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Resumen

La comunidad de microorganismos utilizados en la elaboracion de vino es muy
diversa. Este trabajo se va a centrar en la especie Oenococcus oeni. Oenococcus es
un género de bacterias Gram positivas, dentro del cual se encuentra la bacteria mas
conocida, Oenococcus oeni cuya mision es llevar a cabo la fermentacion malolactica
gue aporta una composicion, color y unas caracteristicas organolépticas que definen la
calidad en muchos vinos, especialmente en los tintos.

El vino presenta una dinamica microbiana diversa que cambia desde el mosto hasta
transcurrir la fermentacién alcohélica y malolactica. En los dltimos afios, se han
desarrollado técnicas moleculares que permiten identificar los microorganismos en el
vino para controlar el proceso de vinificacién y asi obtener el vino deseado. En este
trabajo se van a evaluar las principales técnicas moleculares para la identificacién de
Oenococcus oeni y su identificacion frente a las demas bacterias en el vino.

En este estudio se han descrito las principales técnicas moleculares divididas en dos
apartados, el primero para la identificacion de la bacteria Oenococcus oeni como
especie y el segundo para la identificacion de sus cepas. Cada apartado a su vez se
ha dividido en tres secciones segln se realizaba el andlisis completo o parcial del
genoma bacteriano. Para la identificacion a nivel de especie se ha expuesto las
técnicas de FISH, 16S-ARDRA, DGGE, PCR especie-especifica y a nivel de cepa se
ha puntualizado las técnicas de MLST, ITS-PCR, AFLP, RAPD y PCR en tiempo real.

Los estudios més recientes han demostrado que el PCR en tiempo real tiene muchas
ventajas respecto a la PCR tradicional para la identificacion a nivel de especie y cepa
de la bacteria Oenococcus oeni.
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Resum

La comunitat de microorganismes utilitzats en I'elaboraci6 de vi és molt diversa. Aquest
treball se centrara en l'especie Oenococcus oeni. Oenococcus és un geénere de
bacteris Gram positives, dins del qual es troba el bacteri més conegut, Oenococcus
oeni la missio del qual és dur a terme la fermentaci6 malolactica que aporta una
composicio, color i unes caracteristiques organoléptiques que defineixen la qualitat en
molts vins, especialment en els negres.

El vi presenta una dinamica microbiana diversa que canvia des del most fins a
transcorrer la fermentacio alcoholica i malolactica. En els dltims anys, s'han
desenvolupat técniques moleculars que permeten identificar els microorganismes en el
vi per a controlar el procés de vinificaci6 i aixi obtindre el vi desitjat. En aquest treball
s'avaluaran les principals tecniques moleculars per a la identificaci6 de Oenococcus
oeni i la seua identificacié enfront dels altres bacteris en el vi.

En aquest estudi s'han descrit les principals técniques moleculars dividides en dos
apartats, el primer per a la identificacié del bacteri Oenococcus oeni com a espécie i el
segon per a la identificacié dels seus ceps. Cada apartat al seu torn s'ha dividit en tres
seccions segons es realitzava l'analisi completa o parcial del genoma bacteria. Per a la
identificaci6 a nivell d'espécie s'ha exposat les técniques de FISH, 16S-ARDRA,
DGGE, PCR espeécie-especifica i a nivell de cep s'ha puntualitzat les técniques de
MLST, ITS-PCR, AFLP, RAPD i PCR en temps real.

Els estudis més recents han demostrat que el PCR en temps real té molts avantatges

respecte a la PCR tradicional per a la identificacié a nivell d'espécie i cep del bacteri
Oenococcus oeni.

Paraules clau: Oenococcus oeni, técniques moleculars, FISH y gPCR.




s\ UNIVERSITAT

CCNIEE) POLITECNICA s Tocnica Sumerior
QU D VALENCIA ) couneiangny

Abstract

The community of microorganisms used in winemaking is very diverse. This study is
focussed on Oenococcus oeni species. Oenococcus is a genus of Gram positive
bacteria, which is the best-known bacterium, Oenococcus oeni whose mission is to
carry out malolactic fermentation that provides a composition, color and organoleptic
characteristics that define the quality of many wines, especially red ones.

The wine presents a diverse microbial dynamics that change from the must to the
alcoholic and malolactic fermentation. In recent years, molecular techniques have been
developed that allow the identification and control of microorganisms in wine to control
the winemaking process and thus obtain the desired wine. In this project the main
molecular techniques for the identification of Oenococcus oeni and its identification
against the other bacteria in wine will be evaluated.

In this study, the main molecular techniques are divided into two sections have been
described, the first one for the identification of the bacterium Oenococcus oeni as a
species and the second one for the identification of its strains. Each section has also
been divided into three sections according to the complete or partial analysis of the
bacterial genome. For the identification at species level, the techniques of FISH, 16S-
ARDRA, DGGE, species-specific PCR have been exposed and at strain level the
techniques of MLST, ITS-PCR, AFLP, RAPD and real-time PCR have been specified.

