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I 2.4.

Actividad antimicrobiana del dicarbonato de dimetilo (DMDC)

En la FiGURA IlI-11 se reflejan los resultados de CMI del dicarbonato de dimetilo a pH 3,5, en

ausencia y en presencia de etanol a una concentracién de 12,5 %, frente a cepas de S. cerevisiae y B.

bruxellensis, y paralelamente, en la TABLA III-6 se pueden comprobar los valores de las concentraciones

minimas inhibitorias y biocidas.

Numero de cepas

Numero de cepas

Figura 1ll-11. Concentraciones minimas inhibitorias del DMDC en ausencia y en presencia de

etanol 12,5 %, frente a S. cerevisiae y B. bruxellensis
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W S. cerevisiae M B. bruxellensis
DMDC en ausencia de etanol (A) y en presencia de 12, 5 % etanol (B) en el medio de cultivo (pH 3,5).
Las flechas indican las respectivas CMlIsq para S. cerevisiae (n = 15) y B. bruxellensis (n = 16).
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El DMDC, comercializado como Velcorin, en las concentraciones ensayadas en este trabajo (5 —
0,002 g/L) mostrd un potente efecto inhibitorio tanto sobre el crecimiento de Brettanomyces como de S.
cerevisiae en las condiciones experimentales descritas anteriormente. El compuesto, en presencia de
12,5 % etanol, fue capaz de inhibir eficazmente el crecimiento de ambas especies de levaduras en
concentraciones por debajo de las permitidas por ley (200 mg/L), pero ademas también presenté efecto
biocida sobre la mitad de las cepas de Brettanomyces por debajo de ese valor (CMBgy = 120 mg/L), como

se puede constatar en la TABLA III-6.

El principio de actuacion del DMDC se da por penetracion a nivel celular y posterior interaccion con
residuos de histidina ubicados en centros cataliticos de enzimas clave para la supervivencia de la célula
(Hornsey 2007). Algunos estudios realizados anteriormente habian descrito valores de concentracidn
inhibitoria del DMDC en un rango de 100 a 250 mg/L contra células de Brettanomyces, tanto en mostos
de uva como en vinos suplementados con glucosa (Costa et al. 2008; Delfini et al 2002; Renouf et al.
2008), valores estos que concuerdan con nuestros resultados obtenidos para cepas en medio YPD

liquido y en presencia de 12,5 % etanol.

Es importante destacar que también en este caso, coma comprobado anteriormente en el caso del
MBP y de la solucién de taninos, el etanol juega un importante papel, actuando sinérgicamente y
potenciando la accidn inhibitoria del DMDC. En este caso el DMDC opera a nivel intracelular y el etanol
actua directamente en la estructura de la membrana plasmatica, aumentando la permeabilidad y

modificando los sistemas de transporte activo transmembrana (Ribérau-Gayon et al. 2006).
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I 2.5. Accion del metabisulfito potasico frente a Brettanomyces en vino

Tras la seleccion del MBP como agente antimicrobiano para el estudio en vinos tintos
naturalmente contaminados por Brettanomyces, se presentan los resultados obtenidos para recuentos
de las poblaciones de levaduras totales, Brettanomyces y bacterias acido-acéticas (BAA) en las series de
vinos analizados. El vino tinto elegido inicialmente, con una turbidez de 219 NTU, presentaba una
poblacidn inicial de 1,6 10° UFC/mL de levaduras totales (recuentos en placas de YPD-agar), 800 UFC/mL
de bacterias acido acéticas (recuentos en placas de manitol-agar) y ninguna colonia de Brettanomyces
detectada en placas del medio especifico. A continuacidn se muestran las poblaciones microbianas al
cabo de 4 y 22 meses de almacenamiento en botella, respectivamente, con concentraciones de 28; 50 y

100 mg/L (FIGURA I1I-12).
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Figura 1ll-12. Perfil microbiolégico de muestras de vino con diferentes concentraciones de
metabisulfito potasico al cabo de 4 y 22 meses de almacenamiento en botella
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Promedio y desviacion estandar de poblaciones microbianas en muestras de vino tinto al cabo de 4 meses
(A) y 22 meses (B). Barras con diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).

En ninguna de las muestras analizadas se detectaron poblaciones de bacterias acido-lacticas (BAL),
pero como se puede observar en las graficas presentadas, poblaciones de BAA’s de aproximadamente 7
UFC/mL permanecieron en el vino durante todo el periodo de almacenamiento y no se observaron

diferencias significativas en estas poblaciones para los diferentes tratamientos de MBP estudiados. Sin
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embargo, si se detectaron diferencias estadisticamente significativas en las poblaciones de
Brettanomyces entre los vinos tratados con 28, 50 y 100 mg/L de MBP después de 4 meses de
almacenamiento (FIGURA IlI-12A). Por otro lado, al cabo de 22 meses de conservacién y crianza de los
vinos en botella, no se encontraron colonias de Brettanomyces en aquellas muestras tratadas con 50 y
100 mg/L de MBP, mientras que una poblacién activa residual seguia existiendo en las muestras con 28
mg/L de MBP (FIGURA I1I-12B). Cuando se analizé la poblacidn de levaduras totales, se comprueba un
descenso de 0,9 unidades logaritmicas de 4 a 22 meses. La poblacion residual de levaduras tras todo el
periodo de conservacion presentaba células de Brettanomyces (3 UFC/mL) solamente en aquellas
muestras con el contenido mas bajo en MBP (28 mg/L), mientras que no se encontraron diferencias
significativas entre las poblaciones residuales de levaduras totales entre los tres tratamientos de MBP,
demostrandose asi que Brettanomyces fue mas sensible a la accion del antimicrobiano que las otras
especies de levaduras vinicas. Esa mayor sensibilidad de Brettanomyces a la accion del MBP se confirma
también con los resultados obtenidos para S. cerevisiae en los experimentos realizados en placas de
micro-valoracion (apartado 2.4 de MATERIALES Y METODOS). En la TABLA III-6 se muestra que en presencia
de etanol, una concentracion de 48 mg/L de MBP era suficiente para inhibir el crecimiento (CMlg) y
causar la muerte (CMBgyy) de todas las cepas de Brettanomyces estudiadas, mientras que el mismo
efecto solamente se conseguia en S. cerevisiae a una concentracion 8 veces superior (CMlgg y CMBg, de
390 mg/L), y en el caso de la especie Trigonopsis cantarellii, discutida en préximo capitulo, la CMBg, para
el MBP en presencia de etanol resultd ser 2 veces superior (96 mg/L; TABLA IlI-15) al compararla con

Brettanomyces.

A continuacién, se reflejan las concentraciones de fenoles volatiles encontradas en las respectivas

muestras de vino al final del periodo de 22 meses de almacenamiento (FIGURA III-13).
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Figura 11l-13. Resultados de analisis de fenoles volatiles de las muestras de vinos con diferentes tratamientos de metabisulfito potédsico después de 22 meses de almacenamiento en botella
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Valores de promedio y desviacion estandar de las concentraciones de fenoles volatiles: (A) 4-propilguaiacol, (B) 4-etilguaiacol, (C) 4-vinilfenol y (D) 4-etilfenol.
Barras con diferentes letras indican diferencias estadisticas significativas (p < 0,05).

110



CAPITULO 2 RESULTADOS Y DISCUSION

Se observan concentraciones significativamente mas bajas de 4-etilfenol (FIGURA III-13D) y 4-
etilguaiacol (FIGURA I11I-13B) en los vinos tratados con 100 mg/L de MBP que en los vinos tratados con
concentraciones mas bajas de este compuesto (50 y 28 mg/L). Ademas, las mayores concentraciones de
4 vinilfenol, que es el precursor directo del 4-etilfenol, fueron detectadas en las muestras que tenian

menor concentracién del agente antimicrobiano (28 mg/L), como se puede ver en la FIGURA I11-13C.

Con respecto al 4-propilguaiacol, también se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre las medias obtenidas, y se observa que cuanto mayor era la concentracion de MBP
utilizado en las muestras, mas bajas eran las concentraciones de ese compuesto volatil al cabo de los 22
meses de almacenamiento (FIGURA IlI-13A). Este fenol volatil ya habia sido observado anteriormente en
vinos tintos en proceso de crianza y, asi como se demuestra en nuestros resultados, también se habian
correlacionado sus concentraciones con el contenido en 4-etilfenol y 4-etilguaiacol de los vinos (Aznar et
al. 2003; Ferreira et al. 2006), de modo que en estos estudios los autores propusieron una relacion de la
presencia del 4-propilguaiacol con un origen microbioldgico, no obstante sin poder corroborar dicha
hipotesis. Segun Culleré et al. (2004), esta molécula también estd relacionada con una desviacidn
organoléptica en los vinos, pero mas bien con un efecto aditivo a la presencia del 4-etilfenol y 4-
etilguaiacol. Es importante mencionar que determinadas especies de bacterias acido-lacticas, como
Lactobacillus plantarum, L. brevis y Pediococcus pentosaceous también habian sido vinculadas a la
produccion de vinilfenoles (Chatonnet el al. 1995), pero en los vinos estudiados en esta tesis no se
detectaron células viables de bacterias acido-lacticas, por lo que su supuesta contribucién a la

produccion de estos compuestos alterantes queda totalmente desconsiderada.

A continuacion se presenta en la FIGURA IlI-14 el resultado obtenido para las puntuaciones de las 45
muestras de vino en dos funciones candnicas discriminantes, agrupadas segun los respectivos
tratamientos con MBP [(1) 28mg/L; (2) 50 mg/L; (3) 100 mg/L] y las 7 variables (3 poblaciones

microbianas y 4 fenoles volatiles).
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Figura Ill-14. Resultado de analisis de funcion discriminante
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Las componentes 1y 2 explican, respectivamente, al 97,4 % y 2,6 % de los valores de variancia. Los
valores de correlacion mas elevados de la componente 1 corresponden a las siguientes variables:
concentracién de 4-etilguaiacol (coeficiente 1,224), concentracion de 4-propilguaiacol (coeficiente
1,116), concentracidon de 4-etilfenol (coeficiente — 1,919) y poblacion de Brettanomyces a los 4 meses de
almacenamiento (coeficiente 0,999). Todas estas variables presentaron igualmente la correlacion
absoluta mas elevada con la componente 1, como se puede constatar en la TABLA III-7, y por lo contrario,

la variable “poblacion de bacterias acéticas” devolvié la correlacién mas baja (coeficiente 0,181).
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Tabla IlI-7. Coeficientes de correlacion de Pearson entre poblaciones microbianas y concentracion de

diferentes fenoles volatiles

4-propilguaiacol 4-etilguaiacol 4-vinilfenol 4-etilfenol
4 meses Levaduras totales 0,373* 0,270 0,274 0,250
Brettanomyces 0,566** 0,436** 0,264 0,402**
Bactérias acéticas 0,098 0,080 0,247 0,042
22 meses Levaduras totales -0,122 -0,099 0,019 -0,095
Brettanomyces 0,293 0,226 0,151 0,185
Bactérias acéticas -0,008 -0,008 0,119 -0,033

* Correlacion significativa a 0,05
** Correlacion significativa a 0,01

Los resultados encontrados muestran que las poblaciones de Brettanomyces al cabo de 4 meses de
almacenamiento en botellas estan inversamente correlacionadas con las respectivas concentraciones de
MBP utilizadas en los tratamientos de los vinos al inicio del experimento, de modo que 100 mg/L de
MBP total fue suficiente para evitar el crecimiento de Brettanomyces. Los niveles de 4-etilguaiacol y 4-
etilfenol, que representan el producto final mediado por la vinilfenol-reductasa (Tchobanov et al. 2008)
de Brettanomyces (FIGURA IlI-13), presentaron la misma tendencia que la poblacién de Brettanomyces,
detectandose las concentraciones mas bajas en aquellas muestras de vino tratadas con MBP a una
concentracion de 100 mg/L, y que paralelamente presentaban una poblacién residual de esa levadura
(0,5 UFC/mL) a los 4 meses y ningun recuento de células viables después de 22 meses de

almacenamiento.

En lo que se refiere al 4-propilguaiacol, sus concentraciones también siguieron la misma tendencia
presentada por las poblaciones de Brettanomyces a los 4 meses de almacenamiento y se encuentran
inversamente correlacionas con las concentraciones de tratamiento con MBP. Este resultado apoya la
hipdtesis anterior de que ese compuesto volatil puede ser generado por Brettanomyces mediante la
mencionada actividad enzimdatica sobre una molécula precursora disponible en la misma madera de las
barricas, como el acido p-cumarico, la cual podria generar el 4-propilguaiacol por dos etapas de
reduccidn sucesivas (FIGURA I1I-15). Sin embargo, la necesidad de estudios mas profundizados se hace

necesaria para identificar y caracterizar esa supuesta actividad involucrada en dicho proceso.
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Figura Ill-15. Formacién del 4-propilguaiacol
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En suma, desde un punto de vista enoldgico, es importante notar algunos aspectos relevantes
como, por un lado, el hecho de que una aplicacion de concentraciones adecuadas de MBP puede
controlar eficientemente a las poblaciones de Brettanomyces en el vino. Por otra parte la produccion de
fenoles volatiles parece darse durante los primeros meses de almacenamiento y, finalmente, parece ser
que las poblaciones de células viables de Brettanomyces solamente se encuentran en aquellos vinos

desprotegidos y con concentraciones de MBP por debajo de 100 mg/L previamente al almacenamiento.
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3. Deteccion de levaduras no-Saccharomyces en bodega y caracterizacion de la

levadura vinica Trigonopsis cantarellii

I 3.1. Deteccion de levaduras no-Saccharomyces en ambiente de bodega

Un total de 40 muestras enoldgicas que incluian: 8 muestras de agua de lavado de depdsitos de
madera, 3 muestras de aire y 29 muestras de vino tinto fueron recogidas en el periodo 2008 — 2011.
Todas las muestras procedian de bodegas de la D.O.Ca. Rioja y D.O. Ribera del Duero y fueron analizadas
por microbiologia clasica en medio selectivo para Brettanomyces. Por otra parte, las muestras de vino
tinto de la variedad Tempranillo, todas en proceso de envejecimiento en barricas y sospechosas de
contaminacién por analisis sensorial e indicios de cierta desviacién aromatica, fueron procesadas y se
realizé la extraccion del DNA total (como descrito en los apartados 1.3y 1.4 de MATERIALES Y METODOS).
Posteriormente, las muestras fueron analizaron también por PCR cuantitativa (QPCR) especifica para

Brettanomyces, tal y como se describe en el apartado 1.6 de MATERIALES Y MIETODOS.

Los analisis de microbiologia clasica en medio de cultivo especifico permitieron la obtencion de
aislados y la posterior identificacion de otras siete especies de levaduras no-Saccharomyces ademas de
B. bruxellensis, tal y como se describe en el apartado 3.2.1 de MATERIALES Y METODOS. En la TABLA I11-8 se
muestran los resultados de los cultivos y recuentos de levaduras en cada una de las muestras
estudiadas, el nimero de aislados identificados a nivel de especie mediante técnicas de analisis del DNA,

y el resultado de estos analisis taxdmicos.
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Tabla I11-8. Resultados de los andlisis microbioldgicos de las muestras enoldgicas estudiadas

Muestra e (UG - Aislados Especies
Levaduras En medio estudiados identificadas
totales especifico
PEV45 4,4E+05 4 1 Pichia holstii PEVA5c
PEV10 3,7E+05 4 2 T. cantarellii PEV10a; B. bruxellensis PEV10c
PA42 6,2E+04 1,7E+03 1 T. cantarellii PA42a
PA23 6,2E+03 7,0E+02 1 T. cantarellii PA23a
PA20 1,1E+05 2,1E+02 1 T. cantarellii PA20a
PA14 3,4E+05 1,0E+03 3 T. cantarellii PA14c,PA14d, PA14f
PA11 4,8E+05 8,0E+02 1 T. cantarellii PA11d
AA29 7,5E+05 7 2 B. bruxellensis PL65; T. cantarellii PL66
NA8 3,3E+05 11 4 B. bruxellensis PL77, PL78, PL79, PL80
NA26 6.5E+04 2 1 B. bruxellensis PL83
PA18 2,3E+04 2,2E+02 1 T. cantarellii PL85
PEV1 5,7E+02 9 1 T. cantarellii PL103
PEV2 10 1 1 T. cantarellii PL109
PA19 1,8E+03 15 1 T. cantarellii PL342
PA24 0 1,7E+03 1 T. cantarellii PL91
PCA22 5,6E+02 1,9E+03 1 T. cantarellii PL186
e PA34 4,0E+03 2,2E+03 2 T. cantarellii PL198, PL203
> PCA8 9,5E+02 12 2 T. cantarellii PL235, PL237
PCA24 2,0E+03 12 2 B. bruxellensis PL249; T. cantarellii PL251
PCA26 2 2,0E+02 1 T. cantarellii PL253
PCA26.2 2 8,0E+02 2 T. cantarellii PL561, PL562
PCA27 12 6,5E+03 1 T. cantarellii PL259
PCA2 3,2E+02 11 6 A. schoenii PL305, PL306;
T. variabilis PL307, PL308,PL309, PL310
PCA9 4,1E+03 1,2E+02 5 T. cantarellii PL311, PL312;
B. bruxellensis PL313, PL314, PL316
PA18 1,0E+03 2,5E+02 1 T. cantarellii PL336
PA22 2,0E+03 6,2E+02 1 T. cantarellii PL347
PCA1l6 2,8E+03 4,3E+03 10 P. mandshurica PL551, PL552, PL553;
T. cantarellii PL554, PL555, PL556,PL557,
PL558, PL559, PL560
PCA3 1,0E+00 1 1 T. cantarellii PL571
PCA19 2,8E+03 9,1E+02 1 T. cantarellii PL582
TN1 1,0E+03 3,5 2 C. ishiwadae CP19, CP23
TN2.1 6,5E+02 5 1 T. cantarellii TN2.1d
° TN2.2 1,2E+03 3 1 T. cantarellii TN2.2c
E TN3.1 3,2E+03 52 5 C. ishiwadae TN3.1a;
?"; B. bruxellensis TN3.1c, TN3.1d, TN3.1e, TN3.1f
: TN3.2 23E+03 357 1 C. ishiwadae TN2.2¢c
En TN4f 3,6E+02 20 1 T. cantarellii TNAf.c
TNe6f 3 1 1 T. cantarellii TN6f.a
TN8.2 0 7 3 B. bruxellensis TN8.2a;
C. ishiwadae TN8.2b, TN8.2d
EM n/a 3 1 M. guilliermondii CPA4
-g NT n/a 10 1 T. cantarellii CPA3
EL n/a 2 2 C. ishiwadae CPA1, CPA2

(n/a) no analizado
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Como se puede observar en esta tabla, la especie mas recurrente fue la levadura Trigonopsis
cantarellii, que ademas se detectd en los tres tipos de muestras estudiadas: vino, agua de lavado de

depdsitos de maderay aire.

En la TABLA I1I-9 se clasifican los aislados identificados taxondmicamente de acuerdo con su origen, la
especie, familia y orden a la que pertenecen. Todos los aislados encontrados (77 aislados totales)
resultaron ser del orden de Saccharomycetales, agrupandose en 4 familias (Pichiaceae,
Saccharomycetaceae, Debaryomycetaceae y Saccharomycopsidaceae) y el género Trigonopsis que figura
como incertae sedis actualmente. Este ultimo grupo fue el mas numeroso en el muestreo realizado (46
aislados de los 77 totales estudiados en las 40 muestras), y dentro de este género, sobresale la especie
T. cantarellii que constituyé mas de la mitad de los aislados encontrados (54,5 % del total). Por otro
lado, en las muestras de vino, en los casos en que se confirmo la presencia de Brettanomyces (en medio
especifico o por qPCR), la Unica especie no-Saccharomyces que también se detectaba conjuntamente en

la muestra era T. cantarellii.

Tabla IlI-9. Especies de levaduras identificadas en las muestras enoldgicas por cultivo en medio especifico

Z .
Especie * Muestra LHCE A|sla'dos Clado * Familia Orden
muestras estudiados

Brettanomyces bruxellensis vino 6 11 Dekkera Pichiaceae Saccharomycetales
agua 2 5
Pichia mandshurica vino 1 3 Pichia Pichiaceae Saccharomycetales
Pichia holstii vino 1 1 Nakazawaea Saccharomycetaceae Saccharomycetales
Candida ishiwadae agua 4 6 Nakazawaea Saccharomycetaceae Saccharomycetales
aire 1 2
Meyerozyma guilliermondii aire 1 1 Debaryomycetaceae Saccharomycetales
Trigonopsis cantarellii vino 25 37 Trigonopsis  incertae sedis Saccharomycetales
agua 4 4
aire 1 1
Trigonopsis variabilis vino 1 4 Trigonopsis  incertae sedis Saccharomycetales
Arthroascusschoenii vino 1 2 Saccharomycopsidaceae Saccharomycetales
TOTAL 40 77

" Nombre de especie en uso segtin las recomendaciones de MycoBank (http://www.mycobank.org)
? Clasificacion de clados segln Kurtzman (2011)
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La TABLA II-10 muestra los resultados de los analisis quimicos de las muestras de vino (29 en total) y

se indica en cudles de ellas se diagnosticé la presencia de T. cantarellii y/o de Brettanomyces.

Tabla I11-10. Andlisis microbioldgicos y quimicos de los vinos tintos estudiados

Grado
Muestra Brettanomyces®  T. cantarellii? Turbidez  SO,L pH Av At alcohélico
(NTU)  (mg/L) (/L) (/L) % (v/v)
NA8 + 127 =0 3,73 0,37 6,50 n/d
NA26 + 486 =0 3,88 0,19 5,40 n/d
PEV10 + + 140 19 3,64 0,26 7,3 12,7
AA29 + + 315 =0 3,55 0,32 6,75 13,20
PA18 + + 94,5 40 3,92 0,41 4,95 13,6
PEV1 + + 228 34,4 3,84 0,39 4,57 13,5
PEV2 + + 837 37,6 3,84 0,40 4,28 13,50
PA19 + + 34 34,4 3,92 0,30 5,05 13,6
PA24 + + 389 28 3,74 0,37 5,25 13,30
PCA22 + + 8,91 32,2 3,72 0,62 4,95 13,00
PA34 + + 92,2 30,4 3,77 0,42 4,87 13,30
PCA8 + + 1,39 30,4 3,69 0,56 5,10 12,80
PCA24 + + 14,2 34,4 3,75 0,53 3,75 12,75
PCA26 + + 7 34,4 3,88 0,73 4,65 13,45
PCA27 + + 3 31,2 3,68 0,75 5,10 13,5
PCA9 + + 24,8 35,2 3,68 0,57 5,00 12,8
PA18 + + 73,2 41,6 3,92 0,50 4,95 13,6
PA42 + 115 n/d n/d n/d n/d n/d
PA23 + 180 n/d n/d n/d n/d n/d
PA20 + 566 n/d n/d n/d n/d n/d
PA14 + 234 n/d n/d n/d n/d n/d
PA11 + 262 n/d n/d n/d n/d n/d
PCA26.2 + 7 34,4 3,88 0,73 4,65 n/d
PA22 + 113 33,6 3,90 0,54 5,03 13,80
PCA1l6 + 67,5 24,8 3,64 0,55 5,00 13,20
PCA3 + 8,48 31,2 3,8 0,47 49 n/d
PCA19 + 6,71 36,8 3,69 0,58 5,00 n/d
PEV45 180 21 3,78 0,21 6,5 13,1
PCA2 17,1 30,4 3,85 0,53 4,80 12,90

! (+) Deteccidn de la presencia de Brettanomyces por medio selectivo y/o PCR cuantitativa especifica.
? (+) Cultivo en medio selectivo e identificacion de T. cantarellii por secuenciacion.

(n/d) no disponible; (SO,L) didxido de azufre libre; (Av) acidez volatil; (At) acidez total.

En el 34,5 % de las muestras de vino no se detectd la presencia de Brettanomyces viables y

también el resultado fue negativo para qPCR especifica, pero se encontraron células viables no-

Saccharomyces identificadas como T. cantarellii. En 51,7 % de las muestras de vino la presencia de

Brettanomyces si fue diagnosticada y T. cantarellii también se encontraba presente en la misma
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muestra. De este tipo de coexistencia entre Brettanomyces y Trigonopsis existe un registro muy antiguo
del aislamiento de otra especie de ese mismo género, T. variabilis, conjuntamente con B. bruxellensis en
medio selectivo por Beech y Carr (1955) a partir de mosto de manzana y sidra; en ese caso las levaduras
fueron descritas como resistentes a una combinacién de 50 mg/L de actidiona (cicloheximida) y 500
mg/L de acido ascérbico. Por otro lado, cabe sefialar que solamente dos de las muestras de vino (PEV45
y PCA2) no presentaban ninguna de las dos especies, B. bruxellensis o T. cantarellii, y la poblacién de
levaduras no-Saccharomyces resultaron ser de las especies Pichia holstii, Trigonopsis variabilis y

Arthroascus schoenii, tal y como se ve en la TABLA I11-6.