The most recent studies have shown that real-time PCR has many advantages over
traditional PCR for the species and strain level identification of the Oenococcus oeni
bacterium.

Keywords: Oenococcus oeni, molecular techniques, FISH y gPCR.
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1. INTRODUCCION GENERAL

1.1. JUSTIFICACION

El siguiente estudio bibliografico tiene como objetivo evaluar las diferentes técnicas
moleculares para la identificacion de Oenococcus oeni. La investigacion permitira
aportar una sintesis de las técnicas empleadas para poder profundizar en el
conocimiento cientifico mediante la aportacion de diferentes investigaciones cientificas
en el campo de la microbiologia enolégica y mas concretamente en la biologia
molecular.

La evaluaciéon engloba la eficacia de las técnicas moleculares, el avance en el tiempo
de estas técnicas para poder demostrar su efectividad. Para ello se propone un
objetivo especifico: la identificacion de la bacteria Oenococcus oeni frente a las demas
bacterias en el vino. Debido a la complejidad de estas técnicas moleculares, se han
realizado varios estudios en los dltimos afios, pero no he podido encontrar estudios
especificos de técnicas que engloben tanto entre especies como entre cepas.

Por ello que en el presente trabajo se van a resumir y evaluar las técnicas moleculares
bacteriolégicas més utilizadas y mas innovadoras desarrolladas en los ultimos afios.
Realizando un listado de gran interés para los laboratorios enoldgicos y para el uso de
los endlogos en las bodegas. También se tendrd en cuenta el factor econémico debido
a la importancia que recae sobre las empresas.

1.2. OBJETIVOS GENERALES

El objetivo de este trabajo es describir y analizar las diferentes técnicas moleculares
empleadas para la identificacién a nivel de especie y a nivel de cepa de Oenococcus
oeni.

La identificacion de la bacteria Oenococcus oeni frente a las demas bacterias en el
vino.

Nombrar las ventajas y desventajas de las técnicas moleculares segun las
experiencias de los expertos.

Evaluar y comparar las técnicas moleculares mediante el resultado de los
investigadores para determinar la técnica mas efectiva, es decir, mas rapida, mas
simple y menos aparatosa.
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2. REVIEW DE INVESTIGACION

2.1. CRITERIOS DE SELECCION UTILIZADOS

El procedimiento seguido para limitar la busqueda ha sido buscar libros para la
descripcién de las partes tetricas, ademas de una busqueda de numerosos articulos
para la narracion de los procesos experimentales utilizando las herramientas de
Google Scholar, Scielo, Pubmed, Dialnet.

Una vez establecida una idea general del tema y la estructura del trabajo se procedi6 a
escribir un indice y las ideas generales del trabajo. Esto se realiz6 siguiendo el
procedimiento de recuperacién de la informacion del primer paso mediante la
combinacién de palabras clave empleadas.

Tras aplicar las estrategias de blusqueda e informacion procedente de fuentes fiables
se procedidé a organizar el temario de manera que hubiese una introduccién con una
breve descripcion de las bacterias a estudiar, sus caracteristicas y su interés en el
vino. Posteriormente una recopilacion y descripcion de las técnicas moleculares y
finalmente una discusion y evaluacion al final de cada técnica molecular.

Toda la informacién, los articulos, los libros, las fotografias y resultados de los
articulos utilizados tienen una cita bibliografica listada al final del trabajo en orden
alfabético nombrado como referencias bibliograficas. Las referencias bibliograficas
incluyen ideas e informacién de la informacion seleccionada. Se ha elegido el estilo
APA que consiste en escribir entre paréntesis el apellido del autor junto a la fecha de
publicacion de este articulo o libro.

2.2. VINIFICACION

La transformacion del mosto al vino se produce mediante una combinacién de
procesos bioquimicos, biolégicos y quimicos llevados a cabo por diferentes
microorganismos que pueden ser microorganismos autéctonos 0 microorganismos
inoculados (que estaran afadidos a aquellos microorganismos que naturalmente ya
estan presentes) (Fleet et al., 1984). Aungque unos estudios recientes llevado a cabo
por Tantikachornkiat et al. (2020) y Qi et al. (2020) concluyeron que los vinos que no
habian sido inoculados presentaban una mayor diversidad de bacterias y levaduras
gue aquellos vinos que habian sido inoculados (Tantikachornkiat et al., 2020).

Puede producirse una o dos fermentaciones dependiendo del tipo de vino y el objetivo
buscado. La fermentacion malolactica se produce en vinos tintos o blancos jovenes
cuando ha terminado o esta a punto de terminar la fermentacién alcohdlica (Bravo,
1995; Delfini, 1983).