De estas tres especies de levaduras, se encuentran referencias en la literatura de su aislamiento en
muestras de uvas o de mosto y vino en el caso de las especies T. variabilis y A. schoenii [Naumov et al.
(2003); Zott et al. (2008); Schachner (1929); Kurtzman y Fell (1998)], mientras que levaduras de la
especie P. holstii s6lo se encuentran referenciadas en muestras de olivas, pasta de aceituna, orujos de
oliva o alpechin [Romo-Sanchez et al. (2010); Sinigaglia et al. (2012)]; por tanto este trabajo describe por
primera vez levaduras de la especie Pichia holstii en muestras de vinos con un alto contenido en etanol

gue presentan unas condiciones altamente estresantes para el crecimiento microbiano.

Como se observa en la TaBLA I1I-10, tanto el contenido en alcohol de los vinos analizados era
elevado (valores comprendidos entre 12,7 y 13,8 % v/v) como los valores de pH (comprendidos entre
3,55 y 3,92), valores que sin embargo se encuentran dentro de los rangos habituales en los vinos que
actualmente se estan obteniendo y que reflejan la tendencia climatica actual. Prueba de ello es que el
aumento de las temperaturas medias durante el periodo de crecimiento de la uva (abril - octubre) en la
region viticola del noreste de Espafia en el periodo 1952-2006 fue de 1,0 a 2,2 °C, lo que ha conllevado
un aumento del pH y del contenido en azucares de las uvas y, consecuentemente, el aumento del grado
alcohdlico de los vinos elaborados (Ramos et al. 2008). Siguiendo esta tendencia, también en vinos de
regiones vitivinicolas de otros paises se registran Ultimamente aumentos en el contenido alcohdlico,
como ejemplo, en los vinos del Valle de Napa, en Estados Unidos, en los cuales se ha registrado un
aumento de su grado alcohdlico medio de 12,2 % en 1971 a 14,8 % en 2001, y en Australia, de 12,3 % en
1984 a 13,9 % en 2004 (Jones 2007). En el caso de las muestras estudiadas en esta tesis, todas provenian

de vinos que habian finalizado la fermentacién alcohdlica, los azlcares se habian transformado en
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etanol y eran secos (< 0,2 g/L azucares reductores). Resumiendo, se evidencia la alta resistencia y buena
adaptacion al medio alcohdlico de las levaduras no-Saccharomyces que se identificaron en estos vinos
de grado alcohdlico muy elevado (> 12,6%) y practicamente carentes de azucares; levaduras que se
encontraban metabdlicamente activas como células viables y cultivables. El analisis estadistico de los
datos de andlisis quimicos de los vinos presentados en la TABLA I1I-10 no mostré diferencias significativas
entre los vinos en que T. cantarellii se detecto sola y en los que se detectd coexistencia de T. cantarellii
con Brettanomyces, o los vinos donde se encontraban levaduras de las otras especies.

Tal y como ya se ha referido en la introduccién de esta tesis, es bien conocida la plasticidad y
persistencia de levaduras Brettanomyces en el vino tinto en proceso de envejecimiento en barricas y las
innumerables referencias como potente agente alterante de los vinos, sin embargo nunca se habia
registrado la presencia de T. cantarellii sola o co-existiendo con Brettanomyces en condiciones de
crianza prolongada de vinos, ni tampoco se encontraba registrado el aislamiento de dicha levadura de
muestras de aire o agua de lavado de depdsitos de madera; por esta razon se decidié profundizar en el

estudio de todos los aislados obtenidos de esta especie T. cantarellii.

Con respecto a los aislados encontrados en las muestras de agua de lavado de depdsitos de
madera y del aire de bodega, y que se identificaron como C. ishiwadae (muestras TN1, TN3.1, TN8.2 y
EL) y como M. guilliermondii (muestra EM), estudios previos de otros autores ya habian identificado
estas dos especies de levaduras en el ambiente de bodega y en vinos. Los seis aislados de la especie C.
ishiwadae identificados en nuestras muestras provenian de una misma bodega pero de aguas de lavado
de distintos depdsitos (tomadas en febrero/2008 y abril/2009) y del aire muestreado en una nave de

elaboracion (enero/2010).
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3.2. Potencial acidogénico y de produccion de aromas alterantes de levaduras

no-Saccharomyces

En la TABLA I1I-11 se muestran los resultados de los andlisis de acidogénesis y potencial generador
de aromas de alteracion por aislados de las siete especies de levaduras no-Brettanomyces y no-
Saccharomyces identificadas en esta tesis: Pichia mandshurica, Pichia holstii, Candida ishiwadae,
Meyerozyma guilliermondii, Trigonopsis cantarelli, Trigonopsis variabilis y Arthroascus schoenii. En esta
tabla se puede observar que respecto a la acidogénesis todos los aislados identificados de las especies A.
schoenii, C. ishiwadae, M. guilliermondii y T. variabilis resultaron ser generadores de acidez, y de estos
15 aislados, 9 (de las especies C. ishiwadae y M. guilliermondii) también generaron aromas alterantes

” o«

del vino con descriptores como “quimico”, “disolvente”, “suciedad” y “rancio” tipicos de los compuestos

Iu

etil y vinil-fendlicos asociados al “cardcter-Brett”. Estos resultados concuerdan con los registrados en la
bibliografia para las especies C. ishiwadae (Guzzon et al., 2011a) y M. guilliermondii (Barata et al. 2008c;
Martorell et al. 2006), que ya habian sido detectadas en muestras enoldgicas y caracterizadas como
generadoras de etilfenoles. Esta misma caracteristica también habia sido observada en cepas de P.
mandshurica (Saez et al. 2011) e incluso en T. cantarellii (Dias et al. 2003). Pero sin embargo, esta es la

Ill

primera vez que se describe la generacion de aromas alterantes asociada al “caracter-Brett” por cepas

enoldgicas de la especie P. holstii.

Con respecto a la capacidad acidogénica de las cepas de T. cantarellii estudiadas en este trabajo, se
selecciond una cepa representativa de cada muestra de vino, agua de lavado o aire y estas cepas se
cultivaron en el medio sélido especifico, comprobandose que de un total de 25 cepas analizadas, 12 (48
%) presentaron metabolismo acidégeno (indicado por el viraje de color del medio sintético) como se

puede observar en la TABLA I1I-11.
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Tabla I1l-11. Resultados de acidogénesis y generacion de olor alterante en medios sintéticos

Medio sélido especifico Medio liquido Sniff-Brett
Especie Cepa " V! iy L 2 » 3
Actividad acidégena™ Generacion de olor Crecimiento Generacion de olor
T. cantarellii PAl4c + - + +/-
PA20a + - + +/-
PA23a + - + +/-
PA11d - - + -
PA42a + - + +/-
PEV10a - - + +/-
PL66 - - + +/-
PL85 + - + +/-
PL91 + - + -
PL103 + - + +/-
PL109 + - + +
PL186 - - + +
PL198 + - + +/-
PL235 - - + -
PL251 + - + +/-
PL253 - - + +/-
PL259 - - + _
PL311 - - + +/-
PL336 - - + +/-
PL554 - - + +/-
PL571 + - + -
PL342 - - + -
PL347 - - + +/-
PL582 - - + -
CPA3 + - + +
A. schoenii PL305 + + + -
PL306 + + + -
T. variabilis PL307 + - + -
PL308 + - + -
PL309 + - + -
PL310 + - + -
C. ishiwadae TN3.1a + + + +
TN3.2b + + + +
TN8.2b + + + +
TN8.2d + + + +
CPAl + + + +
CPA2 + + + +
CP19 + + + +
CcP23 + + + +
P. mandshurica  PL551 - - + -
PL552 - - + -
PL553 - - + +/-
P. holstii PEVA45c - - + +
M. guilliermondii CPA4 + + +
B. bruxellensis PL80 + + +

! Un resultado positivo (+) indica viraje hacia amarillo del medio especifico.

2 Un resultado positivo (+) indica deteccién de turbidez debido a la multiplicacién celular.

% Un resultado positivo (+) indica generacion de aroma similar a “caracter-Brett”; un resultado negativo (-) indica ausencia de
desviacion aromética; un resultado dudoso (+/-) indica generacion de aroma alterante distinto al “caracter-Brett”.
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La producciéon de concentraciones importantes de acido acético por especies de los géneros
Brettanomyces y Dekkera es bastante conocida, y de hecho constituye uno de los factores que las
caracterizan como levaduras alterantes del vino (Fleet 1993; Fugelsang y Edwards 2007), como ya se ha
comprobado, por ejemplo, en el caso de vinos tipo Jerez (Ibeas et al. 1996). En Brettanomyces, se ha
constatado una relacion directa entre la disponibilidad de oxigeno y la generacién de acido acético,
especialmente en las etapas de crianza en barricas, donde los niveles de oxigeno disponibles estan
correlacionados positivamente con su crecimiento y con un aumento en la produccidn de ese
compuesto (Ciani y Ferraro 1997). El conocido “caracter-Brett” en los vinos, ademas de los tipicos
compuestos derivados de la actividad de la cinamato-descarboxilasa y vinilfenol-reductasa en
Brettanomyces, también se acompafia por la formacion de acido acético u otros acidos carboxilicos
(Licker et al. 1998; Romano et al. 2008). El 4cido acético y especialmente sus ésteres provocan el
surgimiento del olor avinagrado en los vinos, y la generacidn de acido isovalérico puede estar asociada a
aromas rancios. Por lo tanto, segun nuestros resultados, la capacidad de generar acidos en medio
sintético demostrada por las cepas de las especies T. cantarellii, A. schoenii, T variabilis, C. ishiwadae y
M. guilliermondii, es un importante factor de riesgo para la calidad organoléptica de los vinos en
proceso de almacenamiento o crianza, y es por tanto necesario un manejo responsable en las practicas

enoldgicas y un correcto control microbiolégico.

Con respecto a la capacidad de las cepas T. cantarellii de generar aromas alterantes asociados al
“caracter-Brett”, en la TABLA IlI-11 se puede comprobar que tres de las 25 cepas estudiadas de esta
especie generaron esos olores de alteracién en el medio liquido sintético. Dos de esas cepas habian sido
aisladas de vinos, y la tercera se aislo del muestreo del aire de bodega en la nave de barricas pero es
importante sefialar que otras 15 cepas de esta especie generaron olores intensos, distintos del
denominado “caracter-Brett”, pero que alterarian las cualidades organolépticas de cualquier vino, y a
esta caracteristica hay que sumar el efecto acidogénico que presentaron gran parte de las cepas T.

cantarelli que se ha sefialado anteriormente.

En este punto hay que mencionar que se habia propuesto la utilizacién de cepas de la especie T.
cantarellii en procesos de inoculacién mixta o secuencial con S. cerevisiae con resultados organolépticos

positivos para vinos tintos de la variedad Syrah, especialmente con la idea de aumentar su contenido en
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glicerol (Toro y Vazquez 2002). En otro trabajo llevado a cabo en vinificaciones de vinos tintos por
Renouf et al. (2006), encontrararon poblaciones de levaduras de esta especie y demostraron que, a
diferencia de elaboraciones tradicionales, cuando empleaban procedimientos previos de maceracién en
frio, la poblacién de T. cantarellii llegaba a ser considerablemente superior al final de la fermentacion
maloldctica. Sin embargo, nuestros resultados indican que este microorganismo podria representar un
potencial factor de riesgo a la integridad organoléptica de los vinos, y esto se corrobora por otro trabajo
de Dias et al. (2003) en el que demostraron que algunas cepas de esta especie si son capaces de
producir 4-etilfenol a partir de acido p-cumarico, aunque en concentraciones bajas (< 0,3 mg/L). Estos
autores estudiaron dos cepas T. cantarellii que ademas de ser capaces de convertir acido p-cumarico en
4-vinilfenol — caracteristica comun también en otros microorganismos (Chatonnet et al. 1995) — también
poseian actividad vinilfenol-reductasa necesaria para la formacién de los etil-derivados (Oelofse et al.

2008).
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I 3.3. Comparacion molecular intra-especifica de levaduras no-Saccharomyces

A partir de los resultados de secuenciacién de los productos de PCR del gen del RNAr 26S, tal y
como se ha descrito en el apartado de MATERIALES Y METODOS, en las FIGURAS IIl-16 a |1I-17 se presentan los
resultados de los alineamientos intra-especificos de todos los aislados estudiados. Ademas, se presenta
también el respectivo dendrograma resultante del andlisis de agrupamiento por UPGMA (Unweighted
Pair Group Method with Arithmetic Mean), utilizando la secuencia del mismo gen disponible en

GenBank de S. cerevisiae Y-12632 como referencial externo.
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Figura Ill-16. Alineamiento de las secuencias de los amplicones del gen del RNAr 26S y dendrograma (UPGMA) para

los aislados de Candida ishiwadae
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60
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TN8.2b CTTTGTTGATACTGCCTATCTAGACCGAGGACTGCGTCTTTTGACTAGGATGCTGGCGTA 480
TN3.2b CTTIGTTGATACTGCCTATCTAGACCGAGGACTGCGTCTITTTGACTAGGATGCTGGCGTA 480
TN3.1la CTTTGTTGATACTGCCTATCTAGACCGAGGACTGCGTCTITTTGACTAGGATGCTGGCGTA 480
CPAl CTTTGTTGATACTGCCTATCTAGACCGAGGACTGCGTCTTTTGACTAGGATGCTGGCGTA 479
CPA2 CTTTGTTGATACTGCCTATCTAGACCGAGGACTGCGTCTTTTGACTAGGATGCTGGCGTA 478
KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak Ak kA Ak Ak kA kA kA kA kkk ok k
CP19 ATGATTAAAAGTCGC 495
CP23 ATGATTAAAAGTCGC 495
TN8.2d ATGATTAAAAGTCGC 495
TN8.2b ATGATTAAAAGTCGC 495
TN3.2b ATGATTAAAAGTCGC 495
TN3.1la ATGATTAAAAGTCGC 495
CPAl ATGATTAAAAGTCGC 494
CPA2 ATGATTAAAAGTCGC 493
Kdhkhkkhkkkhkhkkhkhkkkkkk*k
CP19
CP23
TN8.2d
TN8.2b
TN3.2b
TN3.1a
CPAl
CPA2
Saccharomyces cerevisiae Y-12632
Il Il Il Il Il Il Il ]
T T T T T T T 1
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Figura Ill-17. Alineamiento de las secuencias de los amplicones del gen del RNAr 26S y dendrograma (UPGMA) para

los aislados de Pichia mandshurica

PL551
’—{ PL552

PL553

PL551 GAGGAAAAGAAACCAACATGGGATTGCCCCAGTAGCGGCGAGTGAA-GCGGCAAG-AGCT
PL552 GAGGAAAAGAAACCAACATGGGATTGCCCCAGTAGCGGCGAGTGAA-GCGGCAAG-AGCT
PL553 GAGGAAAAGAAACCAACATTGGATTGCCCCAGTAGCGGCGAGTGAAAGCGGCAAGTAGCT
Kok kA KKk ok kA AR Kk k ok k Ak hok kA ARk kk kA Ak k ok ok kA kk ok ok kk Kk ok kkkkk Kk k*x
PL551 C-AG-ATTTGAAATCGTGTTTCGGCACGAGTTGTAGAGTGTAGGCGGGAGTCTCTGTGGA
PL552 C-AG-ATTTGAAATCGTGTTTCGGCACGAGTTGTAGAGTGTAGGCGGGAGTCTCTGTGGA
PL553 CCAGTATTTGAAATCGTGTTTCGGCACGAGTTGTAGAGTGTAGGCGGGAGTCTCTGTGGA
KKk koo ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK ok ok ok ok ok kK
PL551 GCGCGGTGTCCAAGTCCCTTGGAACAGGGTGCCTGAGAGGGTGAGAGCCCCGTAGGGTGC
PL552 GCGCGGTGTCCAAGTCCCTTGGAACAGGGTGCCTGAGAGGGTGAGAGCCCCGTAGGGTGC
PL553 GCGCGGTGTCCAAGTCCCTTGGAACAGGGTGCCTGAGAGGGTGAGAGCCCCGTAGGGTGC
ok kK K ok Kk ok kK Kk ok ok ok ok kK K ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok K ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok Kk
PL551 TGCGCGAAGCTTTTGAGGCCCTGCTGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCCAAGC
PL552 TGCGCGAAGCTTTTGAGGCCCTGCTGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCCAAGC
PL553 TGCGCGAAGCTTTTGAGGCCCTGCTGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCCAAGC
ok kK K ok Kk ok kK Kk ok ok ok ok Kk ok ok ok kK ok ok ok ok kK ok ok ok ok ok K ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok Kk
PL551 GGGTGGTAAATTCCATCTAAGGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACTG
PL552 GGGTGGTAAATTCCATCTAAGGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACTG
PL553 GGGTGGTAAATTCCATCTAAGGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACTG
ok kK K ok ok ok ok Kk K ok ok ok ok Kk K ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK ok ok ok ok kK ok ok ok ok ok kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK K
PL551 TGAAGGAAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGCACGTGAAATTGTTGAAA
PL552 TGAAGGAAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGCACGTGAAATTGTTGAAA
PL553 TGAAGGAAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGCACGTGAAATTGTTGAAA
ok kK ok ok ok kK K ok ok ok ok kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ko ok ok ok ok ok ok ok ok ok ko ok ok ok ok ok ko ok ok ok ok ok kK k
PL551 GGGAAGGGTATTGGGCTCGACATGGGGGGTGCGCACCGCTGTCTCTTGTAGGCGGCGCTC
PL552 GGGAAGGGTATTGGGCTCGACATGGGGGGTGCGCACCGCTGTCTCTTGTAGGCGGCGCTC
PL553 GGGAAGGGTATTGGGCTCGACATGGGGGGTGCGCACCGCTGTCTCTTGTAGGCGGCGCTC
Kk ok o ok kK Kk ok ok ok kK K ok ok ok ok kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK R ok ok ok ok kK R K
PL551 TGGGCGCCCTCTGGGCCAGCATCGGTTCCTGCTGCGGGAGAAGGGGCTCCGGAAAGTGGC
PL552 TGGGCGCCCTCTGGGCCAGCATCGGTTCCTGCTGCGGGAGAAGGGGCTCCGGAAAGTGGC
PL553 TGGGCGCCCTCTGGGCCAGCATCGGTTCCTGCTGCGGGAGAAGGGGCTCCGGAAAGTGGC
ok KK K ok Kk ok kK K ok ok ok ok ok K ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok Kk
PL551 TCTTCGGAGTGTTATAGCCGGGGCCAGATGCTGCGTGTGGGGACCGAGGACTGCGGCTTC
PL552 TCTTCGGAGTGTTATAGCCGGGGCCAGATGCTGCGTGTGGGGACCGAGGACTGCGGCTTC
PL553 TCTTCGGAGTGTTATAGCCGGGGCCAGATGCTGCGTGTGGGGACCGAGGACTGCGGCTTC
ok kK K ok ok ok ok Kk K ok ok ok ok Kk ok ok ok ok ok kK ok ok ok ok ok kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok K
PL551 TGTCTCGGATGCTG 550
PL552 TGTCTCGGATGCTG 550
PL553 TGTCTCGGATGCTG 554
ok kK Kk Kk ok kK ok Kk K
1 1 1 1 1 1 ]
1 1 1 1 1 1 1
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Figura Ill-18. Alineamiento de las secuencias de los amplicones del gen del RNAr 26S y dendrograma (UPGMA) para

los aislados de Trigonopsis variabilis

PL307 TACGGAGGAAAAGAAACCAATA-GGGATTGCCTTAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAGAG
PL309 - -GGAGGAAAAGAAACCAATTTGGGATTGCCTTAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAGAG
PL308 AGCGGAGGARAAGAAATCAATA-GGGATTGCCTTAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCARGAG
PL310 ~GCGGAGGAARAGARACTAACA-GGGATTGCCTTAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAGAG
Kk ok ok ok ok ok ok ok ok k ok ok ok * % hhkkhkkhkhkhkhkhhkhkhkhkkhkkhkkhkkhkhkhkhhhhkhkkhkkhkkhkkhkhkhhkhkhkkkk*k
PL307 CTCAAATTTGAAATCTGGCGTCTTTGGGCGTCCGAATTGTAATTTGTAGAGGTATCTTTG
PL309 CTCAAATTTGAAATCTGGCGTCTTTGGGCGTCCGAATTGTAATTTGTAGAGGTATCTTTG
PL308 CTCAAATTTGAAATCTGGCGTCTTTGGGCGTCCGAATTGTAATTTGTAGAGGTATCTTTG
PL310 CTCAAATTTGAAATCTGGCGTCTTTGGGCGTCCGAATTGTAATTTGTAGAGGTATCTTTG
hhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkkhkhkhkhkrhkhhkhkkhkkhkhkhkhkrhrhkhkhkhkkhkhhkhkhkhkrhhkhkhkkhkkhkkhkhkhhhkhkhkhkkhkkkkx*k
PL307 GAAACGGCCCTGGCATATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAACCCCGTAT
PL309 GAAACGGCCCTGGCATATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAACCCCGTAT
PL308 GAAACGGCCCTGGCATATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAACCCCGTAT
PL310 GAAACGGCCCTGGCATATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAACCCCGTAT
Ak khk kA Ak hkhkhhhhkhkhkhkhkhAhrhkhhhkhkhkhkhkhkhkhkhhhhkhkhkhkhkhkhkhrhhhhkkhkkhhkhkhkhrhhhhkhkk*x*x*
PL307 GTGGTTGGGTGTCCGTTTCTTTGTAAAGTGCCTTCGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGC
PL309 GTGGTTGGGTGTCCGTTTCTTTGTAAAGTGCCTTCGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGC
PL308 GTGGTTGGGTGTCCGTTTCTTTGTAAAGTGCCTTCGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGC
PL310 GTGGTTGGGTGTCCGTTTCTTTGTAAAGTGCCTTCGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGC
EE I I I e e e e e I I b e I b b b e e I I I I I b b i e e I I I I I b b b b e e I I I I b b b e e I e
PL307 AGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGA
PL309 AGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGA
PL308 AGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGA
PL310 AGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGA
Ak khk kA Ak hkhkhhhkhkhkhkhkhkhAhrhhhhkhkhkhkhkhhkhkhhhhkhkhkhkhkhAhkhkhhhhkkhkkhkhkhkhkhrhhhkhkhkkk*x*x*
PL307 ACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAA
PL309 ACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAA
PL308 ACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAA
PL310 ACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAA
BRI e e e b I I b b b e b e b b b b b b b b o b b e I I b e b b e e e e b b b b b b b b b e I I b b b b e
PL307 ATTGTTGAAAGGGAAGCGTTTAAAACCAGACACGGTTAAAAGATGATCATCGTCCCTCGT
PL309 ATTGTTGAAAGGGAAGCGTTTAAAACCAGACACGGTTAAAAGATGATCATCGTCCCTCGT
PL308 ATTGTTGAAAGGGAAGCGTTTAAAACCAGACACGGTTAAAAGATGATCATCGTCCCTCGT
PL310 ATTGTTGAAAGGGAAGCGTTTAAAACCAGACACGGTTAAAAGATGATCATCGTCCCTCGT
hhkkhkhk kA hkhkhhhkhkhkkhkhkhkhAhkhkhhhkhkkhkkhkhkhkhkhrhhhhkkhkkhkkhkhkhkhkrkhkhhkhkkhkkhkkhkhkhhhhhkhkhkkk*x*x*
PL307 GGGCTGTGCTATCGCTTTTTTCTGGCCAGCATCAGTTTGAGTGGTGGGATAAGAGCATTG
PL309 GGGCTGTGCTATCGCTTTTTTCTGGCCAGCATCAGTTTGAGTGGTGGGATAAGAGCATTG
PL308 GGGCTGTGCTATCGCTTTTTTCTGGCCAGCATCAGTTTGAGTGGTGGGATAAGAGCATTG
PL310 GGGCTGTGCTATCGCTTTTTTCTGGCCAGCATCAGTTTGAGTGGTGGGATAAGAGCATTG
BRI e e e I I b b b b e b e b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b 3
PL307 GAATGTAGCTCTTCGGAGTGTTATAGCCTTTGTTGATACCGCTACTTGGACTGAGGTTCT
PL309 GAATGTAGCTCTTCGGAGTGTTATAGCCTTTGTTGATACCGCTACTTGGACTGAGGTTCT
PL308 GAATGTAGCTCTTCGGAGTGTTATAGCCTTTGTTGATACCGCTACTTGGACTGAGGTTCT
PL310 GAATGTAGCTCTTCGGAGTGTTATAGCCTTTGTTGATACCGCTACTTGGACTGAGGTTCT
hhkkhkhk kA hkhkhkhhkkhkkhkkhkhkhkhkrhkhhhkkhkkhkkhkhkhkrrkhkhhkhkkhkkhkkhkhkhkrkhkhhhhkkhkhkkhkkhhkhkhkhkhkkhkkkxx
PL307 TCACTGAACGCTGGCGTAATGGTTTTAAGCGGCCG--—— 574
PL309 TCACTGAACGCTGGCGTAATGGTATTAAGCGGCC-———— 571
PL308 TCACTGAACGCTGGCGTAATGGTTTTAAGCGGCCCGTC— 577
PL310 TCACTGAACGCTGGCGTAATGGTTTTAAGCGGCCCGTCT 577
hhkkhkhkhkhkhhkhhkhkkhkkhkkhkhkhkhkhhhkhkkhkk Kk*k*kkhkkhkkkkxk
PL309
‘PLBlO
‘PL307
— PL308
1 1 1 1 ]
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Figura Ill-19. Alineamiento de las secuencias de los amplicones del gen del RNAr 26S y dendrograma (UPGMA) para

los aislados de Arthroascus schoenii

PL305
PL306

PL305
PL306

PL305
PL306

PL305
PL306

PL305
PL306

PL305
PL306

PL305
PL306

PL305
PL306

PL305
PL306

PL305
PL306

--—-—-GGAGGAAAAGAAACCAACAGGGGATTGCCTTAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAAA
TAGCGGAGGAAAAGAAACTAACAGGG-ATTGCCTTAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAAA

KAKKAKAKAAAAAA A A, KA hAhAhhkh KAAAAA A A A A A AR A A A A A A A A A A AR AR A AR A, KK

GCTCAAATTTGAAATCTAGTGCCTTTGGTACTCGAGTTGTAATTTGAAGAATTTTTCTCC
GCTCAAATTTGAAATCTAGTGCCTTTGGTACTCGAGTTGTAATTTGAAGAATTTTTCTCC

E R R R R R R

GAACAGTCCTTTATCTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGT
GAACAGTCCTTTATCTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGT

E R R R R R R

GATTTTGGATACTGTTCATTGTGAGATTTATTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAG
GATTTTGGATACTGTTCATTGTGAGATTTATTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAG

B R R R R R R R R R R R R I S

CTCTAAGTGGGTGGTAAGTTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAAC
CTCTAAGTGGGTGGTAAGTTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAAC

B R R R R R R R R R R R I S S S S

AAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTCTGAAGAGAGGGTGAAAAAGTACGTGAAAT
AAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTCTGAAGAGAGGGTGAAAAAGTACGTGAAAT

B R R R R R R R R R R I e I S I S S

TGCTGAAAGGGAAGGGCTTTAGGTCAGACTTGGTGTTTAATACTCAGTTCTCCTTGTGGG
TGCTGAAAGGGAAGGGCTTTAGGTCAGACTTGGTGTTTAATACTCAGTTCTCCTTGTGGG

B R R R R R R R R R R R R I S

AGCTGCTCTTGTTTTTCACTGGGCCAATATCAGTTTTGGCGGTAGAGCACCTCTGGAAAT
AGCTGCTCTTGTTTTTCACTGGGCCAATATCAGTTTTGGCGGTAGAGCACCTCTGGAAAT

R R R R R R R R R R R I S S S S

GTAGCTGCCTTCGGGTAGTGTTATAGTCTGGGGACGATCTACTGCTGGGACTGAGGTCTG
GTAGCTGCCTTCGGGTAGTGTTATAGTCTGGGGACGATCTACTGCTGGGACTGAGGTCTG

R R R R R R R R R R R R I S S S S

CGCATTTGCTAGGATATTGGCATAATGACCTTAAGCTGCCCG 578
CGCATTTGCTAGGATATTGGCATAATGAACTTAAGCCGCCCG 581

R R R R R S S R S S S S S
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En la FIGURA III-16 se muestran alineadas las secuencias de los 8 aislados C. ishiwadae y se observa
que 6 de estos aislados (CP19, CP23, TN8.2b, TN8.2d, TN3.1a y TN3.2b) presentaron la misma secuencia
consenso, mientras que los dos aislados del aire (CPA1 y CPA2) presentaron dos mutaciones (posiciones
70 y 73 de la FIGURA IlI-16), una deleccién (posicion 81), ademas de una deleccidon seguida de una
mutacién en CPA2, respectivamente en las posiciones 93 y 94, con respecto a los otros aislados, lo cual
indica que se trataban de dos cepas distintas que se encontraban en la bodega en el periodo de enero

de 2009.

Los tres aislados de la especie Pichia mandshurica identificados en esta tesis provenian de una
misma muestra de vino, y como se muestra en la FIGURA III-17, el alineamiento de las secuencias de los
amplicones correspondientes mostraron diferencias de 5 cambios de bases en la secuencia de PL553
con respecto a PL551 y PL552, lo cual indica que al menos se trataban de dos clones distintos de la
misma especie y que coexistian en la misma muestra de vino (muestra de vino PCA16 de la TABLA I1I-8)

en una poblacion mixta que ademas contenia levaduras de la especie T. cantarellii.

La muestra de vino PCA2 presentd una poblacion mixta muy variada que incluia levaduras
Saccharomyces de crecimiento rapido y levaduras de las especies T. variabilis y A. schoenii. En la FIGURA
[1I-18 y en la FIGURA 11I-19 se reflejan los alineamientos y dendrogramas obtenidos respectivamente para
T. variabilis y A. schoenii. En ambos casos los aislados presentaban una diferencia de 4 cambios de bases
entre las secuencias de los aislados de la misma especie. En el caso de los 4 aislados T. variabilis, como
puede verse en la FIGURA I1I-18, todos ellos difieren entre si en 1-4 cambios de bases, por lo que
corresponderian a 4 clones distintos de la misma especie que coexistian en el mismo vino. Los 2 aislados
A. schoenii también difieren entre si en 4 cambios de bases, por lo que corresponderian a dos clones
distintos que se encontraban coexistiendo en la poblacidon mixta de levaduras en el vino, que alcanzaba

unos recuentos totales de 3,2 10> UFC/mL (TABLA 111-8).
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I 3.4. Caracterizacion genotipica y fenotipica de la levadura T. cantarellii

Tras el analisis microbioldgico, reflejado anteriormente en la TABLA III-8, y reaislamiento de
colonias, se llevd a cabo la identificacion a nivel molecular de los aislados, y la comparacién de las
secuencias obtenidas de la especie Trigonopsis cantarellii permitié poner a punto un método especifico

para la identificacion por PCR de esta especie de levaduras.

3.4.1. PCR convencional especifica para identificacion de la levadura vinica

Trigonopsis cantarellii

Los resultados obtenidos a partir de la secuenciacién del producto de PCR del gen del RNAr 26S
fueron analizados y se seleccionaron 24 secuencias para el disefio de primers especificos. Los primers se
eligieron de un tamafio de 20 bases cada uno; a continuacion se presentan sus secuencias y los nombres

asignados:

Secuencia forward (CAN-F): 5’-CGG TCC TTG CAT ATG TTC CT-3’ (Tm = 60,0 °C)

Secuencia reverse (CAN-92): 5’-GGT AGC TGA TCA CCG AAA GC-3’ (Tm =59,8 °C)

La FIGURA III-20 ilustra el alineamiento de las secuencias de los amplicones de los 24 aislados de la
especie T. cantarellii seleccionadas asi como la localizacién de CAN-F y CAN-92 en el fragmento de 290
pares de bases. Tras probar diferentes temperaturas de hibridacién, se adopto el siguiente protocolo de

amplificacidn para la identificacidn especifica de T. cantarellii:

desnaturalizacidn inicial a 95 °C (5 minutos)
desnaturalizacion a 95 °C (1 minuto)

hibridacién a 67,5 °C (1 minuto) 35 ciclos
extension a 72 °C (45 segundos)

extension final a 72 °C (5 minutos)
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RESULTADOS Y DISCUSION

localizacion de los primers CAN-F/CAN-92

PAl4f
PA42a
PAl1ld
PA23a
PL109
PAl4d
PL259
PL561
PL253
PL251
PL558
PL204
PL198
PL560
PL186
PEV10a
PLI1
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PL556
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PAl4c

PAl4f
PA42a
PAl1d
PA23a
PL109
PAl4d
PL259
PL561
PL253
PL251
PL558
PL204
PL198
PL560
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PEV10a
PLO1
PL557
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PAl4c

PAl4f
PA42a
PAlld
PA23a
PL109
PAl4d
PL259
PL561
PL253
PL251
PL558
PL204
PL198
PL560
PL186
PEV10a
PLO1

CAN-F

N

ATTTGTAGAGGTAACTTTGGAGGCGGTCCTTGCATATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATA
ATTTGTAGAGGTAACTTTGGAGGCGGTCCTTGCATATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATA
ATTTGTAGAGGTAACTTTGGAGGCGGTCCTTGCATATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATA
ATTTGTAGAGGTAACTTTGGAGGCGGTCCTTGCATATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATA
ATTTGTAGAGGTAACTTTGGAGGCGGTCCTTGCATATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATA
ATTTGTAGAGGTAACTTTGGAGGCGGTCCTTGCATATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATA
ATTTGTAGAGGTAACTTTGGAGGCGGTCCTTGCATATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATA
ATTTGTAGAGGTAACTTTGGAGGCGGTCCTTGCATATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATA
ATTTGTAGAGGTAACTTTGGAGGCGGTCCTTGCATATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATA
ATTTGTAGAGGTAACTTTGGAGGCGGTCCTTGCATATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATA
ATTTGTAGAGGTAACTTTGGAGGCGGTCCTTGCATATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATA
ATTTGTAGAGGTAACTTTGGAGGCGGTCCTTGCATATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATA
ATTTGTAGAGGTAACTTTGGAGGCGGTCCTTGCATATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATA
ATTTGTAGAGGTAACTTTGGAGGCGGTCCTTGCATATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATA
ATTTGTAGAGGTAACTTTGGAGGCGGTCCTTGCATATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATA
ATTTGTAGAGGTAACTTTGGAGGCGGTCCTTGCATATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATA
ATTTGTAGAGGTAACTTTGGAGGCGGTCCTTGCATATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATA
ATTTGTAGAGGTAACTTTGGAGGCGGTCCTTGCATATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATA
ATTTGTAGAGGTAACTTTGGAGGCGGTCCTTGCATATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATA
ATT-GTAGAGGTAACTTTGGAGGCGGTCCTTGCATATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATA
ATT-GTAGAGGTAACTTTGGAGGCGGTCCTTGCATATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATA
ATTTGTAGAGGTAACTTTGGAGGCGGTCCTTGCATATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATA
ATTTGTAGAGGTAACTTTGGAGGCGGTCCTTGCATATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATA
ATTTGTAGAGGTAACTTTGGAGGCGGTCCTTGCATATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATA

KA A A A A A A A A A A A A A A Ak A Ak Ak Ak Ak kA kA Ak kA kA kA Ak Ak kA Ak kA kA Ak k ok ko k %

GAGGGTGAGAATCCCGTACGTGGTGGGGTGCCCGTCTCCTTGTAAAGTGCCTTCGACGAG
GAGGGTGAGAATCCCGTACGTGGTGGGGTGCCCGTCTCCTTGTAAAGTGCCTTCGACGAG
GAGGGTGAGAATCCCGTACGTGGTGGGGTGCCCGTCTCCTTGTAAAGTGCCTTCGACGAG
GAGGGTGAGAATCCCGTACGTGGTGGGGTGCCCGTCTCCTTGTAAAGTGCCTTCGACGAG
GAGGGTGAGAATCCCGTACGTGGTGGGGTGCCCGTCTCCTTGTAAAGTGCCTTCGACGAG
GAGGGTGAGAATCCCGTACGTGGTGGGGTGCCCGTCTCCTTGTAAAGTGCCTTCGACGAG
GAGGGTGAGAATCCCGTACGTGGTGGGGTGCCCGTCTCCTTGTAAAGTGCCTTCGACGAG
GAGGGTGAGAATCCCGTACGTGGTGGGGTGCCCGTCTCCTTGTAAAGTGCCTTCGACGAG
GAGGGTGAGAATCCCGTACGTGGTGGGGTGCCCGTCTCCTTGTAAAGTGCCTTCGACGAG
GAGGGTGAGAATCCCGTACGTGGTGGGGTGCCCGTCTCCTTGTAAAGTGCCTTCGACGAG
GAGGGTGAGAATCCCGTACGTGGTGGGGTGCCCGTCTCCTTGTAAAGTGCCTTCGACGAG
GAGGGTGAGAATCCCGTACGTGGTGGGGTGCCCGTCTCCTTGTAAAGTGCCTTCGACGAG
GAGGGTGAGAATCCCGTACGTGGTGGGGTGCCCGTCTCCTTGTAAAGTGCCTTCGACGAG
GAGGGTGAGAATCCCGTACGTGGTGGGGTGCCCGTCTCCTTGTAAAGTGCCTTCGACGAG
GAGGGTGAGAATCCCGTACGTGGTGGGGTGCCCGTCTCCTTGTAAAGTGCCTTCGACGAG
GAGGGTGAGAATCCCGTACGTGGTGGGGTGCCCGTCTCCTTGTAAAGTGCCTTCGACGAG
GAGGGTGAGAATCCCGTACGTGGTGGGGTGCCCGTCTCCTTGTAAAGTGCCTTCGACGAG
GAGGGTGAGAATCCCGTACGTGGTGGGGTGCCCGTCTCCTTGTAAAGTGCCTTCGACGAG
GAGGGTGAGAATCCCGTACGTGGTGGGGTGCCCGTCTCCTTGTAAAGTGCCTTCGACGAG
GAGGGTGAGAATCCCGTACGTGGTGGGGTGCCCGTCTCCTTGTAAAGTGCCTTCGACGAG
GAGGGTGAGAATCCCGTACGTGGTGGGGTGCCCGTCTCCTTGTAAAGTGCCTTCGACGAG
GAGGGTGAGAATCCCGTACGTGGTGGGGTGCCCGTCTCCTTGTAAAGTGCCTTCGACGAG
GAGGGTGAGAATCCCGTACGTGGTGGGGTGCCCGTCTCCTTGTAAAGTGCCTTCGACGAG
GAGGGTGAGAATCCCGTACGTGGTGGGGTGCCCGTCTCCTTGTAAAGTGCCTTCGACGAG

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak Ak Ak kA kA Ak Ak Ak Ak kA k ok ok kK&

TCGAGTTGTTTGGGAATGCAACTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATC
TCGAGTTGTTTGGGAATGCAACTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATC
TCGAGTTGTTTGGGAATGCAACTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATC
TCGAGTTGTTTGGGAATGCAACTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATC
TCGAGTTGTTTGGGAATGCAACTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATC
TCGAGTTGTTTGGGAATGCAACTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATC
TCGAGTTGTTTGGGAATGCAACTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATC
TCGAGTTGTTTGGGAATGCAACTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATC
TCGAGTTGTTTGGGAATGCAACTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATC
TCGAGTTGTTTGGGAATGCAACTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATC
TCGAGTTGTTTGGGAATGCAACTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATC
TCGAGTTGTTTGGGAATGCAACTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATC
TCGAGTTGTTTGGGAATGCAACTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATC
TCGAGTTGTTTGGGAATGCAACTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATC
TCGAGTTGTTTGGGAATGCAACTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATC
TCGAGTTGTTTGGGAATGCAACTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATC
TCGAGTTGTTTGGGAATGCAACTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATC

170
169
171
lel
178
171
160
158
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176
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157
157
160
176
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159
159
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161
160

230
229
231
221
238
231
220
218
204
208
236
188
189
217
217
220
236
222
222
219
219
223
221
220

290
289
291
281
298
291
280
278
264
268
296
248
249
277
277
280
296
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PL557
PL555
PL559
PL562
PL556
PL554
PAl4c

PAl4f
PA42a
PAl1ld
PA23a
PL109
PAl4d
PL259
PL561
PL253
PL251
PL558
PL204
PL198
PL560
PL186
PEV10a
PL91
PL557
PL555
PL559
PL562
PL556
PL554
PAl4c

PAl4f
PA42a
PAl1ld
PA23a
PL109
PAl4d
PL259
PL561
PL253
PL251
PL558
PL204
PL198
PL560
PL186
PEV10a
PLI1
PL557
PL555
PL559
PL562
PL556
PL554
PAl4c

PAl4f
PA42a
PAlld
PA23a
PL109
PAl4d
PL259
PL561
PL253
PL251
PL558
PL204
PL198
PL560
PL186
PEV10a

TCGAGTTGTTTGGGAATGCAACTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATC
TCGAGTTGTTTGGGAATGCAACTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATC
TCGAGTTGTTTGGGAATGCAACTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATC
TCGAGTTGTTTGGGAATGCAACTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATC
TCGAGTTGTTTGGGAATGCAACTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATC
TCGAGTTGTTTGGGAATGCAACTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATC
TCGAGTTGTTTGGGAATGCAACTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATC

ER R R R R R

AGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGA
AGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGA
AGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGA
AGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGA
AGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGA
AGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGA
AGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGA
AGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGA
AGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGA
AGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGA
AGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGA
AGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGA
AGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGA
AGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGA
AGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGA
AGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGA
AGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGA
AGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGA
AGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGA
AGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGA
AGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGA
AGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGA
AGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGA
AGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGA
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GAGTGAAACAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCCTTTGAGATCAGACATGGCTTTCG
GAGTGAAACAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCCTTTGAGATCAGACATGGCTTTCG
GAGTGAAACAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCCTTTGAGATCAGACATGGCTTTCG
GAGTGAAACAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCCTTTGAGATCAGACATGGCTTTCG
GAGTGAAACAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCCTTTGAGATCAGACATGGCTTTCG
GAGTGAAACAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCCTTTGAGATCAGACATGGCTTTCG
GAGTGAAACAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCCTTTGAGATCAGACATGGCTTTCG
GAGTGAAACAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCCTTTGAGATCAGACATGGCTTTCG
GAGTGAAACAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCCTTTGAGATCAGACATGGCTTTCG
GAGTGAAACAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCCTTTGAGATCAGACATGGCTTTCG
GAGTGAAACAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCCTTTGAGATCAGACATGGCTTTCG
GAGTGAAACAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCCTTTGAGATCAGACATGGCTTTCG
GAGTGAAACAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCCTTTGAGATCAGACATGGCTTTCG
GAGTGAAACAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCCTTTGAGATCAGACATGGCTTTCG
GAGTGAAACAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCCTTTGAGATCAGACATGGCTTTCG
GAGTGAAACAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCCTTTGAGATCAGACATGGCTTTCG
GAGTGAAACAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCCTTTGAGATCAGACATGGCTTTCG
GAGTGAAACAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCCTTTGAGATCAGACATGGCTTTCG
GAGTGAAACAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCCTTTGAGATCAGACATGGCTTTCG
GAGTGAAACAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCCTTTGAGATCAGACATGGCTTTCG
GAGTGAAACAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCCTTTGAGATCAGACATGGCTTTCG
GAGTGAAACAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCCTTTGAGATCAGACATGGCTTTCG
GAGTGAAACAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCCTTTGAGATCAGACATGGCTTTCG
GAGTGAAACAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCCTTTGAGATCAGACATGGCTTTCG
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GTGATCAGCTACCCTTCGTGGGTGGTGCACTCGCCGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGG
GTGATCAGCTACCCTTCGTGGGTGGTGCACTCGCCGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGG
GTGATCAGCTACCCTTCGTGGGTGGTGCACTCGCCGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGG
GTGATCAGCTACCCTTCGTGGGTGGTGCACTCGCCGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGG
GTGATCAGCTACCCTTCGTGGGTGGTGCACTCGCCGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGG
GTGATCAGCTACCCTTCGTGGGTGGTGCACTCGCCGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGG
GTGATCAGCTACCCTTCGTGGGTGGTGCACTCGCCGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGG
GTGATCAGCTACCCTTCGTGGGTGGTGCACTCGCCGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGG
GTGATCAGCTACCCTTCGTGGGTGGTGCACTCGCCGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGG
GTGATCAGCTACCCTTCGTGGGTGGTGCACTCGCCGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGG
GTGATCAGCTACCCTTCGTGGGTGGTGCACTCGCCGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGG
GTGATCAGCTACCCTTCGTGGGTGGTGCACTCGCCGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGG
GTGATCAGCTACCCTTCGTGGGTGGTGCACTCGCCGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGG
GTGATCAGCTACCCTTCGTGGGTGGTGCACTCGCCGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGG
GTGATCAGCTACCCTTCGTGGGTGGTGCACTCGCCGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGG
GTGATCAGCTACCCTTCGTGGGTGGTGCACTCGCCGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGG
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410
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411
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398
384
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402
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401
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444
448
476
428
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PLO1 GTGATCAGCTACCCTTCGTGGGTGGTGCACTCGCCGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGG 476
PL557 GTGATCAGCTACCCTTCGTGGGTGGTGCACTCGCCGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGG 462
PL555 GTGATCAGCTACCCTTCGTGGGTGGTGCACTCGCCGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGG 462
PL559 GTGATCAGCTACCCTTCGTGGGTGGTGCACTCGCCGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGG 459
PL562 GTGATCAGCTACCCTTCGTGGGTGGTGCACTCGCCGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGG 459
PL556 GTGATCAGCTACCCTTCGTGGGTGGTGCACTCGCCGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGG 463
PL554 GTGATCAGCTACCCTTCGTGGGTGGTGCACTCGCCGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGG 461
PAl4c GTGATCAGCTACCCTTCGTGGGTGGTGCACTCGCCGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGG 460
CAN-92

La especificidad de la reaccidn de PCR fue contrastada frente a 15 especies distintas de levaduras
vinicas y 16 aislados previamente identificados como T. cantarellii en este trabajo. La FIGURA IlI-21
muestra el resultado en gel de agarosa de los productos obtenidos en la reaccién frente a 15 especies de
levaduras vinicas (TABLA 1I-2). En ninguno de los casos hubo produccion de banda de amplificacion,
mientras que los controles positivos presentaron bandas bien definidas con 290 pares de bases. Para
comprobar la especificidad de la PCR especifica, se ha llevado a cabo también una comparacién con la
especie mas proxima filogenéticamente de T. cantarellii (Kurtzman 2007), la levadura T. variabilis,
utilizandose 4 cepas aisladas en este trabajo y una cepa-tipo de referencia. Como se puede ver en la

Figura IlI-22, en todas las cepas de T. variabilis no se detectaron bandas de amplificacién.

En la FIGURA IlI-21 se presenta el resultado en gel de agarosa de los productos obtenidos en la

reaccion frente a 16 aislados de T. cantarellii recogidos en la TABLA II-2.
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Figura 111-21. Fotografia del gel de agarosa y bromuro de etidio con las amplificaciones obtenidas
mediante PCR convencional especifica para T. cantarellii de cepas de levaduras vinicas

12 3 4 5.6 7 8 9 10111213 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

(1) Saccharomyces bayanus CECT-11035, (2) Saccharomyces ellipsoideus CECT1887, (3) Saccharomyces cerevisiae
CECT-1678, (4) Meyerozyma guilliermondii CPA-4, (5) Nakazawaea holstii PEV45c, (6) Pichia mandshurica PL551,
(7) Hanseniaspora uvarum CECT-12946, (8) Candida ishiwadae CP23, (9) Wickerhamomyces anomalus CECT-
12765, (10) Metschnikowia pulcherrima CECT-12825, (11) Kluyveromyces dobzhanskii CECT-1952, (13)
Schizosaccharomyces pombe C198, (14) Zygoascus hellenicus CECT-11163, (15) Zygosaccharomyces veronae
CECT-1679, (16) Pichia membranifacies CECT-1115, (12, 17, 18) controles positivos T. cantarellii, (19) B.
bruxellensis BY24, (20) B. bruxellensis CECT-1009, (21 — 23) controles negativos, (24) marcador A-Hind IlI.

Figura 1ll-22. Fotografia del gel de agarosa y bromuro de etidio con las
amplificaciones obtenidas mediante PCR convencional especifica para T. cantarellii
de cepas de T. variabilis

(1) T. variabilis PL307, (2) T. variablis PL308, (3) T. variabilis PL309, (4) T. variabilis PL310, (5)
T. variabilis CECT-1933, (6 - 7) controles positivos T. cantarellii, (8 - 10) controles negativos,
(11) marcador A-Hind I11.
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Figura 111-23. Fotografia del gel de agarosa y bromuro de etidio con las amplificaciones obtenidas
mediante PCR convencional especifica para T. cantarellii

(o) I B RS i e T I B B (e

bl

b 2322

2027

(1—16) Cepas de T. cantarellii, (17) marcador A-Hind Il1.

Muchos de los métodos tradicionales propuestos para deteccion de levaduras relacionadas con los
procesos de produccion del vino se basan en el cultivo en medios sélidos selectivos y son los mas
comunmente utilizados en bodegas. Como ya se ha visto en el apartado 1.3 (RESULTADOS Y DISCUSION,
CapPiTULO 1) el método de cultivo es dependiente de las caracteristicas fisiologicas de los
microorganismos y de su capacidad en crecer en esas condiciones, y en nuestro caso (TABLA IlI-2)
aparecieron hasta un 31,8 % de falsos negativos y 4,9 % de falsos positivos. Otro punto que puede llevar
a conclusiones equivocas, especialmente en el caso de las levaduras contaminantes Brettanomyces y T.
cantarellii es que presentan un crecimiento lento y la estimacion de su presencia puede verse
subestimada si no se respetan los dias de incubacidn necesarios para realizar los recuentos de colonias.
Por esta razdn, la puesta a punto de este método rapido de deteccion por PCR permite por un lado la
clasificacion taxondmica rapida y eficaz de aislados de la especie T. cantarellii, y por otro lado, el
diagnéstico de la presencia de esta levadura que podria ser potencialmente alterante de los vinos como
se ha visto en un aparado anterior.