La primera fermentacion es la fermentacién alcohdlica. Este proceso constituye un
factor biologico de acciébn mdltiple y secuenciada de especies. En el pasado, se
realizaba la fermentacion alcohdlica espontanea protagonizada por levaduras no
Saccharomyces durante los primeras fases de la fermentacién alcohdlica, mientras las
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levaduras Saccharomyces dominaban las fases mas tardias debido al alto contenido
de etanol (Gutiérrez, 2018). Actualmente se realiza la inoculacion de un cultivo
iniciador puro de la cepa deseada para poder tener el control de la fermentacion y
evitar el crecimiento de cepas no deseadas (Garcia, 2011).

<4

La fermentacion alcohdlica es una reacciéon metabdlica llevada a cabo normalmente
por la levadura Saccharomyces cerevisiae que degrada los azlcares presentes en el
mosto en condiciones anaerdbicas y éstos son transformados en alcohol etilico y
diéxido de carbono. Esta reaccion se puede representar mediante la ecuaciéon
(Vazquez y Dacosta, 2007):

CeH1206 (glucosa) -> 2 C,HsOH (etanol) + 2 CO, (diéxido de carbono)

La segunda fermentaciéon, también conocida como fermentacion malolactica se
produce en la mayoria de vinos tintos y cada vez mas en los vinos blancos. Es una
biodesacidificacion, esta fase es muy valorada ya que mejora notablemente la calidad
del vino (Alexandre et al., 2003; Kunkee, 1991).
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3. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

En 1866, Louis Pasteur fue el investigador francés que aisl6 las primeras bacterias. En
1913, Muller- Thurgau y Osterwalder explicaron la degradacion bacteriana del &cido
malico en &cido lactico mediante la férmula conocida actualmente aunque concluyeron
gue la responsable era la bacteria Bacterium gracile (Ministerio, 2006). Vaughn
(Vaughn y Techlistcheff, 1957) y Radler probaron en sus numerosos estudios que las
bacterias lacticas presentes en el mosto de uva y en el vino pertenecian al género de
Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus Yy, recientemente, Oenococcus (Dicks et al.,
1995).

En 1923, David Hendricks Bergey escribi6 un manual de bacteriologia, el Bergey’s
manual of determinative bacteriology en el que describié todos los microorganismos
gue se conocian y hasta la fecha actual se sigue actualizando (Ricardo, 1999). Hasta
ahora, las técnicas clasicas estaban basadas en el recuento de microorganismos
(Cocolin et al., 2010) y en el fenotipo que presentan las bacterias dando un resultado
aproximado sobre el microorganismo estudiado (Jara, 2009).

La aparicibn de herramientas para la identificacion correcta y precisa de
microorganismos se produjo en 1978 por Hamilton Smith y Daniel Nathans
desarrollando asi técnicas basadas en el andlisis de ADN. Estos investigadores
descubrieron una enzima capaz de reconocer y cortar el ADN en secuencias
especificas (Ricardo, 1999). Este descubrimiento junto al del descubrimiento del PCR
en 1993 produjeron un gran cambio, el inicio de la genética molecular (Mesas y Alegre,
1999) (Ver tabla 1). Las primeras técnicas moleculares utilizadas fueron el andlisis de
proteinas totales (Dicks et al., 1995), la hibridacion ADN-ADN de &cidos nucleicos
aplicadas sobre colonias (Lonvaud-Funel et al., 1989) o sobre ADN purificado (Dicks et
al., 1990).

Posteriormente, se desarrollaron unas técnicas de hibridacion fluorescente llamadas
FISH (Blasco et al., 2003). También se utilizaron técnicas combinadas con otras
técnicas, en el caso del PCR se combinaba con la técnica de 16S-ARDRA y RFLP.
Otros andlisis se llevaron a cabo mediante los perfiles de restriccion del ADN total con
enzimas de corte frecuente (REA) (Prévost et al.,, 1995) y de corte no frecuente
(PFGE-RFLP) (Zapparoli et al., 2000, Daniel et al., 1993).

Recientemente, en octubre del 2020 se ha conseguido desarrollar un método, llamado
la técnica CRISPR/Cas9, para editar el genoma bacteriano, es decir, producen
cambios precisos en el ADN desde un par de bases a inserciones mas grandes
permitiendo la modificacion del objeto eficiente en cultivos (Charpentier y DouADN,
2020).
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Tabla 1. Investigadores de los Premios Nobel de Genética en el siglo XX hasta la

actualidad (Ricardo, 1999; Karp, 2014).