Previamente a este estudio, Renouf et al. (2006) propusieron un perfil de identificacion por PCR-

DGGE basado en el protocolo de Cocolin et al. (2000) y que, entre otras especies de levaduras, también
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incluia T. cantarellii. Sin embargo, el método de andlisis por PCR disefiado en este trabajo permite la

identificacion especifica rapida de T. cantarellii, conlleva un nimero menor de etapas de analisis ya que

se evita la electroforesis, y constituye una herramienta muy Util para la deteccidn e identificacién de esa

levadura.

3.4.2. Caracterizacion de aislados de la especie Trigonopsis cantarellii

El alineamiento de las secuencias obtenidas para los 41 aislados de Trigonopsis cantarelli

jestudiados se muestran en la FIGURA IlI-24, en la cual es posible distinguir diferencias, aunque es

importante subrayar que el estudio de una Unica secuencia génica no nos permite determinar

definitivamente el numero de clones distintos dentro de la misma especie.

Figura Ill-24. Alineamiento de las secuencias del amplicon del gen del RNAr 26S y dendrograma (UPGMA) para los

aislados de Trigonopsis cantarellii.
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AATTCCATCTAAAGCTAAATATCAGCGAGAGACCGATAGCG-AACAAGTACAGTGATGGA
AATTCCATCTAAAGCTAAATATCAGCGAGAGACCGATAGCG-AACAAGTACAGTGATGGA
AATTCCATCTAAAGCTAAATATCAGCGAGAGACCGATAGCG-AACAAGTACAGTGATGGA
AATTCCATCTAAAGCTAAATATCAGCGAGAGACCGATAGCG-AACAAGTACAGTGATGGA
AATTCCATCTAAAGCTAAATATCAGCGAGAGACCGATAGCG-AACAAGTACAGTGATGGA
AATTCCATCTAAAGCTAAATATCACCAAGAGACCGATAGCG-AACAAGTACAGTGATGGA
AATTCCATCTAAAGCTAAATATCAGCGAGAGACCGATAGCG-AACAAGTACAGTGATGGA
AATTCCATCTAAAGCTAAATATCAGCGAGAGACCGATAGCG-AACAAGTACAGTGATGGA
AATTCCATCTAAAGCTAAATATCAGCGAGAGACCGATAGCG-AACAAGTACAGTGATGGA
AATTCCATCTAAAGCTAAATATCAGCGAGAGACCGATAGCG-AACAAGTACAGTGATGGA
AATTCCATCTAAAGCTAAATATCAGCGAGAGACCGATAGCG-AACAAGTACAGTGATGGA
AATTCCATCTAAAGCTAAATATCAGCGAGAGACCGATAGCG-AACAAGTACAGTGATGGA
AATTCCATCTAAAGCTAAATATCAGCGAGAGACCGATAGCG-AACAAGTACAGTGATGGA
AATTCCATCTAAAGCTAAATATCAGCGAGAGACCGATAGCG-AACAAGTACAGTGATGGA
AATTCCATCTAAAGCTAAATATCAGCGAGAGACCGATAGCG-AACAAGTACAGTGATGGA
AATTCCATCTAAAGCTAAATATCAGCGAGAGACCGATAGCG-AACAAGTACAGTGATGGA
ACTCTCTTTTCAAAGT---TCTTTTCATCTTTCCATCACTGTA-CTTGTTCGCTATCGGT
AACC-CGGCCCGAACT---TTTCCGCAGCTTACCAGATATGCAACTTGTTCGCTATCGGT

* * % * *x % **x ok * * %

AA---GATGAAAAG-AACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGTACGTGAAATTG--TTGAAAG
AA---GATGAAAAG-AACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGTACGTGAAATTG--TTGAAAG
AA---GATGAAAAG-AACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGTACGTGAAATTG--TTGAAAG
AA---GATGAAAAG-AACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGTACGTGAAATTG--TTGAAAG
AA---GATGAAAAG-AACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGTACGTGAAATTG--TTGAAAG
AA---GATGAAAAG-AACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGTACGTGAAATTG--TTGAAAG
AA---GATGAAAAG-AACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGTACGTGAAATTG--TTGAAAG
AA---GATGAAAAG-AACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGTACGTGAAATTG--TTGAAAG
AA---GATGAAAAG-AACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGTACGTGAAATTG--TTGAAAG
AA---GATGAAAAG-AACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGTACGTGAAATTG--TTGAAAG
AA---GATGAAAAG-AACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGTACGTGAAATTG--TTGAAAG
AA---GATGAAAAG-AACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGTACGTGAAATTG--TTGAAAG
AA---GATGAAAAG-AACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGTACGTGAAATTG--TTGAAAG
AA---GATGAAAAG-AACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGTACGTGAAATTG--TTGAAAG
AA---GATGAAAAG-AACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGTACGTGAAATTG--TTGAAAG
AA---GATGAAAAG-AACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGTACGTGAAATTG--TTGAAAG
AA---GATGAAAAG-AACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGTACGTGAAATTG--TTGAAAG
AA---GATGAAAAG-AACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGTACGTGAAATTG--TTGAAAG
AA---GATGAAAAG-AACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGTACGTGAAATTG--TTGAAAG
AA---GATGAAAAG-AACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGTACGTGAAATTG--TTGAAAG
AA---GATGAAAAG-AACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGTACGTGAAATTG--TTGAAAG
AA---GATGAAAAG-AACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGTACGTGAAATTG--TTGAAAG
AA---GATGAAAAG-AACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGTACGTGAAATTG--TTGAAAG
AA---GATGAAAAG-AACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGTACGTGAAATTG--TTGAAAG
AA---GATGAAAAG-AACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGTACGTGAAATTG--TTGAAAG
AA---GATGAAAAG-AACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGTACGTGAAATTG--TTGAAAG
AA---GATGAAAAG-AACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGTACGTGAAATTG--TTGAAAG
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PL559 AA---GATGAAAAG-AACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGTACGTGARATTG--TTGAAAG
TN4f.c AA-——-GATGAAAAG-AACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGTACGTGAAATTG--TTGAAAG
PL259 AA-——-GATGAAAAG-AACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGTACGTGARATTG--TTGAAAG
PL562 AA---GATGAAAAG-AACTTTGAAAAGAGAGTGARACAGTACGTGARATTG--TTGAAAG
PL556 AA---GATGAAAAG-AACTTTGAAAAGAGAGTGARACAGTACGTGARATTG--TTGAAAG
PL557 AA-——-GATGAAAAG-AACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGTACGTGAAATTG--TTGAAAG
CPA3 AA-——-GATGAAAAG-AACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTG--TTGAAAG
PL554 AA---GATGAAAAG-AACTTTGAAAAGAGAGTGARACAGTACGTGARATTG--TTGAAAG
PL91 AA---GATGAAAAG-AACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGTACGTGARATTG--TTGAAAG
PL66 AA-——-GATGAAAAG-AACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGTACGTGAAATTG--TTGAAAG
PL109 AA-——-GATGAAAAG-AACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGTACGTGAAATTG--TTGAAAG
PL85 AA---GATGAAAAG-AACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGTACGTGARATTG--TTGAAAG
PL237 CTCTCGCTGATATTTAGCTTTAGATGGAATTTACCACC-CACTTAGAGTTGCATTCCCAA
PL312 CTCTCGCTGATATTTAGCTTTAGATGGAATTTACCACC-CACTTAGAGTTGCATTCCCAA
* kK *x * * kK kK * * % * * **  * * kK k * % *
PAl4d GGAAGCCTTTGAG--ATCAGACATGGCTTTC--GGTGATCAGCTACCCTTCGTGGGTGGT
PL235 GGAAGCCTTTGAG--ATCAGACATGGCTTTC--GGTGATCAGCTACCCTTCGTGGGTGGT
TN2.1d GGAAGCCTTTGAG--ATCAGACATGGCTTTC--GGTGATCAGCTACCCTTCGTGGGTGGT
PL571 GGAAGCCTTTGAG--ATCAGACATGGCTTTC--GGTGATCAGCTACCCTTCGTGGGTGGT
TN6F.c GGAAGCCTTTGAG--ATCAGACATGGCTTTC--GGTGATCAGCTACCCTTCGTGGGTGGT
PL311 GGAAGCCTTTGAG--ATCAGACATGGCTTTC--GGTGATCAGCTACCCTTCGTGGGTGGT
PAldc GGAAGCCTTTGAG--ATCAGACATGGCTTTC--GGTGATCAGCTACCCTTCGTGGGTGGT
PL203 GGAAGCCTTTGAG--ATCAGACATGGCTTTC--GGTGATCAGCTACCCTTCGTGGGTGGT
PA42a GGAAGCCTTTGAG--ATCAGACATGGCTTTC--GGTGATCAGCTACCCTTCGTGGGTGGT
PA14f GGAAGCCTTTGAG--ATCAGACATGGCTTTC--GGTGATCAGCTACCCTTCGTGGGTGGT
PAlld GGAAGCCTTTGAG--ATCAGACATGGCTTTC--GGTGATCAGCTACCCTTCGTGGGTGGT
PA23a GGAAGCCTTTGAG--ATCAGACATGGCTTTC--GGTGATCAGCTACCCTTCGTGGGTGGT
PL253 GGAAGCCTTTGAG--ATCAGACATGGCTTTC--GGTGATCAGCTACCCTTCGTGGGTGGT
PA20a GGAAGCCTTTGAG--ATCAGACATGGCTTTC--GGTGATCAGCTACCCTTCGTGGGTGGT
PL560 GGAAGCCTTTGAG--ATCAGACATGGCTTTC--GGTGATCAGCTACCCTTCGTGGGTGGT
PL198 GGAAGCCTTTGAG--ATCAGACATGGCTTTC--GGTGATCAGCTACCCTTCGTGGGTGGT
PL558 GGAAGCCTTTGAG--ATCAGACATGGCTTTC--GGTGATCAGCTACCCTTCGTGGGTGGT
PL347 GGAAGCCTTTGAG--ATCAGACATGGCTTTC--GGTGATCAGCTACCCTTCGTGGGTGGT
PL336 GGAAGCCTTTGAG--ATCAGACATGGCTTTC--GGTGATCAGCTACCCTTCGTGGGTGGT
PL555 GGAAGCCTTTGAG--ATCAGACATGGCTTTC--GGTGATCAGCTACCCTTCGTGGGTGGT
PL186 GGAAGCCTTTGAG--ATCAGACATGGCTTTC--GGTGATCAGCTACCCTTCGTGGGTGGT
TN2-2¢ GGAAGCCTTTGAG--ATCAGACATGGCTTTC--GGTGATCAGCTACCCTTCGTGGGTGGT
PL561 GGAAGCCTTTGAG--ATCAGACATGGCTTTC--GGTGATCAGCTACCCTTCGTGGGTGGT
PL342 GGAAGCCTTTGAG--ATCAGACATGGCTTTC--GGTGATCAGCTACCCTTCGTGGGTGGT
PL582 GGAAGCCTTTGAG--ATCAGACATGGCTTTC--GGTGATCAGCTACCCTTCGTGGGTGGT
PL251 GGAAGCCTTTGAG--ATCAGACATGGCTTTC--GGTGATCAGCTACCCTTCGTGGGTGGT
PEV10a GGAAGCCTTTGAG--ATCAGACATGGCTTTC--GGTGATCAGCTACCCTTCGTGGGTGGT
PL559 GGAAGCCTTTGAG--ATCAGACATGGCTTTC--GGTGATCAGCTACCCTTCGTGGGTGGT
TN4f.c GGAAGCCTTTGAG--ATCAGACATGGCTTTC--GGTGATCAGCTACCCTTCGTGGGTGGT
PL259 GGAAGCCTTTGAG--ATCAGACATGGCTTTC--GGTGATCAGCTACCCTTCGTGGGTGGT
PL562 GGAAGCCTTTGAG--ATCAGACATGGCTTTC--GGTGATCAGCTACCCTTCGTGGGTGGT
PL556 GGAAGCCTTTGAG--ATCAGACATGGCTTTC--GGTGATCAGCTACCCTTCGTGGGTGGT
PL557 GGAAGCCTTTGAG--ATCAGACATGGCTTTC--GGTGATCAGCTACCCTTCGTGGGTGGT
CPA3 GGAAGCCTTTGAG--ATCAGACATGGCTTTC--GGTGATCAGCTATCCTTC-TGGGTGGT
PL554 GGAAGCCTTTGAG--ATCAGACATGGCTTTC--GGTGATCAGCTACCCTTCGTGGGTGGT
PL91 GGAAGCCTTTGAG--ATCAGACATGGCTTTC--GGTGATCAGCTACCCTTCGTGGGTGGT
PL66 GGAAGCCTTTGAT--ATCATACATGGCTTTC--GGCGATCAACTACCCATCGTG-——— -~
PL109 GGAAGCCTTTGAG--ATCAGACATGGCTTTC--GGTGATCAGCTACCCTTCGTGGGTGGT
PL85 GGAAGCCTTTGAG--ATCAGACATGGCTTTC--GGTGATCAGCTACCCTTCGTGGGTGGT
PL237 ACAA---CTCGACTCGTCGAAGGCACTTTACAAGGAGACGGGCACCCCACCACGTACGGG
PL312 ACAA---CTCGACTCGTCGAAGGCACTTTACAAGGAGACGGGCACCCCACCACGTACGGG
* * * kK * * * * kK Kk kK * * * * *
PAl4d GCACTCGCCGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGGATGGTGGGATAAA-AGC-ATTGG--A
PL235 GCACTCGCCGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGGATGGTGGGATAAA-AGC-ATTGG--A
TN2.1d GCACTCGCCGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGGATGGTGGGATARA-AGC-ATTGG--A
PL571 GCACTCGCAGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGGATGGTGGGATAAA-AGC-ATTGG--A
TN6f.c GCACTCGCCGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGGATGGTGGGATAAA-AGC-ATTGG--A
PL311 GCACTCGCCGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGGATGGTGGGATARA-AGC-ATTGG--A
PAldc GCACTCGCCGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGGATGGTGGGATAAA-AGC-ATTGG--A
PL203 GCACTCGCCGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGGATGGTGGGATARA-AGC-ATTGG--A
PA42a GCACTCGCCGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGGATGGTGGGATARA-AGC-ATTGG--A
PA14f GCACTCGCCGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGGATGGTGGGATAAA-AGC-ATTGG--A
PA11d GCACTCGCCGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGGATGGTGGGATAAA-AGC-ATTGG--A
PA23a GCACTCGCCGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGGATGGTGGGATAAA-AGC-ATTGG--A
PL253 GCACTCGCCGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGGATGGTGGGATAAA-AGC-ATTGG--A
PA20a GCACTCGCCGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGGATGGTGGGATARA-AGC-ATTGG--A
PL560 GCACTCGCCGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGGATGGTGGGATARA-AGC-ATTGG--A
PL198 GCACTCGCCGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGGATGGTGGGATAAA-AGC-ATTGG--A
PL558 GCACTCGCCGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGGATGGTGGGATAAA-AGC-ATTGG--A
PL347 GCACTCGCCGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGGATGGTGGGATAAA-AGC-ATTGG--A
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PL336 GCACTCGCCGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGGATGGTGGGATAAA-AGC-ATTGG--A 478
PL555 GCACTCGCCGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGGATGGTGGGATAAA-AGC-ATTGG—-A 484
PL186 GCACTCGCCGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGGATGGTGGGATAAA-AGC-ATTGG—-A 479
TN2-2c GCACTCGCCGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGGATGGTGGGATAAA-AGC-ATTGG--A 480
PL561 GCACTCGCCGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGGATGGTGGGATAAA-AGC-ATTGG--A 480
PL342 GCACTCGCCGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGGATGGTGGGATAAA-AGC-ATTGG—-A 481
PL582 GCACTCGCCGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGGATGGTGGGATAAA-AGC-ATTGG—-A 477
PL251 GCACTCGCCGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGGATGGTGGGATAAA-AGC-ATTGG--A 470
PEV10a GCACTCGCCGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGGATGGTGGGATAAA-AGC-ATTGG--A 482
PL559 GCACTCGCCGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGGATGGTGGGATAAA-AGC-ATTGG—-A 481
TN4f.c GCACTCGCCGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGGATGGTGGGATAAA-AGC-ATTGG—-A 496
PL259 GCACTCGCCGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGGATGGTGGGATAAA-AGC-ATTGG--A 482
PL562 GCACTCGCCGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGGATGGTGGGATAAA-AGC-ATTGG--A 481
PL556 GCACTCGCCGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGGATGGTGGGATAAA-AGC-ATTGG—-A 485
PL557 GCACTCGCCGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGGATGGTGGGATAAA-AGCGATTGGG-A 486
CPA3 GCACTCGCCGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGGATGGTGGGATAAA-AGC-ATTGG--A 394
PL554 GCACTCGCCGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGGATGGTGGGATAAA-AGC-ATTGG--A 483
PLO1 GCACTCGCCGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGGATGGAGGGATACACAGC-ATTGCACA 501
PL66 ---TTCGCAGCACGCCATGACGGC--CTGTTCCAA----— GGA--=—————————————— A 468
PL109 GCACTCGCCGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGGATGGTGGGATAAA-AGC-ATTGG--A 500
PL85 GCACTCGCCGTTGGCTGGGCCAACATCGGTTCGGATGGAGGGATACA-AGC-ATTGC--A 502
PL237 ATTCTCACCCT---CTATGACGTC--CTGTTCCAA----GGAACATA---—--— TGC--A 454
PL312 ATTCTCACCCT---CTATGACGTC--CTGTTCCAA----GGAACATA-——----— TGC--A 437
**  * * *  * * *  kkkk * *  * *
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Como se ve en el dendrograma de la FIGURA I1I-24, primeramente se puede diferenciar un grupo
muy homogéneo (grupo A) que estd compuesto de un total de 31 aislados provenientes de vinos tintos
en proceso de crianza de la D.O. Ribera del Duero, 4 aislados de muestras de agua de lavado y una

muestra de aire de bodega de la D.O.Ca. Rioja muestreados a lo largo de los 4 afios del estudio, y que se
diferencian de 0 a 1 base nucleotidica en la secuencia de sus respectivos amplicones. Los aislados PL237
y PL312 se diferencian entre si en 3,5 bases, pero se encuentran distanciados en el dendrograma del

resto de aislados, diferenciandose en 63,8 bases, y presentando un contenido bastante superior en
citosina e inferior en guanina que el resto de secuencias. Estos dos aislados provenian de dos vinos de
la D.O. Ribera del Duero del afio 2010 cuyas caracteristicas fisico-quimicas no presentaban
diferencias significativas con los otros vinos. Las distancias (en numero de modificaciones de
bases por secuencias) de los demas aislados se pueden comprobar en la parte superior de sus

respectivos brazos en el dendrograma de la FIGURA I11-24.
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3.4.3. Crecimiento de T. cantarellii con diferentes concentraciones de etanol en el

medio de cultivo liquido

Para comprobar la capacidad de adaptacion de T. cantarellii a diferentes concentraciones de etanol
y valores de pH en medio YPD liquido, y llevar a cabo una comparacién con B. bruxellensis, se realizaron
ensayos por duplicado con las cepas enoldgicas B. bruxellensis PL463 y BY24, T. cantarellii PL85 y PA23a.
La FIGURA III-25 ilustra las curvas de crecimiento (absorbancia 600 nm) de T. cantarellii (FIGURA I1I-25A) y
B. bruxellensis (FIGURA I11-25B) en medio YPD liquido en ausencia y en presencia de etanol a 5 %; 10 %;
15% y 20 % (v/v). Los recuentos de células viables fueron realizados al inicio y al final del ensayo y

aparecen reflejados en la TABLA I11-12.
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Figura 1lI-25.
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Tabla I11-12. Recuentos de poblaciones iniciales y maximas alcanzadas con diferentes concentraciones de etanol

Recuentos (UFC/mL)
Tiempo Concentracién de etanol % (v/v)
(horas) 0 5 10 15 20
0 5,4E+05 5,4E+05 4,9E+05 5,1E+05 5,2E+05
T. cantarellii
84 2,7E+08 5,8E+06 8,7E+05 4,7E+05 1,7E+03
0 4,7E+05 4,7E+05 4,6E+05 4,7E+05 4,8E+05
B. bruxellensis
84 1,4E+08 1,2E+08 4,3E+06 4,8E+05 4,8E+05

Recuentos en unidades formadoras de colonia/mL (UFC/mL)
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T. cantarelli y B. bruxellensis demostraron tasas de crecimiento similares en ausencia de etanol,
presentando el inicio de la fase exponencial a las 24 horas de incubacion, y llegando a una poblacion de
10 UFC/mL al cabo de 84 horas. En presencia de 5 % etanol, T. cantarellii fue capaz de desarrollarse en
el medio, multiplicdndose su poblacién 10 veces al cabo de las 84 horas de duracion del ensayo. B.
bruxellensis, sin embargo mostré una mejor adaptacién al medio alcohdlico y alcanzé poblaciones de 10®
UFC/mL. En este punto es importante sefialar que T. cantarellii, ademdas de ralentizar su multiplicacién
celular en presencia de 5% etanol, al cabo de 84 horas de incubacion en este medio practicamente la

totalidad de las células se encontraban activas y se observaba una induccién generalizada de gemacidn

lateral multiple intensa en las células de esta levadura, tal y como se muestra en la FIGURA I11-26.

Figura 11l-26. Fotografias de microscopia dptica de T. cantarellii en ausencia y en presencia de etanol
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Células de T. cantarellii en medio YPD liquido, al cabo de 84 horas, en ausencia de etanol (A) y en presencia de 5% etanol
(B). La flecha indica fenémeno de gemacion lateral multiple intensa.
Aumento: 1000x.

Indudablemente el agrupamiento de las células en racimos ofrece una menor superficie de
contacto con el medio alcoholizado, y consecuentemente, supone una defensa contra el agente
causante del estrés que es el etanol. La respuesta al estrés por etanol ha sido estudiada en la levadura
modelo S. cerevisiae y se conocen numerosas respuestas celulares de esta levadura para contrarrestar
los dafios provocados por el etanol presente en el medio (Ding et al. 2009). En primer lugar, el etanol se
asocia a la membrana plasmatica y aumenta la fluidez de la misma, destruyendo su estructura normal y

provocando una permeabilizacién. Como respuesta, las células modifican la composicién de sus
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membranas para contrarrestar la fluidificacion y para estabilizar su estructura. Se sabe que los niveles
de acidos grasos mono-insaturados y de ergosterol aumentan en respuesta al etanol, y que la
acumulacion de ciertos aminodcidos (isoleucina, metionina, fenilalanina y prolina), de trehalosa y de
inositol aumentan la tolerancia al etanol en estas levaduras (Ding et al. 2009). Las células activan la
expresion de su ATPasa de membrana, la cual comienza a bombear protones y contrarrestar la entrada
de los mismos por la permeabilizacion ejercida por el etanol. En segundo lugar, las levaduras activan la
expresidon de proteinas que estabilizan o reparan otras proteinas desnaturalizadas, especialmente las
HSPs (heat shock proteins), y expresan una plétora de genes relacionados con el estrés, entre los que
cabe sefialar el gen VPS34, relacionado con el metabolismo de fosfolipidos, organizacién de
vacuolas, autofagia y transmisién de sefiales (Backer 2008), el factor de transcripcion MSN4
(Watanabe et al. 2011), y el gen de la quinasa SNF 1, reguladora del metabolismo de carbohidratos
(Usaite et al. 2009). Todo el mecanismo de transcripcion se reprograma en la célula y se mejora la
tolerancia al etanol. Un trabajo realizado por Nardi et al. (2010) la respuesta al estrés y la adaptacion al
etanol por parte de Brettanomyces que se genera durante la fermentacién, demuestra que también
estas levaduras sobreexpresan el gen de la ATPasa y el gen VPS34 en una primera etapa de la
fermentacion; los genes MSN4, HSP, SNF-1 y el gen NTH1 (codificante de una trehalasa; Mahmud et al.
2010) se sobreexpresan mas tardiamente y con retardo en comparacion con S. cerevisiae, demostrando
que las levaduras no expresan de igual manera sus mecanismos de defensa y adaptacion al medio

alcohdlico.

Respecto a T. cantarellii, no existen trabajos en la literatura que hagan referencia a su respuesta
adaptativa al etanol, y los agregados celulares que se observan en nuestros experimentos sugieren que
en las células de T. cantarellii se altera la estructura de la membrana y la consecuente escisién de las
células en gemacion, o bien cabria la hipdtesis de la presencia de algln tipo de polisacarido que provoca
la agregacion celular, ofreciendo de este modo una menor superficie de contacto con el medio

alcoholizado externo.

A concentraciones de 10 %y 15 % etanol, el crecimiento de T. cantarellii fue nulo pero las células
permanecian viables. Por otro lado, cuando en el medio habia un 20 % de etanol, la poblacidn de células

vivas de T. cantarellii fue 100 veces menor que la poblacidn inicial. B. bruxellensis se mostré bastante
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mas resistente a las elevadas concentraciones de etanol en el medio, presentando crecimiento positivo
a una concentracion de 10 % y manteniendo la poblacién inicial activa al cabo de 84 horas de incubacion

cuando esa concentracién era de 15 % y 20 %.

Sin dudas el etanol es uno de los principales factores de estrés para los microorganismos en el vino,
que dificulta su crecimiento y viabilidad, y las levaduras de la especie S. cerevisiae son ejemplo de una
perfecta adaptacion a la presencia de etanol durante el proceso de vinificacién. Por lo contrario, asi
como ocurre con gran parte de la microflora indigena de las uvas y los mostos, en nuestros ensayos de
laboratorio T. cantarellii mostrd ser muy sensible a la creciente concentracion de etanol en el medio en
las condiciones ensayadas, si bien las cepas estudiadas habian sido incubadas sucesivas veces
(reaislamiento y cultivo en placa de 3 a 5 pases previos) en medios sintéticos de laboratorio (sin etanol)
y durante este proceso cabe la posibilidad de que perdieran parte de sus caracteristicas de adaptacién al
vino de donde se obtuvieron (grado alcohdlico de 13,8 %). También es importante subrayar que los
cultivos en el laboratorio se realizan a temperaturas de 25 °C a 30 °C y que a mayor temperatura, la
accion inhibidora del etanol se incrementa, conlleva una disminucién en asimilaciéon de nitrégeno y
modifica los sistemas de transporte activo de membrana (Ribérau-Gayon et al. 2006). La tolerancia al
etanol por levaduras no-Saccharomyces del vino es mucho mas pronunciada a bajas temperaturas,

siendo la temperatura habitual en bodega de unos 13 a 16 °C, y permitiendo que su contribucién a todo

el proceso de vinificacidn y calidad final del producto sea mucho mas acentuada (Gao y Fleet 1988).

En condiciones reales de vinificacion hay trabajos en los que los autores observan que el
creciente contenido en etanol juega un papel importante en la proliferacidon de T. cantarellii. Un ejemplo
de ello es el trabajo de Barata et al. (2012) en el que se constaté que durante una vinificacién la
poblacidn de esa levadura al final de la fermentacion malolactica llegd a ser unas 75 veces inferior a la
que se encontraba al final de la fermentacion alcohdlica. De todos modos, aunque se observe una
reduccién importante en nimero, podemos observar en nuestros resultados que esta levadura es capaz
de mantenerse viable con 15 % de etanol en el medio y en condiciones enoldgicas en muestras de vinos
con un contenido en etanol de 12,7 % — 13,8 % (TABLA I1I-10). De forma similar otros trabajos publicados
también detectaron esa levadura al final de la fermentaciéon maloldctica en vinos con un contenido de

10,8 % (v/v) etanol (Renouf et al. 2006), y como se observa en ese mismo estudio, factores de
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elaboraciéon como maceracion en frio y no utilizacién de inéculos comerciales podrian jugar un papel

crucial para una mayor proliferacién de T. cantarellii.

3.4.4. Crecimiento de T. cantarellii a diferentes valores de pH

En otro contexto, también se ha comprobado si deferencias en el pH del medio pueden llegar a
limitar o estimular el crecimiento de T. cantarellii. En la FIGURA 1lI-27 se muestran las curvas de
crecimiento de T. cantarellii y B. bruxellensis a diferentes valores de pH en medio liquido y en la TAsLA llI-

13 se presentan los respectivos recuentos al inicio y al final de los ensayos.
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Figura 11l-27. Curvas de crecimiento de T. cantarellii y B. bruxellensis con diferentes valores de pH
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Tabla Ill-13. Recuento de poblaciones iniciales y maximas alcanzadas a diferentes valores de pH

Recuentos (UFC/mL)
Tiempo pH
(horas) 6,8 4,5 3,7 3,4 3,0
0 5,4E+05 4,9E+05 5,2E+05 5,7E+05 5,6E+05
T. cantarellii
84 2,7E+08 2,7E+08 2,4E+08 2,4E+08 9,1E+07
0 4,7E+05 4,4E+05 4,6E+05 4,9E+05 4,9E+05
B. bruxellensis
84 1,4E+08 1,7E+08 1,6E+08 1,7E+08 1,6E+08

Recuentos en unidades formadoras de colonia/mL (UFC/mL)

Las cepas de T. cantarellii mostraron su crecimiento 6ptimo a pH > 3,4, mientras que a pH 3,0 se
observa que la multiplicacion celular se vio ligeramente afectada y no se alcanzé la poblacién maxima
(2,7 10° UFC/mL) que alcanzd a pHs superiores. Respecto al inicio de la fase exponencial (24 horas de
incubacion) y estacionaria (entre 60 y 72 horas de incubacion), no se notan diferencias significativas
entre los valores de pH ensayados. B. bruxellensis, comparativamente, no mostro ser susceptible a las

variaciones de pH ensayadas en ese estudio.

Es conocido que los microorganismos pueden responder de maneras diversas frente a alteraciones
en los valores de pH del medio tanto en término de tasas de crecimiento como en lo que se refiere a la
produccion de metabolitos sensorialmente importantes, como es el caso de la levadura Saccharomyces,
cuyos crecimiento y capacidad fermentativa disminuyen a valores de pH cercanos a 3,0 (Fugelsang y
Edwards 2007). Sin embargo, segun los resultados obtenidos en nuestros experimentos T. cantarellii
resiste al pH acido en medio liquido y demuestra incluso capacidad de seguir proliferando a pH 3,0.
Asimismo, es importante subrayar que estudios realizados previamente con otras levaduras no-
Saccharomyces (Candida pulcherrima, C. stellata y C. colliculosa) tampoco encontraron diferencias

significativas en las tasas de crecimiento en rangos de pH de 3,0 a 4,0 (Charoenchai et al. 1998).
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3.4.5. Susceptibilidad de T. cantarellii a agentes antimicrobianos utilizados en

Enologia

La TABLA IlI-14 recopila los resultados de concentraciones minimas inhibitorias (CMI) y biocidas
(CMB) de (a) metabisulfito potasico, (b) taninos enolégicos, (c) dicarbonato de dimetilo (DMDC) y (d)
chitosan para cada cepa de T. cantarellii. Asimismo, La TABLA III-15 resume los resultados obtenidos para
efectos inhibitorio (CMlsy y CMlg) y biocida (CMBsy, y CMBg), frente a 16 cepas vinicas de T. cantarellii

en medio YPD liquido a pH 3,5, en ausencia y en presencia de 12,5% etanol.
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Tabla 111-14. Valores de concentraciones minimas inhibitorias (CMI) y biocidas (CMB) de diferentes agentes antimicrobianos frente a T. cantarellii

cMmi CMB
Cepa MBP Taninos Chitosan DMDC MBP Taninos Chitosan DMDC
(mg/L) (mL/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mL/L) (mg/L) (g/L)
A B A B A B A B A B A B A B A B
TN4f.c 48 24 0,125 0,062 >250 >250 250 390 24 2 2 >250 >250 2,50 2,50
TN2c 24 0,500 0,016 >250 >250 31 390 4 0,5 >250 >250 1,25 1,25
PA20a 190 0,500 0,016 >250 >250 250 16 390 0,06 0,03 >250 >250 2,50 1,25
PL103 390 12 0,500 0,031 >250 >250 62 4 390 12 2 0,25 >250 >250 1,25 1,25
PL198 190 12 0,500 0,016 >250 >250 8 16 390 12 1 0,125 >250 >250 1,25 1,25
PL259 96 24 0,250 0,031 >250 >250 250 62 390 24 >2 >2 >250 >250 2,50 2,50
PA23a 390 24 2 0,062 >250 >250 250 4 390 24 >2 >2 >250 >250 2,50 1,25
PA42a 190 12 4 0,062 >250 >250 125 4 390 12 >2 0,25 >250 >250 2,50 2,50
PL336 190 12 0,250 0,062 >250 >250 31 8 190 12 >2 >2 >250 >250 2,50 2,50
PAl4c 96 s/c 0,5 >4 >250 >250 125 4 190 s/c >2 0,25 >250 >250 2,50 2,50
PL235 390 24 0,250 0,5 >250 >250 500 4 390 24 >2 0,25 >250 >250 2,50 2,50
PL186 190 24 0,250 0,5 >250 >250 16 4 390 24 >2 0,25 >250 >250 2,50 2,50
CPA3 390 12 0,031 0,016 >250 >250 8 4 390 12 >2 2 >250 >250 1,25 1,25
PEV10a 390 24 0,5 0,125 >250 >250 250 8 390 24 >2 0,125 >250 >250 2,50 2,50
PL312 390 12 0,25 0,016 >250 >250 8 8 390 12 >2 0,25 >250 >250 2,50 2,50
PL85 390 12 >4 0,062 >250 >250 250 4 390 12 0,5 0,25 >250 >250 2,50 1,25

(A) ausencia de etanol; (B) 12,5 % etanol
s/c: sin crecimiento

RESULTADOS Y DISCUSION
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Tabla Ill-15. Valores de CMl5o, CMlgg, CMBs, y CMBg, de diferentes agentes antimicrobianos frente a T. cantarellii

cmi CMB

Agente antimicrobiano Rango

CMlso CMlg CMBs, CMBgo
Etanol 8-20% 10% >20% >20% >20%
MBP 6,25 — 0,003 g/L 190 mg/L 390 mg/L 390 mg/L 390 mg/L
MBP + etanol * 6,250,003 g/L 12 mg/L 24 mg/L 48 mg/L 96 mg/L
Taninos 4-0,002 mL/L 0,5 mL/L 4 mL/L >4 mL/L >4 mL/L
Taninos + etanol * 4-0,002 mL/L 0,062 mL/L 0,5 mL/L 0,25 mL/L >4 mL/L
Chitosan 250-0,12 mg/L >250 mg/L >250 mg/L >250 mg/L >250 mg/L
Chitosan + etanol * 250-0,12 mg/L >250 mg/L >250 mg/L >250 mg/L >250 mg/L
DMDC 5-0,002 g/L 156 mg/L 625 mg/L 2,5g/L 2,5g/L
DMDC + etanol * 5-0,002 g/L 5 mg/L 19 mg/L 2,5g/L 2,5g/L

CMI: concentracidon minima inhibitoria; CMB: concentracién minima biocida.
! Concentracién fija de etanol a 12,5% (v/v).
MBP: Metabisulfito potdsico

DMDC: dicarbonato de dimetilo
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‘ a) Actividad antimicrobiana del metabisulfito potasico

En la FIGURA 11I-28 se indican los valores de CMI obtenidos para metabisulfito potédsico (MBP)

determinados, respectivamente, a pH 4,0y 3,5.

Figura IlI-28. Concentraciones minimas inhibitorias del metabisulfito potasico a pH 4,0 y 3,5 frente a cepas

de T. cantarellii
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Concentraciones de metabisulfito potasico (g/L)

CMI de MBS a pH 4,0
B CMI de MBS a pH 3,5
Las flechas indican las respectivas CMlso para T. cantarellii.

La capacidad inhibitoria del MBP frente a T. cantarellii es pH-dependiente y se puede observar que
su efecto se potencia 2 veces a pH 3,5. Cuando se comparan otras especies de levaduras, como S.
cerevisiae y B. bruxellensis, este efecto también es observado (TABLA I1I-6, CAPiTULO 2). Comparando los
valores de las CMlsoy CMBs, del MBP frente a S. cerevisiae y B. bruxellensis (TABLA I11-6) se observa que T.
cantarellii se muestra mas resistente al MBP a pH 3,5 (CMls, = 190 mg/L) comparada con B.
bruxellensis(CMIso = 48 mg/L). Cuando contrastamos estos resultados con los descritos por otros
autores, comprobamos que T. cantarellii presenta una importante plasticidad para resistir a la accién del
MBP, y asi Barata et al. (2008a) en las mismas condiciones encontraron que los niveles maximos de este

compuesto tolerado por B. bruxellensis y B. anomalus eran de 90 mg/L y para S. cerevisiae de 190 mg/L.
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A concentraciones de 190 mg/L tan solamente se observaba inhibicién del crecimiento de T. cantarellii,

y efecto biocida era detectado a concentraciones no permitidas de MBP en aplicaciones enoldgicas (390

mg/L).

En medio de cultivo a pH 3,5 también se probaron concentraciones variables de MBP combinado
con concentraciones fijas de etanol, respectivamente al 6 % (FIGURA I1I-29A) y 12,5 % (FIGURA I1I-29B).
Cuando la concentracion de etanol en el medio era de 6 % la susceptibilidad de las cepas al MBP era
igual que en ausencia de etanol, con una CMlsg = 190 mg/L (FIGURA III-29A). Sin embargo, a una
concentracion de 12,5 %, se observa un efecto sinérgico entre los dos compuestos y hay un fuerte
incremento de la sensibilidad en las cepas de T. cantarellii (CMlso= 12 mg/L) (FIGURA 111-29B). En el caso
de B. bruxellensis el valor de la CMls, con la misma concentracion de etanol (6 %) era de 24 mg/L (FIGURA
[11-8, CAPITULO 2). Cuando la concentracidn en etanol es mas elevada y equivalente a la encontrada en un
vino (12,5%), ambas especies presentan un comportamiento similar y el 50% de las cepas mueren

(CMBs) a concentraciones de 48 mg/L de MBP.

156



CAPITULO 3

Figura 11l-29. Concentraciones minimas inhibitorias del metabisulfito potasico a diferentes concentraciones de

RESULTADOS Y DISCUSION

etanol frente a cepas de T. cantarellii
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CMI de taninos enoldgicos en ausencia de etanol
H CMI de taninos enoldgicos combinados con (A) 6%y (B) 12,5 % etanol
Las flechas indican las respectivas CMlso para T. cantarellii.
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Estos resultados se pueden explicar por el hecho de que la presencia de etanol lleva a
modificaciones importantes en la membrana celular, ejerciendo un efecto-detergente al intercalarse en
las zonas hidréfobas y consecuentemente aumentando su polaridad y fluidez (Ribérau-Gayon et al.
2006). Ademads, no es menos importante considerar que la temperatura a la que se llevaron a cabo los
ensayos (25 °C) es considerablemente superior a la que normalmente se encuentra un vino almacenado
o embotellado y que, en este caso, un temperatura ligeramente mas elevada puede aumentar de modo

consistente los efectos antisépticos naturales del etanol (Ribérau-Gayon et al. 2006) sobre T. cantarellii.

En enologia es ampliamente conocido el efecto del MBP como antiséptico, dificultando el
desarrollo de toda clase de microorganismos, ademds de presentar accion antioxidante y de participar
en la conservacion de compuestos aromaticos del vino. Sin embargo, concentraciones excesivas de ese
agente deben ser evitadas por cuestiones directas de salubridad humana y por los impactos aromaticos
negativos, por lo que actualmente se intenta cada vez mas reducirlas dosis empleadas (Ribérau-Gayon

et al. 2006) y se buscan agentes antimicrobianos que puedan remplazar parcialmente al MBP.

158



CAPITULO 3 RESULTADOS Y DISCUSION

‘ b) Actividad antimicrobiana de taninos enolégicos

En la FIGURA I1I-30 se presentan los resultados de la actividad antimicrobiana encontrados para la

soluciédn comercial de taninos enolégicos TaniStop (Dolmar).

Figura 11I-30. Concentraciones minimas inhibitorias de taninos enoldgicos frente a cepas de T.

cantarellii en ausencia y en presencia de 12,5 % etanol
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M CMI de taninos enoldgicos combinado con 12,5 % etanol
Las flechas indican las respectivas CMlso para T. cantarellii.

En ausencia de etanol la accidn fungistatica de los taninos enoldgicos se muestra poco efectiva
frente a T. cantarellii (CMlso = 0,5 mL/L, CMlgy = 4 mL/L) si se considera que el limite permitido es de 0,4
mL/L. Asimismo, tampoco se observa muerte de las células en las concentraciones ensayadas (CMBs/90
> 4 mL/L). Cuando se comparan los resultados con aquellos obtenidos para B. bruxellensis, el
comportamiento observado fue similar, y frente a S. cerevisiae, el agente no presenta ningun efecto en

las concentraciones ensayadas (TABLA I1I-6, CAPITULO 2).
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La presencia de etanol en el medio actla sinérgicamente y como se observa en la TABLA III-15, hay
un incremento de unas 8 veces sobre el efecto inhibitorio frente a las cepas (CMlsp = 0,062 mL/L, CMlgg =
0,5 mL/L). En este caso también se constata efecto fungicida sobre las células, y la mitad de las cepas
ensayadas (CMBs,) se mostraron susceptibles a 0,25 mL/L del compuesto. Comparativamente,
observamos que el efecto fungistatico en estas condiciones sobre la totalidad de las cepas de B.
bruxellensis era 4 veces mayor, y que la CMBs, encontrada frente a B. bruxellensis era también de 0,25
mL/L (TABLA IlI-6, CAPITULO 2). Frente a S. cerevisiae (TABLA I11-6, CAPITULO 2), la solucidn de taninos no llegd
a presentar efecto biocida sobre las células en las concentraciones ensayadas, concluyendo con ello que
el comportamiento frente a los taninos enoldgicos tanto de B. bruxellensis como de T. cantarellii es

semejante y muy distinto al de S. cerevisiae.

El efecto antimicrobiano de compuestos fendlicos parece estar relacionado principalmente con la
capacidad que tienen de aumentar la permeabilidad de la membrana plasmatica (Santos et al. 2012),
afectando de ese modo al equilibrio fisioldgico de la célula. Aunque haya escasas referencias sobre el
efecto de compuestos fendlicos especificamente sobre las levaduras, la utilizacién de determinadas
concentraciones de acidos hidroxicinamicos, concretamente de acido ferulico, ya habia sido propuesta
frente a Brettanomyces (Harris et al. 2010). Segun estos autores, los analisis de microscopia electrénica
revelaron que el efecto inhibitorio parece estar relacionado principalmente a modificaciones
estructurales causadas en las células y que, paralelamente, el etanol juega un papel sinérgico

potenciador de su accidn.
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‘ c) Actividad antimicrobiana del dicarbonato de dimetilo (DMDC)

Los resultados de actividad antimicrobiana del DMDC aparecen representados en la FIGURA [11-31.

Figura I11-31. Concentraciones minimas inhibitorias del dicarbonato de dimetilo (DMDC) frente a cepas

de T. cantarellii en ausencia y en presencia de 12,5 % etanol
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Las flechas indican las respectivas CMls, para T. cantarellii.
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El uso del DMDC, comercializado como Velcorin®, esta actualmente permitido a concentraciones

de hasta 200 mg/L (REGLAMENTO CE 643/2006), y a esos niveles y en ausencia de etanol el compuesto fue

capaz de inhibir a la mitad de las cepas de T. cantarellii estudiadas (CMlsy = 156 mg/L). Para inhibir el 90

% de las cepas (CMlqy), fueron necesarias concentraciones de 625 mg/L y la pérdida de viabilidad celular

se registra con 2,5 g/L (CMBsg/0).

Ya en presencia de 12,5% etanol se observa un efecto sinérgico entre los dos agentes: la mitad de

las cepas analizadas (CMlsg) tuvieron su crecimiento inhibido con 2mg/L, y el 90 % de las cepas fueron

inhibidas con 19 mg/L (CMlg). En las concentraciones permitidas por ley, sin embargo, el DMDC sélo
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presenta efecto inhibitorio sobre las cepas de T. cantarellii ya que solamente se observa efecto biocida

de las células entre 2,50 y 1,25 g/L del compuesto, tanto en ausencia como en presencia de etanol.

Actualmente se sabe que el DMDC es mas efectivo contra las levaduras que contra las bacterias del
vino (Delfini et al. 2002) y que su accion se encuentra basicamente relacionada a su unién con residuos
de histidina ubicados en los centros cataliticos de determinadas enzimas esenciales para el crecimiento
y supervivencia celular (Hornsey 2007). Por ese motivo, diversos autores probaron su aplicacién en
condiciones experimentales para inhibicion de varias especies de levaduras vinicas (Costa et al. 2008;
Daudt y Ough 1980; Delfini et al. 2002; Divol et al. 2005; Renouf et al. 2008). Los datos presentados en la
TABLA IlI-6 del apartado 2.4 de esta tesis para las levaduras B. bruxellensis y S. cerevisiae, muestran que
el DMDC tiene efecto inhibitorio sobre el crecimiento de ambas especies, pero su accidon es
especialmente potente frente a B. bruxellensis, con efecto biocida a concentraciones de 120 mg/L, en
presencia de etanol. Estos resultados coinciden con aquellos presentados previamente por otros
autores en mostos de uva y vino (Costa et al. 2008; Delfini et al. 2002; Renouf et al. 2008). Esta es la
primera vez que se presentan datos de la accién del DMDC sobre la levadura T. cantarellii. Si por un lado
el crecimiento de esta especie se ve muy afectado por el compuesto en presencia de 12,5% etanol, por
otro se observa accidén biocida a concentraciones muy elevadas (> 2,5 g/L) y no permitidas para

aplicacién en priacticas enoldgicas.

La utilizacion del DMDC como agente antimicrobiano en vinos viene siendo discutida e investigada
desde las ultimas décadas, especialmente con la idea de poder disminuir los niveles de SO, empleados
actualmente. De todos modos, aunque el DMDC se haya mostrado eficaz en la inhibicion del crecimiento
de levaduras vinicas como B. bruxellensis, B. intermedius, S. cerevisiae, Kloeckera apiculata, Candida
guilliermondii, Pichia membranifaciens, Zygosaccharomyces bailii, Zygoascus hellenicus (Costa et al.
2008; Delfini et al. 2002; Renouf et al. 2006), su aplicacidon no estd recomendada durante la vinificacion
o almacenamiento ya que se trata de un agente que se descompone al cabo de pocas horas (Ribérau-

Gayon et al. 2006).

162



CAPITULO 3 RESULTADOS Y DISCUSION

‘ d) Actividad antimicrobiana del Chitosan

En el caso del chitosan, a la concentracién maxima permitida de 100 mg/L (ReGLAMENTO CE 53/2011),
las cepas de T. cantarellii en condiciones de laboratorio no se mostraron afectadas, tanto en ausencia
como en presencia de etanol en el medio, presentando tasas de crecimiento similares a los controles sin
agente antimicrobiano (dados no presentados). Estos resultados concuerdan con las recomendaciones
enoldgicas de los proveedores de chitosan y de su caracteristica de alta especificidad para combatir las

contaminaciones de Brettanomyces.

Es importante tener en cuenta que el mecanismo de accién antimicrobiana del chitosan esta
intimamente relacionado con su estructura policationica a pH < 6,0 (Roller y Covill 1999), de modo que
cuanto mayor la densidad de cargas negativas en la pared celular proporcionada por la existencia de
grupos-amino (proteinas, polisacaridos anidnicos, acidos grasos y fosfolipidos), mas intensa sera la
interaccion electrostatica establecida (Kong et al. 2010). Resultados presentados por otros autores
sobre la accién del chitosan frente a levaduras ya han puesto en evidencia la accion selectiva que este
compuesto puede presentar en cultivos mixtos, inhibiendo a Brettanomyces y no ejerciendo ningun
efecto sobre el crecimiento de S. cerevisiae (Gomez-Rivas et al. 2004), de modo que la sensibilidad a
este compuesto parece estar directamente relacionada con la constitucidon especifica de estructuras

anidnicas en la parece celular de Brettanomyces.
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A continuacion se presentan las principales conclusiones de esta tesis:

1. El método de tratamiento previo aplicado a muestras de vinos tintos y de extraccion del DNA
disefiado en esta tesis permite obtener un DNA de calidad idénea para la aplicacién de los
métodos de PCR convencional y PRC cuantitativa (qPCR), evitando las graves interferencias que
suponen las particulas sélidas, agregados macromoleculares y compuestos polilfendlicos de la
uva y del vino.

2. El método rapido de PCR cuantitativa aplicado a muestras de aguas de lavado y vinos tintos con
turbidez (hasta 1000 NTU) permite detectar especificamente y en presencia de hasta 7,5 10°
UFC/mL de levaduras de otras especies, células de Brettanomyces/Dekkera en concentraciones
de hasta 16 — 25 células/mL, en un tiempo de 4 horas (muestras con poca turbidez) hasta un
maximo de 18 horas necesario para este analisis.

3. El método clasico de cultivo microbiolégico en un medio selectivo para la deteccién y
cuantificacion de células de Brettanomyces/Dekkera permitié detectar y cuantificar hasta 1
UFC/mL de células viables de Brettanomyces/Dekkera, presentando un 4,9 % de falsos positivos
y un 31,8 % de andlisis negativos de muestras que contenian células de Brettanomyces/Dekkera
no viables o restos de DNA detectables por qPCR.

4. El método clasico de cultivo microbioldgico en un medio selectivo para Brettanomyces/Dekkera
permitié detectar y cuantificar células de estas levaduras en el aire de distintas zonas de
bodega.