Afo Investigador Descubrimiento

1930 K. Landsteiner Grupos sanguineos

1933 TH Morgan Cromosomas Yy herencia

1958 GW Beadle, J Lederberg Recombinacion genética bacteriana

1959 S Ochoa, A Kornberg Sintesis ADN y ARN

1962 J Watson, F Crick Modelo ADN

1965 Francois Jacob, Andre M. Lwoff, Operones bacterianos y ARN
Jacques L. Monod

1978 W Arber, D Nathans, HO Smith Enzima de restriccion

1980 Walter Gilbert Tecnologia de secuenciacion de ADN

1993 K Mullis PCR, amplificacién génica

1997 SB Prusiner Priones, proteinas, genes

2008 Osamu Shimomura, Martin Chalfie, Descubrimiento y desarrollo de la proteina
Roger Y. Tsien verde fluorescente, GFP (utilizada como

marcador en biologia molecular).

2009 Thomas A. Steitz, Ada Yonath, Estructura y funcion de ribosoma (ARNr)
Venkatraman Ramakrishnan

2015 Tomas Lindahl, Paul L. Modrich, Reparacion del ADN
Aziz Sancar

2018 Frances Arnold Evolucién dirigida de enzimas (aplicado a la

ingenieria)
2020 Emmanuelle Charpentier, Jennifer  Desarrollo de un método para editar el

A. DouADN

genoma.

3.1. FERMENTACION MALOLACTICA

La Fermentacion Malolactica, también Illamada la fermentacibn secundaria,
técnicamente no es una fermentacion en si sino una descarboxilacion del a&cido malico
(dicarboxilico) a un acido L-lactico (monocarboxilico) y produccion de diéxido de
carbono (en forma de burbujas) (Lonvaud-Funel, 1999). Necesitando como cofactores
de la reaccién NAD* y Mn?* sin intermediarios libres (Naori et al., 1990). Este proceso
puede ocurrir espontaneamente mediante especies autéctonas o se puede inducir
mediante starters de cultivos comerciales (Olguin, 2007) (figura 1).

La consecuencia de esta reaccion es una desacidificacion (Fernandez, 2015),
reduciendo la acidez total del vino en términos de 1- 3 g/L (en la cual la disminucién
del pH es proporcional a la concentracion inicial de acido malico) (Costantini et al.,
2009). Produciendo un gran niumero de compuestos finales metabdélicos que producen
cambios que afectan al pH, al color y que genera subproductos que afectan
significativamente el perfil sensorial del vino (Suérez, 2015). Entre estos compuestos
finales se puede destacar los compuestos carbonilos, los ésteres y los monoterpenos.
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Figura 1: Fermentacién malolactica realizada por Oenococcus oeni (Fuente: Bordons y
Reguant, 2013).

Dentro de los compuestos carbonilos hay que destacar el diacetilo que es responsable
del aroma a mantequilla o Butterscotch (Bartowsky, 2002). El diacetilo es un
compuesto que se produce durante el metabolismo del &cido citrico por las bacterias
lacticas.

Los ésteres se producen por las levaduras tras la fermentacién alcohdlica, pero estos
ésteres se maodifican por la esterasa, una enzima presente en las bacterias lacticas
(Matthews et al., 2004). Las bacterias lacticas son responsables del aumento en la
concentracion de ésteres etilicos de &cidos grasos en vez de los ésteres de acetato
(Cappello et al., 2017; Lerm et al., 2010). En un estudio se observé que el Oenococcus
oeni cultivado en un medio etandlico producia niveles significativos de hexanoato de
etilo y octanoato de etilo (ésteres etilicos de acidos grasos) (Figura 2) (Costello et al.,
2013).

Los monoterpenos dependen de las variedades de uva que se han utilizado para la
produccién de ese vino, la mayoria de ellos presentes como compuestos volatiles
libres. Aquellos compuestos que no son volatiles pueden desprenderse mediante la
accion de glicosidasas. Un estudio realizado por Grimaldi et al. (2005b) demostré que
la especie Oenococcus oeni habia provocado algunas transformaciones mediante las
glicosidasas. Otro estudio expuso que diferentes cultivos de Oenococcus oeni en la
fase exponencial presentaban un nivel variable en la actividad de la -glucosidase
(Saguir et al., 2009).

El resultado de la fermentacién malolactica es dar estabilidad debido a que el acido
malico hace inestables a los vinos, también le proporcionara un gusto que mejora el
perfil sensorial del vino debido a que el acido lactico es mas suave y menos agresivo
gue el acido malico. Ademas produce una pérdida de acidez que conlleva cambios
importantes en las propiedades organolépticas como el color y el sabor (Mesas y
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Alegre, 1999). Requerido en la mayoria de vinos tintos y también en algunos vinos
blancos y espumosos.