5. El estudio comparativo entre los métodos de PCR cuantitativa y el método cldsico de cultivo
microbioldgico selectivo para Brettanomyces/Dekkera dio como resultado una correlacion
estadistica calificada como buena, con un indice Kappa de 0,69 entre los resultados de ambos

métodos.
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De modo general, Brettanomyces/Dekkera vy Trigonopsis cantarellii resultaron ser mas
susceptibles a los efectos inhibitorios y biocidas del dicarbonato de dimetilo y de los taninos
enoldgicos que la levadura Saccharomyces cerevisiae. Por otro lado, Brettanomyces/Dekkera
fue la especie mas sensible a la accion del metabisulfito potasico y del chitosan.

La actividad antimicrobiana de los cuatro agentes enoldgicos estudiados se vio potenciada por
la presencia de 12,5 % etanol en el medio liquido de crecimiento de las levaduras.

Los taninos enoldgicos, en concentraciones permitidas para aplicaciéon en enologia, mostraron
actividad inhibidora del crecimiento y biocida Unicamente cuando actuaban en presencia de
etanol en el medio y frente a levaduras Brettanomyces/Dekkera y T. cantarellii (CMBs, = 0,25
mL/L).

El chitosan en concentraciones de uso enolégico y en presencia de etanol en el medio mostré
actividad inhibidora del crecimiento y biocida exclusivamente frente a Brettanomyces/Dekkera,
presentando especificidad frente a estas levaduras (CMBsg = 62 mg/L).

El dicarbonato de dimetilo en concentraciones de uso enolégico y en presencia de etanol en el
medio, presentd actividad biocida Unicamente frente a Brettanomyces/Dekkera (CMBsy = 120
mg/L).

El metabisulfito potdsico resultd ser el agente antimicrobiano mas potente, mostrando su
maxima actividad frente a Brettanomyces/Dekkera (CMBgy, = 48 mg/L en presencia de 12,5 %
etanol), seguido de T. cantarellii (CMBgy, = 96 mg/L en presencia de 12,5 % etanol), y no
demostroé accidn biocida frente S. cerevisiae en el rango de concentraciones de uso permitido
en enologia.

La produccién de los fenoles volatiles: 4-etilguaiacol, 4-etilfenol, 4-vinilfenol y 4-propilguaiacol
en vinos tintos conservados durante 22 meses en botella y con distintas concentraciones de
metabisulfito potasico (de 28 a 100 mg/L), se correlaciond directamente con las poblaciones de
Brettanomyces/Dekkera presentes en los vinos, quedando totalmente excluida la posibilidad de
produccion de estos fenoles volatiles por la accién de bacterias lacticas.

El metabisulfito potdsico en una concentracion de 100 mg/L evité el crecimento de

Brettanomyces/Dekkera y el aumento de los fenoles volatiles en los vinos estudiados.
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Se identificaron levaduras no-Brettanomyces de las especies: Arthroascus schoenii, Candida
ishiwadae, Meyerozyma gquilliermondii, Pichia holstii, Pichia mandshurica, Trigonopsis
cantarellii y Trigonopsis variabilis en muestras de vinos tintos en periodo de crianza en barrica,
muestras de aguas de lavado de depdsitos de madera y también de aire de bodega.

El 62 % de los aislados no-Brettanomyces estudiados de las especies anteriores, presentaron
capacidad acidogénica, y el 67 % generaron aromas de alteracion en los cultivos realizados en
medio sintético liquido y sélido en condiciones de laboratorio.

La levadura mas recurrente en los aislados estudiados, después de Brettanomyces/Dekkera, fue
T. cantarellii, representando un 54,5 % de un total de 77 aislados identificados de muestras
tomadas durante el periodo 2008 — 2011.

El método de PCR convencional para T. cantarellii puesto a punto en esta tesis permite la
deteccidén e identificacion altamente especifica de células de esta levadura en cualquier
muestra enoldgica.

Levaduras de la especie T. cantarellii tienen la capacidad de crecer en vinos tintos secos (< 0,2
g/L de azucares reductores) en proceso de crianza, con un alto contenido en etanol (hasta
13,8%) y son mas resitentes a la accién del metabisulfito potdsico que las levaduras
Brettanomyces/Dekkera.

Las levaduras de la especie T. cantarellii se caracterizan por un crecimiento lento, con un
porcentaje importante de las cepas (48 % de los aislados estudiados) presentando metabolismo
acidogénico potencialmente alterante de los vinos, y generacion de aromas de desviacion
organoléptica (72 % de los aislados estudiados) con un potencial alterante inferior al detectado

habitualmente en levaduras Brettanomyces/Dekkera.
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Below we introduce the main conclusions of this thesis:

The prior treatment applied to red wine samples and as well as the DNA extraction method
designed in this thesis allowed obtaining a DNA of suitable quality for the application of
conventional PCR and quantitative PRC (qPCR), avoiding the serious interferences which
represent macromolecular aggregates of solid particles and natural polyphenolic compounds of
grapes and wine.

2. The rapid method of quantitative PCR applied to samples of wash-water and turbid red wines
(up to 1000 NTU) allowed specifically detecting Brettanomyces/Dekkera cells, even in the
presence of up to 7.5 10° CFU/mL of other yeast species, in low concentrations down to 16 — 25
cells/mL, and it took a maximum of 4 hours (low turbidity samples) to 18 hours (high turbid
samples) to the complete analyses.

3. The classical method of microbiological culture in selective medium allowed detecting and
quantifying down to 1 CFU/mL of Brettanomyces/Dekkera viable cells, showing a 4.9 % of false
positive results, and 31.8 % negative results in those samples containing nonviable
Brettanomyces/Dekkera cells as well as DNA remains detectable by qPCR.

4. The classical method of microbiological culture in Brettanomyces/Dekkera selective medium
allowed detecting and quantifying yeasts in the air from different areas in the winery.

5. The comparative study between quantitative PCR and classical microbiological culture methods
showed a good rated statistical correlation, with a 0.69 Kappa’s value between the results of
both methods.

6. Brettanomyces/Dekkera and Trigonopsis cantarellii were more susceptible to the inhibitory and

biocide effects of dimethyl-dicarbonate and enological tannins than Saccharomyces cerevisiae
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yeasts. On the other hand, Brettanomyces/Dekkera was the most sensitive one to the action of
potassium metabisulphite and chitosan.

The antimicrobial activity of the four enological agents studied was shown to be enhanced by
the presence of 12.5 % ethanol in the yeast broth.

Enological tannins in concentrations permitted for enological use, showed growth inhibitory
and biocide activity only in the presence of ethanol in the medium and against the yeasts
Brettanomyces/Dekkera and T. cantarellii (MBCso = 0.25 mL/L).

Chitosan up to those concentrations permitted for enological use, and in the presence of
ethanol in the medium showed growth inhibitory and biocide activity against
Brettanomyces/Dekkera, showing specificity against these yeasts (MBCso = 62 mg/L).
Dimethyl-dicarbonate in the range of concentrations allowed in enology, and in the presence of
ethanol in the medium, showed biocide activity only against Brettanomyces/Dekkera (MBCsg =
120 mg/L).

Potassium metabisulphite proved to be the most potent antimicrobial agent, showing its
maximum activity against Brettanomyces/Dekkera (MBCqy, = 48 mg/L in the presence of 12.5 %
ethanol), followed by T. cantarellii (MBCyy = 96 mg/L in the presence of 12.5 % ethanol), and
did not show biocide action against S. cerevisiae in the concentration range allowed for use in
winemaking.

The production of volatile phenols (4-etilguaiacol, 4-ethylphenol, 4-vinylphenol and 4-
propilguaiacol) in those red wines stored in bottles for 22 months and with different
concentrations of potassium metabisuphite (28 to 100 mg/L), directly correlated with
Brettanomyces/Dekkera populations, being totally excluded the possibility of production of
these volatile phenols by lactic acid bacteria.

Potassium metabisulphite at 100 mg/L avoided growth of Brettanomyces/Dekkera, and
production of volatile phenols in the studied wines.

We identified non-Brettanomyces yeast species (Arthroascus schoenii, Candida ishiwadae,
Meyerozyma guilliermondii, Pichia holstii, Pichia mandshurica, Trigonopsis variabilis and
Trigonopsis cantarellii) in samples of red wines in barrels, samples of wash-water from wood
tanks, and also in air of cellar environments.
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A total of 62 % of the non-Brettanomyces isolates studied, presented acidogenic capacity, and
67 % were able to generate spoiling aromas when grown on solid and liquid synthetic medium
under laboratory conditions.

The most frequently found yeast isolate, after Brettanomyces/Dekkera, was T. Cantarellii,
representing 54.5 % of 77 isolates identified from samples taken during the period 2008 to
2011.

The conventional PCR method for T. cantarellii designed in this thesis allows highly specific
detection and identification of this yeast in any sample.

The yeast T. cantarellii has the ability to grow in dry red wines (< 0.2 g/L reducing sugars) under
aging processes and with a high ethanol content (up to 13.8 %), and is more resistant to the
action of potassium metabisulphite than Brettanomyces/Dekkera.

The yeasts of the species T. cantarellii are characterized by slow growth, with a significant
percentage of strains (48% of the studied isolates) presenting potentially spoiling acidogenic
metabolism, and generation of organoleptic deviation aromas (72% of the isolates studied)

lower than those usually detected for Brettanomyces/Dekkera.
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Brettanomyces/Dekkera is considered the main cause of microbial spoilage and
organoleptic deviations of red-wines. This work compares sensitiveness and
effectiveness of conventional microbiological culture and real-time PCR (Q-PCR)
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Abstract

Brettanomyces/Dekkera is considered the main cause of microbial spoilage and
organoleptic deviations of red-wines. This work compares sensitiveness and
effectiveness of conventional microbiological culture and real-time PCR (Q-PCR)
methods for Brettanomyces/Dekkera detection and quantification, and demonstrates a
positive correlation between both methods. Moreover, an improved DNA extraction
protocol enabled quantification of Brettanomyces/Dekkera cells by Q-PCR down to a
value of 25 cells mL™" in low turbidity wines, and 16 cells mL™" in turbid wines in a

total of 324 red-wine samples. It is also concluded that the conventional culture analysis
is time-consuming but lower-cost than Q-PCR, and it is simple and efficient in

quantifying viable Brettanomyces/Dekkera cells.

Keywords: Brettanomyces, Dekkera, real-time PCR, spoilage, wine
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Introduction

Brettanomyces is a genus of yeast implicated in wine spoilage and currently responsible
for increasingly severe quality problems in wine industry. Brettanomyces is referred to
the non-sporulated anamorphic yeast form, and Dekkera to the sporulated
ascosporogenous state, and they are described in the literature as part of the microbiota
of many fermented products such as wine, beer, cider, kefyr, etc. (Suarez et al. 2007)
Although these yeasts have been rarely reported in grapes (Renouf and Lonvaud-Funel
2007) or in fermenting musts (Renouf et al. 2006), they are commonly detected in red-
wine during aging in oak barrels, vats, pumps and on equipment that is difficult to
sterilize (Fugelsang 1998). Wines infected by this yeast develop off-flavors, the so-
called "Brett" character, which is described as animal, stable, horse sweat, mousy, burnt
plastic or wet wool (Licker et al. 1998), a problem often detected in association with
other wine faults, including oxidation and volatile acidity (Grbin and Henschke 2000).
The mousy taint is the result of pyridine synthesis by Brettanomyces/Dekkera from
lysine and ethanol, while the stable odors are caused by volatile phenols, mainly 4-
ethylguaiacol and  4-ethylphenol, secondary  metabolites  produced by
Brettanomyces/Dekkera from phenolic acids naturally present in wine (Coulon et al.
2010; Woolfit et al. 2007). Off-flavors start to be detected when active cells are present
in wine at concentrations above 10° cells mL™ and consequently, when volatile phenols
concentrations reach 425 pg L' (Chatonnet et al. 1995). Control of these
microorganisms is difficult due to the number of adaptations they possess to survive in
the physiologically stressing environmental conditions of a finished wine, i.e., a high
content of alcohol [up to 150 mL L™ (Regulation of the EU n° 110/2008)] residual or no
sugar availability, anaerobiosis and CO, pressure. Little amounts of oxygen have a

positive effect on the growth of Brettanomyces/Dekkera in a reducing environment, and
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this may explain why the micro-oxygenation technique favours the growth of these
yeasts, and the naturally mild oxidizing conditions of aging in oak barrels can activate
metabolically viable residual Brettanomyces/Dekkera cells (Suarez et al. 2007).
Identification and quantification on time of this yeast are extremely important for
appropriate actions of wine makers to avoid organoleptic deviations of wine

characteristics.

Traditional methods for identification and enumeration of Brettanomyces/Dekkera in
wine are based on culturing in selective media, and typically, it takes one or two weeks
to perform. In this case, identification and selectivity are based on one or several of the
following characteristics: production of the "Brett" character due to the presence of
hydroxycinnamic acids in the culture medium; production of acetic acid, which is
detected by color change due to the presence of a pH indicator in the selective medium
or to calcium carbonate; presence of antibiotics that prevent the growth of numerically
superior yeasts (specially Saccharomyces spp.) and bacteria; presence of ethanol in the
growth medium as a selective carbon source for Brettanomyces (Snowdon et al. 2006).
Nevertheless, none of these culture media are totally selective, and false-positive and
false-negative results can occur. Molecular biology methods for rapid detection and
identification of Brettanomyces/Dekkera have been developed, and many are based on
PCR analysis of the DNA (Cocolin et al. 2004; Ibeas et al. 1996). They offer the
advantage of high specificity, fast results, and reliability; nevertheless, quantification is
not achieved by these classical PCR methods. Real-time or quantitative PCR (Q-PCR)
assays offer not only the possibility of detecting and identifying with high specificity
and reliability, but also permit quantification of target DNA and consequently, of yeast
population in wine (Delaherche et al. 2004; Hierro et al. 2006; Martorell et al. 2005;

Phister and Mills 2003; Phister et al. 2007; Salinas et al. 2009; Tessoniére et al. 2009;
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Zott et al. 2010); nevertheless, it presents the handicap of requiring the absence of
inhibitors of the DNA polymerase in the analyzed sample, among which wine

polyphenols are notably included (Delaherche et al. 2004; Tessoniere et al. 2009).

In this study, we investigated and evaluated different protocols for preparation of wine
samples and DNA extraction, and we successfully applied the optimized protocol to a
total of 324 red-wine samples with turbidities ranging from 0.1 to 723 NTUs that were
subsequently analyzed by Q-PCR. Red-wines were also submitted to the conventional
microbiological culture method on a selective medium to detect, identify and quantify
Brettanomyces/Dekkera. We assessed the quantification limits of both Q-PCR and
microbiological culture analyses and compared the obtained results to show a

correlation between both methodologies as well as the pros and cons of each one.

Materials and Methods
Yeast strains and culture conditions

B. bruxellensis BY24 and Saccharomyces cerevisiae LVS5 strains of the collection of
oenological isolates of the Department of Food and Agriculture of the University of La
Rioja were used in this study. Yeasts were cultivated at 30 °C for 48 hours onto YPD-
agar plates [10 g L' yeast extract (Oxoid, England), 20 g L' peptone (Difco, England),
20 g L' glucose (Panreac Quimica SA, Spain), 20 g L™ agar (Difco)] under aerobic
conditions. DBDM medium with some modifications was used as
Brettanomyces/Dekkera selective and identification medium (Rodrigues et al. 2001)
containing an off-odor indicator and a pH-color indicator that detects acetic acid

production (named as Brettanomyces-specific medium).
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Wine samples and microbiological analysis

Red-wine of Tempranillo variety of the Appellation of Origin Rioja (Spain) was used
for comparison and finally developing an optimized protocol for DNA extraction and
Q-PCR analysis. Moreover, 324 samples of red-wines of Tempranillo variety of the
Spanish Appellations of Origin Rioja and Ribera del Duero, aged in oak barrels and
suspected of being spoiled by Brettanomyces, were analyzed by microbiological culture
on the Brettanomyces-specific medium and by Q-PCR analysis. These red-wines
presented turbidity values from 0.1 to 723 NTU. Wine samples were processed for
microbiological culture as follows: a 10 mL volume of the homogenized wine sample
was placed in a sterile tube, centrifuged at 3,000 g for 10 min. The supernatant was
discarded; the cell pellet was resuspended in 1 mL of sterile 0.15 M NaCl; 100 pL of
this cell suspension was spread onto YPD-agar and Brettanomyces-specific medium
plates, and incubated at 30 °C for total yeasts and Brettanomyces counting respectively.
Colonies obtained on the Brettanomyces-specific medium were isolated and
reconfirmed as positive Brettanomyces by the specific classical PCR analysis described

below.

Wine samples and washing procedures

The following washing procedures were applied before yeast DNA extraction from

wine samples in order to perform subsequent PCR and Q-PCR analyses.

Washing method A: Low turbidity wines (< 50 NTU) were submitted to the following
washing procedure: 1 mL of the homogenized wine sample was placed into an
eppendorf tube and centrifuged at 13,600 g for 5 min in a Heraeus microfuge (Biofuge

Pico, Heraeus, Germany). Supernatants were discarded and pellets resuspended in 1 mL
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of washing buffer (0.05 M Tris.Cl, 0.15M NaCl, 100 ml L ethanol). After briefly
vortexing, samples were centrifuged again and supernatants discarded. This washing
and centrifugation process was repeated once more, supernatants were discarded and

cell pellets were conserved for DNA extraction.

Washing method B: Wines with turbidity higher than 50 NTU were submitted to the
same procedures of washing method A, and when necessary one more washing step was
included to recover a colorless supernatant. Pellets were resuspended in 100 puL of
washing buffer and spread onto a sterile YPD-agar plate. The suspension was carefully
distributed onto the plate surface with a sterilized inoculation loop and incubated over-
night at 30 °C. This step was included to promote absorption of wine color particles into
the agar and to prevent DNA polymerase to be inhibited by wine tannins and pigments
during PCR analysis (Delaherche et al. 2004; Phister and Mills 2003; Tessoniere et al.
2009; Jara et al. 2008). After incubation, yeast cells grown on the surface of the whole
plating area were recovered with an inoculation loop repeatedly and resuspended in 1
mL of washing buffer. Samples were centrifuged again in the microfuge at 13,600 g for

5 min, and pellets were submitted to DNA extraction.

Control wine samples were prepared to evaluate the different protocols for DNA
extraction and subsequent Q-PCR analysis. Serial dilutions of B. bruxellensis BY24
cells were suspended either in an amicrobically filtered red-wine (0.20 pm, Corning Inc,
Germany), or in 0.15 M sterile NaCl solution. The cell concentration range studied was
4107 — 4 cells mL™, determined by optical density at 600 nm with a spectrophotometer
Ultrospec 2000 (Pharmacia Biotech, England), where 1 ODgy corresponds
approximately to 2 107 cells mL™" (Ausubel et al. 1992), and by colony counting on

YPD-agar plates. These control samples contained as well a fixed concentration of 2 10°
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cells mL™ of S. cerevisiae strain LV5 to resemble enological conditions and to quench

cell losses during DNA extraction procedures.

DNA extraction methods

Six different DNA extraction methods were tested:

I1.

I11.

IV.

Cell pellets were resuspended in 200 puL of InstaGene matrix (BioRad, USA) and

manipulated according to manufacturer’s recommendations.

Cell pellets were resuspended in 200 pL. of PrepMan Ultra reagent (Applied

Biosystems, USA), and treated according to manufacturer’s recommendations.

Cell pellets were resuspended in 200 pL of lysis buffer (500mM pH 8.0 Tris,
100mM B-mercaptoethanol). A volume of 25 pL of fresh lyticase (3 mg mL;
Sigma-Aldrich, USA) was added to each sample, and samples were incubated in a
water bath at 37 °C for 25 min; this step was repeated once more. Samples were
vigorously vortex stirred, boiled in water bath for 15 min, frozen and thawed, and
centrifuged at 3,400 g for 1 min in the microfuge. Supernatants were recovered and
transferred to DNeasy plant mini spin columns (Qiagen, Germany), and

manipulated according to manufacturer’s recommendations.

Cell pellets were resuspended in 200 pL of lysis buffer (500 mM pH 8.0 Tris, 100
mM pB-mercaptoethanol). A volume of 25 uL of fresh lyticase (3 mg mL™'; Sigma-
Aldrich) was added to each sample, and samples were incubated in a water bath at
37 °C for 25 min; this step was repeated once more to obtain cell lysates, and
finally boiled in water bath for 15 min. Samples were vigorously vortex stirred,
frozen and thawed, and centrifuged at 3,400 g for 1 min in the microfuge. After

centrifugation, 100 pL of the supernatant was recovered in a sterile tube, and
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protein precipitation and DNA isolation were carried out according to Sambrook et
al. (1989) with some modifications, as follows: 200 uL of solution II (0.2 N NaOH,
0.01 ¢ mL" sodium dodecyl sulfate) were added to the 100 pL sample, gently
mixed, and incubated in an ice bath for 15 min. 150 pL of solution III (3 M for
potassium ion, 5 M for acetate) were added, gently mixed and incubated in the ice
bath for 5 min. The sample was then centrifuged at 13,400 g for 5 min at 4 °C
(5415R Centrifuge; Eppendorf, Germany), 900 uL of ethanol at 4 °C were added
and gently mixed. The sample was once more centrifuged and the supernatant was
gently eliminated with a micropipette. After drying, the pellet was resuspended in

50 pL of ultra-pure water.

Cell pellets were resuspended in 200 pL of the lysis buffer and submitted to the cell
lysis with fresh lyticase as described above. After incubations with lyticase samples
were vigorously vortex stirred, frozen and thawed, and centrifuged at 3,400 g for 1
min in the microfuge. The supernatants obtained after centrifugation were carefully
transferred to Amicon filters (0.5 mL, 100 K membrane; Millipore, Ireland) and

manipulated according to manufacturer’s recommendations.

Cell pellets were resuspended in 200 pL of the lysis buffer and submitted to the cell
lysis with fresh lyticase described in method IV. After incubations with lyticase,
samples were vigorously vortex stirred, frozen and thawed, and centrifuged at
34400 g for 1 min in the microfuge. After centrifugation, 25 pL of
polyvinylpolypyrrolidone (PVPP) (PolyClar, Laffort, Spain) were added to the cell
lysate and the sample was kept under gentle agitation at 4 °C during 60 min. It was
then centrifuged at 13,400 g for 1 min, 4 °C (5415R Centrifuge; Eppendorf), and

100 pL of the supernatant recovered in a sterile tube. Protein precipitation and
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DNA isolation were carried out as previously described in method IV. Two

different concentrations of PVPP were assayed, 10 and 20 mg mL™".

PCR analysis

To confirm Brettanomyces/Dekkera identification of wine isolates recovered by
growing on the selective medium, the specific amplification of Brettanomyces by PCR
previously published by Cocolin and col. (2004) was used, with some modifications as
follows: PCR reactions were carried out in 50 pL final volumes containing 10 pL of
DNA template, 0.5 pM of the respective primers (DB90OF and DB394R), 5 pL of
10xNH4 reaction buffer (Bioline, United Kingdom), 3 pL of 50mM MgCl, solution
(Bioline), 0.05 mM of each deoxynucleotide (Deoxynucleotide Mix; Sigma, USA), and
1.5 U of Taqg DNA polymerase (Bioline). PCR conditions were: initial denaturing at 95
°C for 5 min; followed by 40 cycles of denaturing at 95 °C for 1 min, annealing at 67 °C

for 45 s, and extension at 72 °C for 7 s.

PCR reaction based on the variable D1/D2 domain of 26S ribosomal subunit of
ascomycetous yeasts (Kurtzman and Robnett 1998) was subsequently used to check

DNA quality and to detect possible failures on DNA extraction protocol.

All reactions were performed with T3000 thermocycler (Biometra, Germany). PCR
products were analyzed by electrophoresis on 15 g L agarose gel (D1 low EEO;
Pronadisa, Spain) in Tris-borate-EDTA buffer (90 mM Tris-borate, 2 mM EDTA;
Panreac, Spain), stained with ethidium bromide (0.3 mg L™; BioRad, USA), and
visualized under a Chemi Genius UV-lighter (Syngene, United Kingdom) with the

GeneSnap v 6.01 software (Syngene).

10
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Real-time (or quantitative) PCR (Q-PCR) analysis

The specific Q-PCR method to detect and quantify Brettanomyces/Dekkera previously
described by Phister and Mills (2003) was used. Reactions were performed in triplicates
using an iCycler-iQ thermocycler with iCycler-optical module (BioRad). Each 25 uL
reaction mix contained 12.5 pL of iQ-SYBR Green Supermix (Bio-Rad), 7.2 pL of
ultra-pure water, 0.225 uL of DBRUX-F primer (900 nM), 0.075 uL of DBRUX-R
primer (300 nM), and 5 pL of DNA sample. Q-PCR results were analyzed with iCycler-

1Q software 3.1.7050 (BioRad).

Statistical analysis

Comparison of quantification data obtained by Q-PCR and concomitantly by counting
on the specific medium was performed using bilateral Pearson’s correlation with a 0.01
significance level. Analyses were performed using IBM-SPSS Statistics 19.0 software
for Windows (IBM-SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Comparison of results obtained by
culture on the specific medium and Q-PCR analysis was expressed as per cent
agreement between both methods and kappa statistics. The estimated kappa, which
excludes the chance-induced agreement, was interpreted as follows: values below 0.4
represent “poor” agreement, 0.4 - 0.6 represent “moderate” agreement, 0.6 - 0.8

represent “good” agreement, and greater than 0.8 represent “excellent” agreement.