Un aspecto importante a destacar en la fermentacion malolactica es la aparicion o
presencia de las aminas bidégenas, las cuales se forman en los alimentos debido a la
descarboxilacion bacteriana de los amino&cidos, es decir, la aparicion de aminas
biégenas se debe a determinadas cepas que convierten los aminos acidos precursores
en las aminas mediante vias metabdlicas especificas (Arena and De Nadra 2001;
Lonvaud-Funel 2001). La aparicion de estas aminas es un indicador del deterioro de
un vino. Se piensa que las cepas bacterianas del género Pediococcus y Lactobacillus
pueden crear la aparicion de aminas biégenas, (Mesas y Alegre, 1999) su presencia
esté relacionada con un pH alto en el vino (Marcobal et al., 2004).

A pesar que multitud de bacterias son capaces de desarrollar la fermentacién
malolactica, es Oenococcus oeni la bacteria mas utilizada en la fermentacion
malolactica debido a su gran tolerancia a las duras condiciones del vino, entre las que
se destacan: su bajo pH y la alta concentracion de etanol (Olguin, 2007). Es decir, la
fermentacion malolactica es catalizada por las bacterias acido lacticas, en la mayoria
de casos y etapas de la fermentacion es la especie Oenococcus oeni (Ancin-
Azpilicueta et al., 2008). Por ello estas bacterias son de gran importancia en el proceso
de la vinificacion y tienen gran interés cientifico y practico.

Cabe destacar que de forma natural se encuentran diferentes cepas de Oenococcus
oeni, las cuales por si solas son capaces de llevar a cabo la FML, sin embargo para
qgue los productores de vino puedan controlar la fermentacion de forma adecuada,
estos afladen directamente cepas de Oenococcus oeni.

Actualmente las bacterias seleccionadas, starters o cultivos iniciadores, se inoculan en
el mosto y poseen unas caracteristicas deseadas para poder empezar y controlar con
mayor precisién la poblacién bacteriana. El objetivo es poder elegir la cepa con las
caracteristicas especificas deseadas para reacciones concretas y cuyos productos
secundarios producidos por las bacterias sean los buscados, proporcionando una
fermentacién malolactica con las caracteristicas de los subproductos deseados (Mesas
y Alegre, 1999). Generalmente se buscan cultivos iniciadores o starters con unas
caracteristicas concretas, entre ellas, que inicien su fase exponencial de crecimiento
rapidamente para poder desarrollarse y crecer antes que la microbiota previamente
existente. Deben tener resistencia a factores adversos como el etanol, un pH bajo y el
sulfato. También, se busca un poder alto fermentativo y un caracter desacidificante.
Ademads, del factor killer para poder imposibilitar el crecimiento de otras bacterias y asi
este starter tendria una poblacion dominante desde el principio que permitiria realizar
una vinificacion controlada (Mesas y Alegre, 1999).

Realizar cultivos starter de Oenococcus oeni es necesario en la aplicacion alimentaria
por sus actividades metabdlicas y por su estabilidad (Castello et al., 2020). Aunque las
bacterias pueden ser inhibidas por las condiciones duras que presenta el vino y por
tanto hace que la fermentacién malolactica se retrase (Betteridge et al., 2015).




UNIVERSITAT

POLITECNICA
DE VALENCIA e L A

La microbiotay su evolucion en el vino

La microbiota y su evolucion en el vino depende de muchos factores: de la localizacion
geografica, las condiciones climaticas, la edad de la vifia, la variedad de la uva, el
proceso de vinificacion (Torija, 2002). Se produce una sucesion de poblaciones de
microorganismos desde las uvas hasta el vino. La fermentacion alcohélica se producia
tradicionalmente de forma espontanea, donde las levaduras apiculadas tenian gran
relevancia: Kloeckera apiculata, Hanseniospora sp., Rhodotorula sp., etc. por su bajo
grado alcohdlico, y habitualmente a mediados de la fermentacion tendria un papel mas
destacado Saccharomyces cerevisiae. Pero actualmente, la mayoria de levaduras son
seleccionadas y pertenecen al género Saccharomyces y habitualmente a la especie
Saccharomyces cerevisiae, es decir, estas levaduras estarian presentes desde el
inicio de la fermentacion alcohdlica (Aleixandre y Alvarez, 2003).

Las levaduras inoculadas producen una disminucion de la poblaciéon bacteriana, pero
facilitan el desarrollo de las bacterias. Tras la fermentacion alcohdlica, la poblacion de
Saccharomyces cerevisiae disminuye aunque se mantiene presente hasta el vino final.
Al principio de la fermentacién malolactica se observan bacterias pertenecientes a los
géneros Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc y Oenococcus, siendo Lactobacillus
el género predominante y Oenococcus minoritario (L6pez, 2004) (grafica 1).
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Gréfica 1. La ecologia y su evolucién de los microorganismos del vino: levaduras,
bacterias lacticas y acéticas durante el proceso de vinificacion y crianza. Representa la
cantidad de células/ mL en cada fase de la produccién del vino (Fuente: Lonvaud-
Funel, 2006).

La tolerancia de Oenococcus oeni es tan alta que en vinos con un pH inferior a 3,5
solo y exclusivamente se podran encontrar cepas de Oenococcus oeni, por otro lado,
en vinos con un pH superior a 3,5 pueden contener diversas especies del género
Pediococcus, ademas de cepas heterofermentativas pertenecientes al género
Lactobacillus (Ministerio, 2006).

En un estudio realizado por Ruiz et al. (2010) se queria estudiar la poblacién
microbiana durante la fermentacion malolactica en varias bodegas. Realizaron un
estudio y concluyeron que mientras Oenococcus oeni, Gluconobacter oxydans,
Acetobacter siamensis, y Enterobacter sp. estuvieron presentes en todas las bodegas,
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Serratia sp. solo estuvo presente en unas pocas bodegas. Hay que destacar que G.
oxydans y Enterobacter sp. estuvieron presentes en 57 y 59 muestras, de un total de
60 muestras, mientras que O. oeni estuvo ausente en 14 de 20 muestras tomadas al
inicio de la FML (estado 0), apareciendo en todas las muestras tomadas en los
progresivos estados. Se observé como las Unicas especies que se mantuvieron hasta
el final de la fermentacion malolactica (etapa 2) fueron: O. oeni, G. oxydans, y
Enterobacter sp (Ruiz et al., 2010).

3.2. OENOCOCCUS OENI

3.2.1. Origen de Oenococcus oeni

Es una bacteria Gram positiva perteneciente a las bacterias lacticas. Fue primero
nombrada como Leuconostoc oenos por el cientifico Garvie en 1986 y en 1995 ya fue
renombrada como Oenococcus oeni por Dicks (Dicks et al. 1995). Varios estudios
filogenéticos concluyeron que el género Leuconostoc y Oenococcus tenian
taxonomias muy distintas demostradas a través del 16S-ARNr y los analisis del 23S-
ARNIr, es decir, procedian de diferentes lineas evolutivas. Y fueron los resultados de
las siguientes pruebas las que revelaron la taxonomia real; analisis de las secuencias
de 23S-ARNr y 16S-ARNr (Martinez-Murcia et al., 1993), hibridaciones de ADN-ADN
(Dicks et al., 1995; Garbie, 1981) y los perfiles de la solubilidad de las proteinas de la
célula (Bergey, 2005; Dicks et al., 1995).

3.2.2. Caracteristicas de Oenococcus oeni

Oenococcus oeni es la bacteria mas importante en vinificacion debido a sus
caracteristicas, entre ellas, puede crecer en condiciones hostiles del vino durante la
fermentacion malolactica.

Recientemente, se ha demostrado que se debe a la expresién del gen hsp20 a través
de un estudio realizado por Yiman et al. (2020). Se ha utilizado ese mismo gen en
E.coli cuyos resultados han reflejado una mejora significativa a la resistencia de E. coli
frente a las situaciones de estrés (Qi et al., 2020). Los principales factores de estrés
gue hacen frente los microorganismos en el vino son los bajos pHs, el etanol, el SO,
(Bech-Terkilsen et al. 2020) y disponibilidad de nutrientes (Castello et al., 2020).
Recientemente, en 2020 se ha descubierto que las cadenas medias de acidos grasos
también suponen un factor de estrés en el vino (Carreté et al. 2002). La mayoria de
estudios se centran en solo un factor de estrés pero en el medio real, como en el vino,
estas bacterias no solo se enfrentan a un solo factor, sino a varios factores o todos
ellos combinados (Bech-Terkilsen et al. 2020).

Aun no se dispone de informacion sobre la mecanica de estabilizacion de la
membrana como respuesta al estrés producido por SO, que ayudaria a comprender la
variacion en las diferentes cepas y mejorar los vinos inoculados (Bech-Terkilsen et al.
2020). Se ha intentado entender esta resistencia al estrés por el SO, utilizando las
experiencias utilizadas en E. coli y Salmonella sp para aplicarlas al vino. Y hasta ahora
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solo se ha podido informar sobre la mecéanica de respuesta mediante el incremento de
la sintesis de Lo18 por Guzzo et al. (1997).

Otros estudios moleculares en la cepa de Oenococcus oeni SD-2a revelaron que el
metabolismo central de carbohidratos, la produccion de polisacéaridos, el quérum de
deteccion, la biosintesis de la envoltura celular y las respuestas al estrés son los
principales metabolismos implicados en la aclimatacion al etanol en Oenococcus oeni
liofilizado (Yang et al. 2020). La aclimatacion al etanol mediante la modificacion de la
integridad celular y la produccion de EPS mejoraron la supervivencia de las células
liofilizadas. Adicionalmente, se revel6 que el citrato es utilizado para el crecimiento de
células liofilizadas de Oenococcus oeni (Yang et al. 2020).