Results and Discussion
DNA extraction methods and PCR analysis
Results of Brettanomyces specific PCR analysis performed with DNA samples obtained

from control wines containing 10-fold dilution series of Brettanomyces strain BY24

11
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cells and submitted to the six different DNA extraction protocols described in Materials
and Methods section, are shown in Table 1. As shown in this table, no amplification
bands were obtained when the methods I, Il and Il were used to obtain DNA from
Brettanomyces cells. In these cases, negative results were obtained as well for
ascomycetous yeasts PCR (Kurtzman and Robnett 1998) (results not shown), indicating
that those methods did not work for DNA extraction in such a complex matrix as wine.
With method [V, Brettanomyces-specific bands were detected for every cell
concentration from 4 10’ to 4 10° cells mL'. For both methods, V and VI,
Brettanomyces-specific bands could be detected for every cell concentration assayed
down to a limit of 40 cells mL™". The method VI of extraction was performed using 10
and 20 mg mL" PVPP, and band amplifications by PCR were obtained only when 20

-1
mg mL~ was used.

DNA extraction methods and Q-PCR analysis

Based on the results obtained for PCR analysis, DNA extraction methods 1V, V and VI
for were tested for subsequent DNA detection and quantification by the Q-PCR
described in Materials and Methods. As it is known, in Q-PCR analysis the increase of
the recorded fluorescent signal is proportional to the amount of DNA synthesized
during each amplification cycle, and individual reactions are characterized by the cycle
fraction at which fluorescence first rises above a defined background fluorescence, or
the threshold cycle (Ct) (Bustin 2004). Specific melting temperature (Tm) was always
verified (Figure 1) and the threshold cycles for each triplicate were considered for
application on every standard curve. Figure 2 illustrates the amplification curves
obtained by Q-PCR analysis of DNA extracted from an amicrobically filtered red-wine

containing 10-fold dilution series, from 4 10° to 4 cells mL™, of Brettanomyces BY24

12
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control cells and following DNA extraction method V. Figure 3.B shows these Q-PCR
results expressed as Ct values versus Brettanomyces cell concentration in wine
(logarithm values), and the linear correlation coefficient resulting from the
corresponding analysis. The results obtained when this experiment was repeated
following DNA extraction methods IV and VI are shown in Figures 3.A and 3.C
respectively. Although methods IV and VI worked for DNA extraction from cells in red-
wine and PCR polymerase inhibitors were apparently eliminated, in both cases the
target DNA was in a very low concentration and the data obtained did not return good
linear correlation factors. Both methods were not considered valid for detection and
quantification of Brettanomyces/Dekkera, above all because wine spoilage is considered
critical when the population of this yeast reaches levels of 10° cells mL™ (Chatonnet et
al. 1995; Lonvaud-Funel and Renouf 2005). The method V of DNA extraction (Figure
3.B) provided satisfactory results, showing minimal losses of genetic material as well as
no interfering inhibition in the Q-PCR analysis. Under these conditions, the linear

correlation was maintained in the concentration range from 40 to 4 10" cells mL™,

When this method V was used for analysis of high turbidity wines, results were quite
different and inhibition of Q-PCR reaction was frequent. Therefore, the washing method
B described in Materials and Methods section was applied when wines showed turbidity
higher than 50 NTU and subsequently, the method V for DNA extraction was
performed. Figure 4.A shows the results obtained from three independent experiments
performed with Brettanomyces BY24 control cells suspended in filtered red-wine
(turbidity-free), following cell washing method A and subsequent method V for DNA
extraction. Figure 4.B shows the results obtained when the experiments were performed
with Brettanomyces BY24 control cells suspended in the non-filtered red-wine

(turbidity = 73.6 NTU) following cell washing method B and subsequent method V for

13
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DNA extraction. Results showed that both methods rendered good linear correlation
factors (R* > 0.96), as shown in Figure 4, detection limits were 4 — 4 10° cells mL™" and
quantification of Brettanomyces was possible down to a value of 25 cells mL™ for low
turbidity wines, and 16 cells mL™, for wines with turbidity higher than 50 NTU

submitted to the cell washing method B.

Previous works successfully applied Q-PCR for detection of Brettanomyces/Dekkera in
red-wines. Notwithstanding, the lowest limits of quantification that were reported were
around 10* cells mL™, and authors mainly attributed such an absence of sensitiveness to
the presence of inhibitors or also to interactions between phenolic compounds and cell
components (Delaherche et al. 2004) . Phister and Mills (2003) could quantify down to
10 cells mL™" when the obtained DNA sample was diluted 10-fold before Q-PCR
reaction, and moreover, assays were performed in previously filtered red-wine.
Tessoniere et al. (2009) also proposed a method of DNA preparation using PVPP for
direct analysis by Q-PCR of naturally spoiled wines, obtaining limits of detection in the
range of 26 — 100 cells mL™ for red-wines, but reported failures on detection of target
DNA when wines had some turbidity. The major handicap for all these methods applied
to natural spoiled red-wines was the presence of solid particles in suspension, which
meant wine turbidity, and wine tannins and pigments that inhibit PCR; consequently,
the reported threshold detection limits were higher than the quantification limit of 16

cells mL™ that we report in this work for wines with high turbidity (> 50 NTU), which
allows detecting and quantifying Brettanomyces/Dekkera in all winemaking stages,
regardless of the turbidity of the sample. In this case, previous washing steps and
intermediated over-night incubation on plates allowed, respectively, removal of color

pigments and other particles, thereby eliminating inhibition on PCR reactions.

14
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Results obtained by Q-PCR and microbiological analysis by culture of wine

samples

Table 2 shows the results obtained for the 324 red-wine samples submitted to both
analyses: microbiological culture on the Brettanomyces-specific medium, and the Q-
PCR analysis described above. According to the analyses results, samples were grouped

into 5 classes:

1) Those showing both specific amplification signals by Q-PCR, and growth of
acidogenic colonies on the Brettanomyces-specific medium (21.0 % of total
samples). Analysis of these samples by Q-PCR rendered quantification results
either in the same range of magnitude as that CFU mL™ obtained by culture
analysis, or up to 10° fold higher numbers (data not shown). These differences can
be explained by the fact that Q-PCR quantifies both viable and non-viable
Brettanomyces cells, which include dead cells and remaining DNA from broken
Brettanomyces cells in the wine sample, whereas the culture analysis on the specific
medium quantifies only viable, and therefore, metabolically active Brettanomyces
cells. Q-PCR analysis allowed estimating Brettanomyces populations, including
both viable and non-viable cells, down to 7 cells mL™, and the microbiological
culture analysis on the specific medium allowed quantifying even 1 CFU mL™! of
viable Brettanomyces cells. Statistical analysis of these data returned a positive

Pearson’s correlation of 0.772 between both methods (p < 0.01).

2) Wine samples that were Brettanomyces-free according to both analyses. These
samples accounted for 34.6 % of the total analyzed wine samples. Among these
Brettanomyces-negative samples, 46 % showed very low non-Brettanomyces yeast

populations (from 0 to less than 10 CFU mL™) due to clarification procedures
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performed by the winemaker during wine elaboration, and 54 % showed total yeast

populations between 10 and 10° UFC mL™ (data not shown).

The overall agreement between Q-PCR analysis and the microbiological culture
method was 86.8 %, with a “good” (0.6 — 0.8 interval) agreement range (kappa
value = 0.69), as shown in Table 2. It should be pointed out that this agreement
range was obtained for the analysis of the wide range of red-wine samples of this
study (turbidities from 0.1 to 723 NTU) that contained their own indigenous
microbial population, which included bacteria and yeast, most probably S.

cerevisiae strains remaining from the alcoholic fermentation.

Samples with false-negative results by Q-PCR and showing positive-colonies on
the Brettanomyces-specific medium, which were reconfirmed by specific PCR
analysis of the isolated strains from the Brettanomyces-specific medium. These
samples accounted for 7.7 % of the total ones, presenting populations from 1 to 10*
CFU mL™ on the Brettanomyces-specific medium. Most of them (84 %) showed
very low total-yeast populations (< 100 CFU mL™) (data not shown), which could
be the reason why during the washing and/or DNA extraction stages, cells and

DNA for Q-PCR were lost and Q-PCR analysis rendered negative results.

Wine samples that presented a positive result by Q-PCR and negative results by cell
culture on the Brettanomyces-specific medium (31.8 % of total wine samples).
These results, similarly to group 1, can be explained by the fact that Q-PCR
quantifies both viable and non-viable Brettanomyces cells, and DNA present in the
wine sample. Non-viable Brettanomyces cells and DNA still persisting in the wine
samples indicate that Brettanomyces cells have existed in that wine at some stage of
the elaboration process, and can provide useful information for the wine maker,

who can thus assess whether a process of sanitation has been successfully applied.
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5) This group includes samples that gave false-positive colonies on the
Brettanomyces-specific medium (4.9 %), and which after isolation and analysis by
specific PCR were not confirmed as Brettanomyces. False-negatives on specific or
semi-specific culture media always occur, and species such as Candida
wickerhamii, Candida cantarellii, Debaryomyces hansenii, Debaryomyces
anomala, Kluyveromyces lactis and Pichia guilliermondii have been reported on
DBDM medium (Dias et al. 2003), and many other authors also detected growth of
non-Saccharomyces yeasts in Brettanomyces-specific media (Morneau et al. 2011;

Renouf and Lonvaud-Funel 2007).

Since the time required for DNA extraction and Q-PCR analysis (approximately 5 h) is
shorter than the microbiological culture analysis on the specific medium, which can take
up to 2 weeks, Q-PCR analysis is of interest for wine makers. Moreover, the cell
washing and DNA extraction methods presented here allow analyzing red-wines with
high turbidity (up to 723 NTU), and therefore at early stages of their ageing period. This
quick method presents as well the characteristic of its high specificity, which prevents
false positives due to other yeast cells that can be growing in the same wine.
Nevertheless, it should be taken into account that quantification by Q-PCR includes
non-viable and DNA from broken Brettanomyces cells, which renders high numbers for
populations that might be inactive. It should be born in mind that during the preparatory
protocol of DNA extraction from wine, some losses could occur (in our study 7.7 % of
the analyzed samples), and false negative analyses can appear with this Q-PCR analysis;
however, this deficiency can be considered of minor importance if we regard as the
threshold limit for appearance of the typical unpleasant off-odor 10° CFU mL" of
Brettanomyces population (Chatonnet et al. 1995; Lonvaud-Funel and Renouf 2005)

and consequently, this method is appealing for the winemaking industry. On the other
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hand, the classical microbiological culture analysis on specific media counterbalances
its lack of rapidity by its low cost, simplicity, and efficacy in quantifying viable
Brettanomyces cells, as it can detect even 1 CFU mL™" of metabolically active cells that

will be finally the ones responsible for generating the off-odors that spoil wine.

Conclusions

The wine maker knows that Brettanomyces is not expected to change wine quality from
an unspoiled by a spoiled status in a period of days, but it will take longer, and he can
choose the best strategy to analyze and control potential Brettanomyces contamination
in his wines: either the fast and efficient Q-PCR method, which can be applied to wine
samples with high turbidity that have been submitted to the DNA extraction protocol
described in this article, or the classical microbiological culture method, which is lower
cost, requires less equipment and possesses the lowest threshold (1 CFU mL™) for

detecting viable Brettanomyces spoiling cells in wine.
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Figure captions

Figure 1: Melting temperature curves of amplicons generated by Q-PCR of
Brettanomyces DNA. Specific melting temperature: 85 °C. Amplicons were
generated from DNA extracted from 10-fold dilution series, from 3 10° to 3 10*

cells mL™, of Brettanomyces cells in red wine.

Figure 2: Amplification curves of Q-PCR analysis of DNA extracted from 10-
fold dilution series, from 4 10° (curve a) to 4 cells mL"' (curve @) of

Brettanomyces cells in red wine.

Figure 3: Q-PCR results obtained with three different methods for DNA extraction
from Brettanomyces cells in wine. Fluorescence detection cycle threshold values are
plotted versus the logarithm of cells mL™". DNA extraction methods: (A) Method 1V
(DNA fractionated precipitation); (B) Method V (Amicon filters); and (C) Method VI

(DNA fractionated precipitation with PVPP). R*: linear correlation coefficient.

Figure 4: Q-PCR results obtained with cell washing methods A and B described in
Experimental section. Fluorescence detection cycle threshold values are plotted versus
logarithms of cells mL". (A) Cell washing method A for low turbidity wines (< 50
NTU). (B) Cell washing method B for high turbidity wines (> 50 NTU). R*: linear

correlation coefficient.
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Table 1: Results of classical PCR analysis of yeast DNA obtained following six

different extraction methods.

PCR results
Sample DNA extraction methods

(cells mL™) I 1 111 v \Y VI
410’ - ; - n ¥ "
4 10° - - - ¥ n n
410° - - - n n n
410" - - - + + +
410° - - - + + .
4 10° - - - + + n
40 - - - - + +

4 - - - - - -

A negative result ( - ) indicates no amplified band. A positive result (+) indicates specific amplified band
by PCR analysis. DNA extraction methods as described in the Experimental section: () extraction using
InstaGene matrix; (Il) extraction with PrepMan reagent; (I1) extraction using DNeasy plant columns;
(IV) extraction by cell lysis and DNA fractionated precipitation; (V) extraction using Amicon filters; (VI)

extraction by cell lysis and DNA fractionated precipitation using PVPP (20 mg mL™).

24



25

527  Table 2 — Analyses of red wine samples by Q-PCR and culture on the Brettanomyces-

528  specific medium.

Q-PCR Brett-specific Wine samples® Agreement
Group Kappa
analysis culture analysis (%) (%)
1) + + 68 (21.0 %)
2) ; - 112 (34.6 %)
3) ] + 25 (7.7 %)
4) + ; 103 (31.8 %)
5) - false positives” 16 (4.9 %)
Total number of analysed wine samples 324 86.8 0.69
529
530 A positive result (+) in the Q-PCR analysis indicates appearance of a specific fluorescence signal and
531 quantification. A positive result (+) in the Brettanomyces-specific culture analysis indicates appearance
532 of acidogenic colonies on the culture medium and colony counting.
533 * Percentage respect to the total number of analysed wine samples. ® False positives indicate that isolates
534 grown onto the specific culture medium were confirmed by PCR as non-Brettanomyces.

25
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Abstract

Background and Aims: Brettanomyces bruxellensis is a wine spoiling yeast responsible
for developing off-odours described as "Brett-character". The objective was to compare the
antimicrobial activity against Brettanomyces of four oenological compounds: potassium

metabisulphite (PMB), chitosan, oenological tannins and dimethyl dicarbonate.

Methods and Results: Minimal inhibitory concentrations and minimal biocide
concentrations of the antimicrobial agents were determined, and a comparative study
between B. bruxellensis and Saccharomyces cerevisiae was performed. Results allowed
assessing the anti-Brettanomyces efficacy, and PMB was assayed under winery conditions
in wines naturally contaminated by Brettanomyces. Volatile phenol production was

monitored after wine long-term storage.

Conclusions: A direct correlation was demonstrated between the quantitative data of 4-
ethylphenol, 4-ethyl-guaiacol, 4-propyl-guaiacol and 4-vinylphenol, and Brettanomyces
populations, and 100 mg/L of total PMB was shown to prevent efficiently Brettanomyces

growth in wines.

Significance of Study: The preservatives of this systematic study are most frequently used
in the wine industry against Brettanomyces. This is the first time that 4-propylguaiacol is
shown to correlate with Brettanomyces growth in wine. It is of oenological significance
that 100 mg/L of total PMB efficiently prevented Brettanomyces growth in wines and that

phenol production took place only in those low protected wines.

Keywords: Brettanomyces; sulphur dioxide; volatile phenols; chitosan; oenological

tannins; dimethyldicarbonate
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Introduction

Brettanomyces bruxellensis is a well-known yeast species in wine industry because of the
great economic losses it causes. Yeast spoilage has increased in recent years as a result of
the higher microbial susceptibility of wines, partially due to the lower doses of
preservatives demanded by consumers, and partially due to the increase of wine pH that is
emerging in wine producing regions undergoing climate warming trends (Jones et al.
2005). Brettanomyces, named Dekkera when growing as its sporulating teleomorph, is
responsible for developing off-odours described as animal, stable, horse sweat, mousy,
burnt plastic, medicinal, or phenolic taint (Licker et al. 1998; Chatonet et al. 1992), and
because of the widespread use of the term "Bret-character" in oenology and that the non-
sporulating form is the one commonly found in wines, the name Brettanomyces will be
used in this article, in spite of recent taxonomy texts that give preference to the name of the
spore forming teleomorph Dekkera (Kurtzman et al. 2011). The principal spoiling
compounds associated with Bret-character are volatile ethyl-phenols, mainly 4-
ethylphenol, 4-ethylguaiacol, 4-vinylphenol and 4-vinylguaiacol, all of them secondary
metabolites produced by Brettanomyces from the phenolic acids naturally present in wine
(Coulon et al. 2010; Dias et al. 2003; Benito et al. 2009; Tchobanov et al. 2008; Harris et
al. 2008; Godoy et al. 2008). The mousy taint has been also associated to N-heterocyclic
compounds of the family of pyridines, which can be synthesized by Brettanomyces from
wine residual aminoacids, sugars, and ethanol (Costello & Henschke 2002; Romano et al.
2008). Nevertheless, not all Brettanomyces spoiling strains are capable of producing
pyridines in the same amount, but they all are able to produce volatile phenols over a

similar range of high relative concentrations (Romano et al. 2008). This is the reason why
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monitoring Brett-character in wineries is routinely performed by analysis of wine volatile
phenols by gas chromatography (Sudrez et al. 2006). Their production by active
Brettanomyces cells leads as well to the loss of the fresh and fruity character of wines. The
Brett-character in red wines is detected when volatile phenols are above their perception
threshold (426 pg/L for a 1:10 mix of ethylphenol and ethylguaiacol, Chatonet et al. 1992),
and this happens when active cells are present in the wine at concentrations above 10°

cells/mL (Chatonnet et al. 1995; Lonvaud-Funel & Renouf 2005).

Brettanomyces is probably one of the best-adapted yeast to survive in dry red wine; it
has been described as surviving in wine under minimal sugar availability (< 150 mg/L of
glucose, Suarez et al. 2006), and growing in total absence of sugars with ethanol as the sole
carbon source (Silva et al. 2004). It is most frequently found in wines ageing in wooden
barrels, vats and equipment that are difficult to sterilise (Fungelsang 1998). For wine
makers of premium red wines submitted to the process of ageing in wood, regular
monitoring of Brettanomyces population is mandatory, and when the problem arises,
efficient antimicrobial actions should be implemented. A range of antimicrobial treatments
are available to wine makers: physicochemical treatments such as thermal inactivation
(Couto et al. 2005), high pressures (Puig et al. 2003), low electric current (Lustrato et al.
2010), pulsed electric fields (Puértolas et al. 2009), high power ultrasound (Yap et al.
2008; Yap & Bagnall 2009), steam, ozone and UV irradiation (Guzzon et al. 2011), or
filtration (Ubeda & Briones 1999; Millet & Lonvaud-Funel 2000) and racking to non-
contaminated vats. Nevertheless, these actions are palliative, their effect is transitory and
does not protect wine from further contaminations of Brettanomyces cells. A range of
preservatives, both chemical and of biological origin, have been reported to inhibit
Brettanomyces growth in wines. The longest-established additive is sulphur dioxide

because of its antioxidant and antimicrobial properties (Agnolucci et al. 2010) and
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alternative inhibitors of the growth of Brettanomyces have been proposed in the last ten
years. Recently, a range of compounds have been included as Brettanomyces inhibitors
whose use is approved or recommended in wine making. The use of dimethyl dicarbonate
(DMDOQC) is currently allowed exclusively for wines with sugar content > 5 g/L and its
application should be performed shortly before bottling (EU regulation 643/2006).
Chitosan, a deacetylated polysaccharide derived from chitin, has been reported as an
efficient antimicrobial agent against Brettanomyces, with the advantages of being
biodegradable and nontoxic (Kong et al. 2010). Hydroxicinnamic acids (Harris et al.,
2010), synthetic peptides (Enrique et al., 2007) and some yeast killer toxins isolated from
Pichia anomala, Kluyveromyces wickerhamii (Comitini et al., 2004; Comitini & Ciani,
2011), Pichia membranaefaciens (Santos et al., 2009) and Ustilago maydis (Santos et al.

2011) strains, have been reported to possess fungicidal effect against Brettanomyces.

The objective of this work was to perform a systematic study comparing the activity,
both as growth inhibitors and as fungicides against Brettanomyces, of four compounds that
currently are available in the market for wine making: potassium metabisulphite (PMB),
chitosan, oenological tannins and DMDC. This systematic study was performed with 31
oenological strains, including the species Brettanomyces bruxellensis and Saccharomyces
cerevisiae. We determined minimal inhibitory concentration (MIC) and minimal biocide
concentration (MBC) of the antimicrobial agents alone and in presence of ethanol. Results
allowed determining the anti-Brettanomyces efficacy, and PMB was assayed under winery
conditions in wines naturally contaminated by Brettanomyces. In addition, volatile phenol

production was monitored after long-term storage (22 months) of the contaminated wines.
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Materials and methods

Yeast strains and culture conditions

Sixteen B. bruxellensis and 15 S. cerevisiae strains were included in this study; 22 of them
were recovered from red wines during the period 2005-2010 and belong to the collection of
oenological isolates of the Department of Food and Agriculture of the University of La
Rioja; 6 S. cerevisiae strains were commercial yeast starters for winemaking, and 3 strains
were obtained from the Spanish Culture Type Collection (CECT) as shown in Table 1.
Yeast species identification was performed by specific PCR analysis: B. bruxellensis,
according to the method of Cocolin et al. (2004), and S. cerevisiae, according to the
method of Ferndndez-Espinar et al. (2000). Yeast strains were cultivated for 24 h to 48 h
on YPD agar [10 g/L yeast extract (Oxoid Ltd., Basingstoke, UK), 20 g/L peptone (Becton,
Dickinson Co., LePont de Claix, France), 20 g/L glucose (Panreac Quimica S.A.,
Barcelona, Spain), 20 g/L agar (Becton, Dickinson Co.)] and fresh cultures were used for

the antimicrobial activity assays described below.

MIC and MBC determination

MICs were determined by the microtiter dilution method, in duplicates and using serial
double dilutions of the antimicrobial agents. Yeast cells from a fresh culture were
resuspended in sterile saline solution to reach 1.2 optical density units (OD) at 600 nm, and
12.5 pL was added to a final volume of 100 pL in the microtiter assay. Cell growth was
determined by absorbance at 655 nm. YPD broth, at pH values adjusted to either 4.0 or 3.5,
was used for the microtiter assays. MIC was defined as the smallest amount of
antimicrobial agent needed to inhibit more than 50 % the growth of the strain after

incubation for 48 to 72 h. MBC was determined as the minimal concentration of the
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antimicrobial agent that killed more than 99.9% of the initial inoculum after incubation for
48 to 72 h. MICsy and MICyy were defined as the MIC that inhibited 50% and 90%,
respectively, of the tested microorganisms. Analogous definitions were applied to MBCs
and MBCy. Potassium metabisulphite (PMB) (Dolmar, Gimileo, Spain) was tested in the
concentration range from 50 to 0.003 g/L; oenological chitosan (Lallemand, Toulouse,
France) was tested from 250 to 0.12 mg/L; and oenological tannins (total polyphenol index
= 29.2) (TaniStop, Dolmar) were tested in the concentration range from 4 to 0.002 mL/L;
dimethyl dicarbonate commercialised as Velcorin® (99.8% purity) (Lanxess, Leverkusen,
Germany) was tested in the range of 5 to 0.002 g/L, all of them in double serial dilutions.
The antimicrobial agents were tested both alone and combined with 12.5% ethanol

(Panreac Quimica S.A.), always in duplicates.

Wine production

Red wine was elaborated from c.v. Tempranillo red grapes from local vineyards of the
northern Spanish region of La Rioja. Fermentations were carried out in 15,000 L wooden
tanks. Alcoholic fermentation was performed in the presence of grape skins, seeds and
stalks, with the indigenous S. cerevisiae yeast strains and after SO, addition. At the end
point of alcoholic fermentation, wine was drawn off from the lees (racking) and placed

homogeneously into wooden barrels for malolactic fermentation.

Temperature was maintained around 22 °C. After malolactic fermentation (malic acid
content < 0.10 g/L), the wine recovered with solid particles from the bottom of one barrel
was employed for the experiment as it presented a slight taint of some non-identifiable
aroma deviation. Turbidity was measured (Turbidimeter 2100N, Hatch Co.) and the value

obtained was 219 NTU. The general chemical composition of the wine was determined
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according to EC official methods (1990), rendering the following values: pH 3.8; volatile
acidity 0.61 g/L; total acidity 3.09 g/L, residual sugars < 1.8 g/L, and total SO,
concentration 14 mg/L. PMB (Dolmar) was added when necessary to obtain final
concentrations of 28 mg/L, 50 mg/L and 100 mg/L and experiments were carried out in 15
repeats. Samples were bottled and stored at 15 °C under darkness for 22 months.
Microbiological analyses were performed on the initial wine, after 4 months and at the end

of storage, and chemical analysis of volatile phenols was performed at the end of storage.

Analysis of volatile phenols (SPE and GC-lon Trap-MS analysis)

This analysis was carried out using the method proposed and validated by Lopez et al.
(2002). In accordance with the method, 50 mL of wine, containing 25 uL of 3-tert-butyl-4-
hydroxyanisole solution (containing 10 mg of this compound per g of ethanol) and 75 pL
of a surrogate standard solution that included 2-octanol, was passed through a cartridge
filled with LiChrolut-EN resin (Merck, Darmstadt, Germany) at about 2 mL/min. The
sorbent was dried by letting air pass through (-0.6 bar, 10 min). Analytes were recovered
by elution with 1.3 mL of dichloromethane. An internal standard solution was added to the
eluted sample. The extract was then analyzed by GC with ion trap MS detection under the

conditions described by Lopez et al. (2002).

Microbiological analysis

Wine samples were processed for microbiological analysis as follows: 10 mL of wine
sample was placed in a sterile tube and centrifuged at 3,000 g for 10 min. The supernatant
was discarded and the pellet resuspended in 1 mL of sterile 0.15 M saline solution. 100 pL

of the suspension was spread onto YPD-agar plate [10 g/L yeast extract (Oxoid), 20 g/L
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peptone (Becton, Dickinson Co.), 20 g/L glucose (Panreac Quimica S.A.)] for total yeasts
counting. DBDM medium with some modifications (Rodrigues et al. 2001) named as
Brettanomyces-specific medium, was used for Brettanomyces counting, and mannitol-agar
[5 g/L yeast extract (Oxoid), 3 g/L peptone (Becton, Dickinson Co.), 25 g/I. D-mannitol
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany)] for acetic acid bacteria (AAB) counting. MRS-agar
(Oxoid) plates were used to identify lactic acid bacteria. Isolates obtained from
Brettanomyces-specific medium were species confirmed by PCR analysis (Cocolin et al.

2004).

Statistical Analysis

Statistical methods used for data analysis were as follows: discriminant function analysis
and two-sided Pearson’s correlation coefficients were used to examine relationships among
the analysed variables (microbial populations and concentrations of volatile phenols).
Analysis of variance (ANOVA) was applied for data with normal distribution and
homogeneous variances, and Kruskal-Wallis test was applied for data that did not fulfill
those requisites. IBM-SPSS Statistics 19.0 software for Windows (IBM-SPSS Inc.,

Chicago, IL, USA) was used for data processing.

Results and Discussion
Potassium metabisulphite antimicrobial activity

Figure 1 shows MIC values of PMB determined at pH 4.0 (Figure 1A) and 3.5 (Figure
1B), and it is clearly shown that the antimicrobial activity of this agent against

Brettanomyces was higher at pH 3.5 than at pH 4 (10-fold higher). This increased activity
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at lower pH is in accordance with the acid character of metabisulphite (pK value of 1.81)
(Usseglio-Tomasset & Bosia, 1984), which in solution yields higher amounts of the
molecular and more active SO, form at lower pH values. Our results are in agreement with
former studies that reported PMS inhibitory concentrations against Brettanomyces in the
range of 20-60 mg/L (equivalent to free molecular SO, concentrations of 0.25 - 0.67 mg/L)
in synthetic wine (Du Toit et al. 2005; Agnolucci et al., 2010) and culture broth (Barata et

al., 2008; Conterno et al., 2006).

Figure 2 shows that PMB increased its activity in presence of 12.5 % ethanol (MICs
= 24 mg/L), when compared with 6 % ethanol (MICsy = 96 mg/L) or without ethanol
(MICsp = 48 mg/L) in the growth medium. Biocide action of PMB was also powerful in
combination with 12.5% ethanol, as shown in Table 2 (MBCqy= 48 mg/L.) when compared
with no ethanol addition (MBCyy= 96 mg/L), or 6% ethanol (MBCyy= 190 mg/L, data not
shown). This effect of ethanol in potentiating the inhibitory activity of PMB was in
accordance with results reported for other PMB sensitive microorganisms, such as lactic
acid bacteria (Rojo-Bezares et al. 2007) that can also spoil wines when their growth is not
under strict control. This synergic action of PMB and 12.5 % ethanol is of great
importance for the wine maker who can achieve the biocide activity of PMB with low
concentrations of this agent (48 - 96 mg/L) in a wine with 12.5 % ethanol, which can

undergo ageing and storage with this anti-Brettanomyces preservative.

Regarding the effect of PMB on S. cerevisiae, strains of this species were much more
resistant than Brettanomyces strains, and they tolerated high concentrations of PMB in
absence of ethanol (MICs5, and MBCyy= 780 mg/L), as shown in Table 2. Nevertheless,
PMB resistance decreased in presence of 12.5% ethanol (MICsy= 48 mg/L, MBCgyy= 390
mg/L). It is important to note that this species itself can produce a certain amount of SO,,

in the range of 10 to 40 mg/L, as a fermentation by-product (Romano & Suzzi, 1993). The
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rules of the International Organistion of Vine and Wine (OIV) consider 150 and 200 mg/L
as maximal limits for total SO, concentrations that can be found in red and white wines
respectively, which according to our results could be considered efficient concentrations
not only to inhibit Brettanomyces growth, but also as operative biocide concentrations. It
should be also taken into account that PMB efficacy is strongly dependent on the wine acid

pH, as discussed above.

Antimicrobial activity of chitosan, oenological tannins and DMDC

Figure 3 and Table 2 show the antimicrobial activity of the three studied fungicides,
which are currently used in winemaking against Brettanomyces: chitosan, oenological
tannins and DMDC, and Table 3 shows the corresponding MIC and MBC of the
antimicrobial agents for each Saccharomyces and Brettanomyces strain of this study.
Figures 3 A and 3 B show that the inhibitory activity of chitosan against Brettanomyces
was very similar in absence and in presence of 12.5 % ethanol in the culture broth (YPD
broth, pH 3.5), showing the same MICqyy value of 62 mg/L (Table 2). Its biocide
concentration MBCyy value could not be determined as it was over the studied
concentration range, and its MBCsg in presence of 12.5 % ethanol was 62 mg/L, which
means that this concentration was enough to kill and avoid cell growth of 50% of the
strains. Previous studies had reported that 6 g/L of shell crab chitosan was required to
control Brettanomyces growth (Goémez-Rivas et al., 2004), nevertheless, the currently
allowed chitosan for oenological practices should be exclusively of fungal origin, and our
results were obtained with the fungal chitosan for oenological use, which explains the

difference between our results and the previously reported value.

11
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Regarding the assayed oenological tannins [commercial solution with a 29.2 total
polyphenol index, equivalent to 244 mg/L of tannic acid (Mataix & Luque de Castro,
2001)] Figures 3 C and 3 D show that ethanol played a major role, and Table 2 shows that
the concentrations needed to inhibit 50 % and 90 % of Brettanomyces strains drastically
decreased respectively from 0.5 mL/L and 1 mL/L, to 0.12 mL/L in presence of 12.5 %
ethanol in the culture broth. Tannins presented biocide activity against 50% of the studied
strains at a concentration of 0.25 mL/L, and as in the case of chitosan, the MBCy, value
was above the studied concentration range, which included the legal limit for the use of
commercial oenological tannins against Brettanomyces (0.4 mL/L). Tannins are known to
strongly associate with proteins and glycides and to provoke precipitation of large
macromolecular aggregates in wine, mainly stabilised by hydrophobic interactions and
hydrogen bonds (Ribérau-Gayon et al. 2006). The antifungal activity of tannins may be
associated to this character, and the effect of ethanol in strongly potentiating their
antifungal activity, shown in Table 2, supports this hypothesis as ethanol reduces the local
dielectric constant and modifies hydrogen bonds, thus inducing cell flocculation (Soares
2011). Chitosan antifungal activity has been associated to its cationic character, which
increases at acid pH and with a higher degree of deacetylation, therefore, the higher
positive charge density, the stronger antimicrobial activity of chitosan (Kong et al. 2010).
Our results showed that ethanol did not modify significantly chitosan activity against
Brettanomyces, which could be expected as ethanol is not able to modify the electric

charge of chitosan.

DMDOC in the assayed concentration range (5 to 0.002 g/L) showed a potent inhibitory
effect on Brettanomyces and Saccharomyces growth under our experimental conditions, as
shown in Figures 3 E and 3 F. DMDC way of action was reported to be by penetrating

yeast cells and binding histidine residues located at the catalytic centre of key enzymes for
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yeast survival (Hornsey, 2007). Former studies (Costa et al., 2008; Delfini et al. 2002;
Renouf et al., 2008) reported DMDC MIC values in the range of 100 - 250 mg/L against
Brettanomyces assayed in grape juice or in wines supplemented with glucose, and our
results obtained for strains growing in YPD broth containing 12.5 % ethanol are in

agreement with those formerly reported.

Both yeast genera of our study, Saccharomyces and Brettanomyces, were affected by
the presence of ethanol in the culture broth and presented increased sensitivity to the
antimicrobians when these were present in the culture broth in combination with 12.5 %
ethanol. Nevertheless, Brettanomyces strains were more sensitive to chitosan and
oenological tannins, which showed specificity against Brettanomyces and did not show
biocide activity against Saccharomyces strains either in absence or in presence of ethanol
(Table 2) at concentrations equal or under their corresponding legal limits (100 mg/L for
chitosan and 0.4 mL/L for oenological tannins). In the case of DMDC, it could inhibit the
growth of both Brettanomyces and Saccharomyces strains (MICsy values under the legal
limit of 200 mg/L) and showed a MBCs, value under the legal limit only against

Brettanomyces in presence of ethanol (Table 2).

Potassium metabisulphite activity against Brettanomyces in wines

The selected antimicrobial agent to study biocide activity against Brettanomyces in
naturally contaminated red dry wines was PMB. The initial red wine (turbidity 219 NTU)
of this study showed 1.6 10° CFU/ml (counted on YPD agar-plates) of total yeast
population, no colonies for Brettanomyces, and an initial acetic acid bacteria (AAB)
population of 8.0 10> CFU/ml (mannitol-agar plates). Figure 4 shows the results obtained

for total yeast, Brettanomyces and AAB populations in the series of bottled wines with
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total PMB concentrations of 28, 50 and 100 mg/L after 4 and 22 months of storage in
bottles. No lactic acid bacteria were found in any of the assayed wines. AAB populations
remained around 7 CFU/ml during the whole period of storage, and no significant
differences were observed among AAB populations of wines treated with different
concentrations of PMB. Statistically significant differences were observed in
Brettanomyces populations among wines treated with 28, 50 and 100 mg/L of PMB after 4
months of storage (Figure 4A). After 22 months of storage, no viable Brettanomyces
colonies were obtained in those wines treated with 50 and 100 mg/L of PMB, whereas a
residual population of Brettanomyces viable cells was still present in wines treated with 28
mg/L of PMB (Figure 4B). Total yeast populations decreased 0.9 log units from 4 to 22
months of storage, and the residual yeast populations at the end of storage included some
Brettanomyces cells (3 CFU/ml mean value) only in those wines treated with the lowest
PMB concentration (28 mg/L), whereas there were no significant differences among the
non-Brettanomyces residual yeast populations under the three PMB treatments, showing

again that Brettanomyces was more sensitive to PMB than the other wine yeasts.

Figure 5 shows volatile phenol concentrations of the wine samples at the end of the
storage period (22 months). Statistically significant lower concentrations of 4-ethylphenol
(Figure 5 D) and 4-ethylguaiacol (Figure 5 B) were detected in those wines treated with
100 mg/L of PMB than in wines with lower PMB concentrations (50 and 28 mg/L); and
the highest concentrations of 4-vinylphenol, which is the precursor molecule for 4-
ethylphenol, were found in those wines treated with the lowest PMB concentration (28
mg/L) as shown in Figure 5 C. Regarding 4-propylguaiacol, statistically significant
differences among mean values were found, and the higher concentration of PMB used to
treat the wines, the lower content of 4-propylguaiacol in the wines after storage (Figure 5

A). This volatile phenol had been previously reported in aged red wines, and its
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concentrations correlated, as in our results, with the wine content in 4-ethylphenol and 4-
ethylguaiacol (Aznar et al. 2003, Ferreira et al., 2006) and in these former reports authors
hypothesized that 4-propylguaiacol could have a microbiological origin, however, this
supposition could not be confirmed. This molecule was also shown to exert a role in the
aromatic deviation of wines in an additive effect with 4-ethylphenol and 4-ethylguaiacol
(Cullere et al., 2004). Certain strains of lactic acid bacteria of the species Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus brevis and Pediococcus pentosaceous (Chatonnet et al. 1992)
have been reported as producers of vinylphenols, but since no viable acid lactic bacteria
were detected in our wines, their putative contribution to volatile phenol production was

excluded.

Figure 6 shows the scores for the 45 wine samples on two canonical discriminating
functions, grouped according to PMB treatments (28, 50 and 100 mg/L for groups 1, 2 and
3 respectively) and with 7 variables (3 microbial populations and 4 volatile phenols).
Functions 1 and 2 explained 97.4 and 2.6 % respectively of the variance values, and the
highest standardised correlation coefficients of Function 1 corresponded to the variables:
concentration of 4-ethylguaiacol (coefficient 1.224), concentration of 4-propylguaiacol
(coefficient 1.116), concentration of 4-ethylphenol (coefficient -1.919) and Brettanomyces
population after 4 months of storage (coefficient 0.999), and these four variables showed
as well the highest absolute correlation with Function 1 (Table 4); on the contrary, the
lowest correlation was for AAB population (coefficient 0.181). Therefore, our results
showed that Brettanomyces population after storage in glass bottles for 4 months was
dependent on the PMB treatment and correlated inversely with the PMB concentration
adjusted before storage, being 100 mg/L of total PMB sufficient to prevent Brettanomyces
growth. Levels of the volatile phenols: 4-ethylguaiacol and 4-ethylphenol, which are the

metabolic final products of the vinyl-phenol reductase (Tchobanov et al., 2008) of
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Brettanomyces (Figure 7), followed the same trend as Brettanomyces population, showing
the lowest concentrations in those wines that had been treated with 100 mg/L of PMB and
showed a negligible Brettanomyces population (0.5 CFU/ml) after 4 months and no viable
cell counts after 22 months of storage. Regarding 4-propylguaiacol, its concentrations
followed the same trend as Brettanomyces population after 4 months storage and correlated
inversely with the PMB treatment concentration. This result supports the previous
hypothesis that this volatile phenol can be generated by Brettanomyces and its enzymatic
activity on a precursor molecule extracted from the oak wood, such as p-coumaric acid,
which by two successive reduction steps could generate 4-propylguaiacol. Nevertheless,
further studies are needed to identify and characterise the putative enzyme activity

involved in this process.

From the oenological point of view it is important to note that an adequate PMB
concentration was able to efficiently control Brettanomyces populations in wine, that
volatile phenol production seems to occur during the first months of storage, and finally,
that Brettanomyces viable cell populations were found only in those least protected wine

samples that contained less than 100 mg/L of total PMB.
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Figure 1: Minimal inhibitory concentrations of potassium metabisulphite at
different pH values against Saccharomyces and Brettanomyces strains.
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Figure 2: Minimal inhibitory concentrations of potassium metabisulphite
combined with different concentrations of ethanol against Saccharomyces and

©CoO~NOUITA,WNPE

Brattanomyces strains.
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Figure 3: Minimal inhibitory concentrations of chitosan, oenological tannins, and dimethyl dicarbonate
(DMDC) against Saccharomyces and Brettanomyces strains.
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Figure 4: Microbial populations of wine samples after storage.
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Figure5: Results of volatile phenols anaysis of the wine samples after storage of 22 months.
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Figure 6: Discriminant function analysis
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Figure 7: Schematic representation of the transformation of cinnamic acids into volatile phenols by

Brettanomyces enzymes
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Table 1: Yeasts included in the study.

Species Source Nl;n:;?]rsof
Brettanomyces bruxellensis wine 15
Dekkera bruxellensis CECT-1009 1
Saccharomyces cerevisiae wine 7
S. cerevisiae CECT-1678 1
S. cerevisiae CECT-1182 1
S. cerevisiaet Actiflore F33 (Laffort, Bordeaux, France) 1
S. cerevisiae var. cerevisiaet Lalvin 71B (Lallemand, Blagnac, France) 1
S. cerevisiae var. bayanust Lalvin BRL97 (Lallemand) 1
S. cerevisiae var. bayanust Enoferm QA23 (Lallemand) 1
S. cerevisiae var. cerevisiaet Uvaferm VRB (Lallemand) 1
S. cerevisiae var. cerevisiaet Uvaferm WAM (Lallemand) 1

T Commercial yeast strain.
CECT: Spanish Culture Type Collection.
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Table 2: Values of minimal inhibitory concentrations MICsy and MICg, and minimal biocide concentrations
MBCs and MBCy for the studied antimicrobial agents.

MIC MBC
Antimicrobial agent Range Microorganism

MICs MICg MBCs MBCy
Ethanol 8 — 200 S. cerevisiae >20% >20% >20% >20%
’ B. bruxellensis >20% >20% >20% >20%
PMB 6.25 - 0.003 g/l S. cerevisiae 780 mg/L 780 mg/L 780 mg/L 780 mg/L
y FUe g B. bruxellensis 48 mg/L 96 mg/L 96 mg/L 96 mg/L
S. cerevisiae 48 mg/L 390 mg/L 190 mg/L 390 mg/L

+ .25-0.
PMB + ethanolf 6:25-0003g/L B. bruxellensis 24 mg/L 48 mg/L 48 mg/L 48 mg/L
Tannins 4-0.002 mL/L S. cerevisiae >4 mL/L >4 mL/L >4 mL/L >4 mL/L
' B. bruxellensis 0.5 mL/L 1 mL/L >4 mL/L >4 mL/L
Tannins + ethanol 40,002 mLIL S. cerevisiae 0.5 mL/L 0.5 mL/L 4 mL/L >4 mL/L
' B. bruxellensis 0.125mL/L  0.125mL/L  0.25 mL/L >4 mL/L
. S. cerevisiae >250 mg/L  >250mg/L  >250 mg/L  >250 mg/L
250 - 0.12 mg/L
Chitosan ¢ B. bruxellensis 62 mg/L 62 mg/L 250 mg/L  >250 mg/L
. - S

Chitosan + ethanol 250 - 0.12 mg/L S. cerevisiae _ 62 mg/L 125 mg/L 250 mg/L 250 mg/L
B. bruxellensis 31 mg/L 62 mg/L 62 mg/L  >250 mg/L
S. cerevisiae 156 mg/L 312 mg/L 625 mg/L 1250 mg/L

DMDC 5-0.002 g/L _ ¢ g d J
B. bruxellensis 78 mg/L 156 mg/L 312 mg/L 625 mg/L
S. cerevisiae 5 mg/L 30 mg/L 625 mg/L 1250 mg/L

DMDC + ethanolt 5-0.002 g/L . g g g g
B. bruxellensis 10 mg/L 60 mg/L 120 mg/L 625 mg/L

MIC: minimum inhibitory concentration; MBC: minimum biocide concentration
T Fixed concentration at 12.5% (v/v).
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Table 3: Minimal inhibitory and biocide concentrations of the antimicrobial agents against each of the studied strains.
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MIC MBC
PMB Tannins Chitosan DMDC PMB Tannins Chitosan DMDC
Strain (mg/L) (mL/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mL/L) (mg/L) (mg/L)

A* B* A* B* A* B* A* B* A* B* A* B* A* B* A* B*

F33 0.780 0.048 >4 0.06 > 250 125 0.312 0.005 0.780 0.190 >4 1 > 250 >250 1.25 1.25

WAM 0.780 0.097 >4 1 > 250 31.25 0.312 0.019 0.780 0.190 >4 >4 > 250 >250 1.25 1.25
QA23 0.780 0.390 >4 0.5 > 250 31.25 0.156 0.039 0.780 0.390 >4 4 > 250 250  0.625 0.625

BRL97 0.780 0.390 2 0.5 > 250 31.25 0.312 0.010 0.780 0.390 >4 >4 > 250 250 1.25 1.25
C208 0.390 0.097 >4 0.5 > 250 62.50 0.078 0.005 0.390 0.097 >4 2 > 250 125  0.312 0.312
g C209 0.097 0.012 >4 0.008 > 250 5 0.078 0.002 0.190 0.048 >4 >4 > 250 125  0.312 0.156
B C201 0.048 0.006 0.5 0.016 31.25 1 0.156 0.005 0.097 0.024 >4 >4 250 250 1.25 0.625

g C199 0.097 n/g 0.062 n/g 31.25 > 250 0.039 0.002 0.097 n/g 0.5 n/g 125 125 0.156 0.01
o 71B 0.097 0.048 >4 0.5 > 250 62.50 0.078 0.005 0.097 0.048 >4 >4 > 250 250 0.312 0.625
n VRB 0.780 0.390 >4 0.5 > 250 62.50 0.312 0.005 0.780 0.190 >4 >4 > 250 >250 1.25 0.625
CNL14a 0.780 0.097 >4 0.250 > 250 31.25 0.312 0.010 0.780 0.190 >4 0.5 > 250 250 1.25 0.625
CNL15a 0.780 0.012 2 0.031 > 250 62.50 0.078 0.005 0.780 0.097 2 2 > 250 >250 0.312 0.312
CNL16a  0.780 0.048 >4 0.5 > 250 62.50 0.156 0.010 0.780 0.190 >4 1 > 250 >250 0.312 0.625
CNL2la 0.780 0.048 >4 0.5 > 250 > 250 0.156 0.005 0.780 0.190 >4 1 > 250 >250 1.25 0.625

CNL23a  0.780 0.048 >4 0.031 > 250 31.25 0.312 0.010 0.780 0.190 >4 1 > 250 250 1.25 1.25
BY24 0.097 0.024  0.250 0.125 31.25 31.25 0.039 0.010 0.097 0.097 2 2 62.50 62.50 0.312 0.078
BY48 0.097 0.024  0.250 0.031 31.25 31.25 0.039 0.005 0.097 0.024 4 0.5 62.50 62.50 0.312 0.156
CP1 0.048 0.012 0.250 0.062 31.25 31.25 0.078 0.002 0.097 0.024 0.062 0.031 125 31.25 0.312 0.078
CP16 0.048 0.024  0.125 0.125 31.25 31.25 0.019 0.002 0.097 0.024 2 0.250 62.50 62.50 0.156 0.078
CP34 0.048 0.024  0.250 0.031 31.25 62.50 0.078 0.005 0.048 0.024 1 0.125 62.50 62.50 0.312 0.156
g% NA36f 0.048 0.048 1 0.125 62.50 31.25 0.156 0.019 0.097 0.048 >4 >4 > 250 250 0.312 0.312
g PL126 0.048 0.024 1 0.125 62.50 31.25 0.156 0.078 0.048 0.048 >4 >4 > 250 >250 0.625 0.312
T PL144 0.097 0.012 0.5 0.125 62.50 62.50 0.156 0.078 0.097 0.048 >4 0.250 > 250 >250 0.625 0.625
§ PL155 0.780 0.048 0.250 0.031 31.25 31.25 0.078 0.010 0.780 0.048 >4 >4 62.50 62.50 0.312 0.156
= PL2 0.048 0.012 0.5 0.062 62.50 62.50 0.078 0.019 0.048 0.012 >4 0.250 250 125 0.312 0.312
@ PL45 0.097 0.048 0.125 0.016 31.25 4 0.156 0.078 0.097 0.048 >4 n/g > 250 31.25 0.625 0.625
PL52 0.097 0.048 0.5 0.062 62.50 62.50 0.156 0.039 0.097 0.048 >4 0.250 > 250 >250 0.625 0.312
PL80 0.048 0.048 2 0.250 125 62.50 0.078 0.019 0.048 0.048 >4 2 > 250 250 0.625 0.312
1009 0.024 0.012 0.5 0.008 125 31.25 0.078 0.039 0.048 0.024 >4 0.125 > 250 >250 0.625 0.156
PL463 0.097 0.097 0.5 0.062 62.50 31.25 0.078 0.005 0.190 0.097 >4 0.250 > 250 62.50 0.312 0.039
BY3 0.048 0.048 0.250 0.125 62.50 31.25 0.078 0.010 0.097 0.048 0.5 0.250 62.50 31.25 0.312 0.156

A*: Without ethanol, B*: With 12.5% ethanol.
(n/g) no growing
3
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Table 4: Pearson’s correlation coefficient values among microbial populations at 4 and 22 months and
concentrations of volatile phenols.

4-propylguaiacol  4-ethylguaiacol 4-vinylphenol 4-ethylphenal
4 months  Total yeasts 0.373* 0.270 0.274 0.250
10 Brettanomyces 0.566%* 0.436%* 0.264 0.402%*
12 Acetic acid bacteria 0.098 0.080 0.247 0.042
13 22 months  Total yeasts -0.122 -0.099 0.019 -0.095
Brettanomyces 0.293 0.226 0.151 0.185
16 Aceti acid bacteria -0.008 -0.008 0.119 -0.033

©CoO~NOUITA,WNPE

18 * Significant correlation at 0.05
19 ** Significant correlation at 0.01