Una gran explicacion a la resistencia de los factores del estrés de Oenococcus oeni
puede darse por poseer rutas de reparacion del ADN. Esta hipétesis es debida al
impacto significativo que tiene la acidez y el SO, en la integridad del ADN como se
muestran en los estudios realizados por Bouix y Ghorbal (2015).

AlUn no se sabe perfectamente qué genes estan implicados en la resistencia a las
condiciones de estrés. Entre los genes implicados en la resistencia al estrés (Mesa et
al.,, 2004) propuso que para la cepa Oenococcus oeni RS1 es la presencia del
plasmido pRS1 implicado en la resistencia de condiciones de estrés, en este caso, el
geraniol y los agentes antioxidantes SO,. También, se ha observado que Oenococcus
oeni produce gran cantidad de sHsp (small heat shock protein) Lo18 en presencia de
alcohol (Guzo, 2000; Guzo, 1993). Se ha demostrado que el gen ctsR tiene un rol
importante en la respuesta al estrés en bacterias lacticas (Guzzo, 2011) y el gen hsp18
frente a los factores etanol y pH en vinos y mostos que tenian mas graduacion
alcoholica y menor pH.

Metabolismo de Oenococcus oeni

Su metabolismo es heterofermentativo, es decir, la bacteria consume las hexosas y las
transforma en CO,, etanol y/o &cido acético y &cido lactico (Pardo, 2003).

Via 6-fosfoglucanato

1 Hexosa P 1.CO2 + 1 Etanol/ Acido acético + 1 Acido Lactico

Las bacterias heterofermentativas oxidan una hexosa (glucosa) mediante la via de las
pentosas fosfato, produciendo una pentosa fosfato (xibulosa 5P). La pentosa fosfato
(xibulosa 5P) se transforma en gliceraldehido 3-fosfato (G3P) y acetil fosfato. Se crean
dos rutas separadas: (1) EI G3P se convierte en lactato produciendo ATP y (2) el acetil
fosfato se reduce dando etanol sin produccion de ATP. Durante este proceso, las
bacterias heterofermentativas decarboxilan el 6-fosfogluconato para producir ribulosa 5
fosfato (ribulosa 5P) dando lugar a la formacion de CO, (Llabaca, 2015).

En cuanto a sus condiciones de crecimiento, una bacteria mesofila cuya temperatura
Optima es de 20 a 30°C. Es acidofila, es decir, puede crecer en pHs inferiores a 3,5.
Ademas, tiene alta tolerancia al etanol y otros inhibidores naturales del vino y algunos
caminos metabdlicos (Mozzi et al., 2015).
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3.2.3. Genoma de Oenococcus oeni

En el 2005, se secuencié por primera vez el genoma de la cepa Oenococcus oeni
PSU-1 (figura 2) revelando un genoma de 1 780 517 bp de tamafio (Mills et al. 2005).
Actualmente, se han secuenciado mas de 200 secuencias de otras cepas de O. oeni,
como el genoma de la cepa de Oenococcus oeni OM27 que ha sido completado por
Dongliang Yu et al. (2018) y depositado en DDBJ/ EMBL/GenBank bajo el nimero de
identificacion JMIS00000000. Recientes estudios en este tema han descubierto que
las cepas de O. oeni pertenecen a dos grandes poblaciones (Bridier et al. 2010;
Bilhére et al. 2009) llamados A y B, y también se ha confirmado una poblacion C por
Lorentzen et al. (2019). Aquellas cepas pertenecientes al grupo A Unicamente se han
encontrado en el vino mientras que las cepas del grupo B, en el vino y en la sidra
(Campbell-Sills et al. 2015). El grupo C se han encontrado en la sidra y descubrieron
gue estaban mas relacionados con el grupo B (Campbell-Sills et al. 2015).
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Figura 2. Representé el atlas gendmico de Oenococcus oeni PSU- con un hipotético
origen de replicacion arriba. La prediccion de los ORFs son: 1) Informacion del
almacenaje y procesado. 2) Sefializacion y procesamiento celular, 3) metabolismo 4)

caracterizado 5) ORFS con COGS sin caracterizar o sin COGS. (Fuente: Mills et al.
2005).

Oenococcus oeni tiene un genoma compacto formando alrededor de 1.8 Mb
(Borneman et al., 2012). Tiene tres genes situados en un clister que son responsables
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de la fermentacion malolactica: mleA, mleP y mleR. El gen mleA codifica para la
enzima malolactica; el gen mleP codifica para la permeasa de malato en el mismo
operén y el gen mleR codifica para la proteina reguladora transcrita en la direccién
contraria. La actividad maxima del gen mleA se observa a pH 5,0 y a 37°C y el etanol
la inhibe de forma no competitiva.

Como se ha comentado anteriormente, el Oenococcus oeni produce diacetilos
mediante el metabolismo del acido citrico. Unos estudios han mostrado la presencia
de un grupo de genes cit que incluyen genes que codifican para la citrato liasa (cit-
DEF), la citrato liasa ligasa (citC), oxaloacetato descarboxilasa (mae), y el
transportador de citrato (maeP o citP) (Mills et al., 2005). Se ha comprobado que el
genoma también contiene genes implicados en la ruta de butanodiol (ilvB, alsD, butA).

3.3. TECNICAS MOLECULARES EMPLEADAS PARA LA
IDENTIFICACION DE OENOCOCCUS OENI

Conceptos clave

o ldentificar: asignar a un microorganismo (cultivo puro) a una especie valida y
bien caracterizada en base a las propiedades conocidas de ambos. Que sirve
para determinar a qué especies pertenecen los microorganismos presentes en
un determinado hébitat (ej: en el vino). Determinar qué especies son
responsables de las fermentaciones o0 sus alteraciones. Conocer los
microorganismos contaminantes.

o Tipificar: discriminar entre cepas muy relacionadas entre si, debido a que
pertenecen a la misma especie, pero no son clonales.

o Detectar: obtener evidencia de la presencia de un determinado microorganismo
en una muestra sin necesidad de un cultivo o un aislamiento previo.

Las diferentes metodologias expuestas en este estudio se ordenaron en el siguiente
orden: en primer lugar se expusieron las metodologias basadas en el andlisis a nivel
de especie, y en segundo lugar las metodologias basadas en el analisis a nivel de
cepa. Se observan todas las técnicas organizadas segun su umbral de identificacion
(tabla 2).

12
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Tabla 2. Muestra las diferentes técnicas moleculares con sus rangos. FISH:
Hibridacion fluorescente in situ; ARDRA: Analisis de restriccion del ADN ribosémico
amplificado; ITS-PCR: analisis del espaciador intergénico 16S-23S; RFLP: analisis de
polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion; RFLP-PFGE: analisis de
fragmentos de restriccion del ADN total cortado con enzima de baja frecuencia de
corte; AFLP: Analisis de polimorfismos de fragmentos de digestion y posterior
amplificacion selectiva; RAPD: andlisis de fragmentos de amplificacién generados con
cebadores que se unen aleatoriamente al ADN total; rep-PCR: andlisis de fragmentos
de amplificacion de elementos repetitivos (Fuente: Savelkoul et al. 1999).

Familia Género Especie | Subespecie Cepa

Secuenciacion de ADN

Secuenciacion de 16S-rADN

ITS-PCR

RFLP-PFGE

AFLP

RAPD-PCR

rep-PCR

Metodologia de PCR

La metodologia de la Polymerase Chain Reaction (PCR) consiste en amplificar las
secuencias inespecificas o especificas, mediante un termociclador. El proceso
consiste en introducir en el termociclador, una muestra de ADN, posteriormente se
afiaden los elementos necesarios para poder obtener las copias/ amplificar la cadena
de ADN introducida, los cuales serian:

1- ADN polimerasa: esta enzima es la encargada de replicar la cadena de ADN,
para ello necesitara un sitio de la cadena al cual unirse llamado primer, y
nucledtidos los cuales seran el material de construccién de la nueva cadena.

2- Cebadores o primers: estos se unirdn a la cadena de ADN introducida
permitiendo que se pueda unir la ADN polimerasa, permitiendo empezar la
amplificacion de la cadena de ADN.
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3- Nucleétidos: también llamados dNTP, son las piezas fundamentales en las
células eucariotas y se pueden distinguir cuatro tipos (adenina, guanina,
citosina y tirosina), en cambio, al hablar de células procariotas, se intercambia
la tirosina por uracilo. Los dNTPs son utilizados por la ADN polimerasa para
construir la nueva cadena de ADN que se va a amplificar. Los dNTPs se unen
entre si formando una cadena nueva mediante la ayuda de una enzima
llamada ligasa, la cual une a los dNTPs a través de un enlace fosfodiéster entre
el fosfato 5 'del donante y el hidroxilo 3' del aceptor de la cadena de ADN.

Una vez introducidos todos los ingredientes en el termociclador, se inicia la
amplificacion, la cual se puede dividir en tres ciclos o pasos:

o Ciclo 1: se eleva la temperatura a 95°C permitiendo que el ADN introducido se
separe obteniendo 2 hebras de ADN separadas.

o Ciclo 2: se reduce la temperatura a 55-65°C, esto permite que los primers se
unan a ambas y por consiguiente la ADN polimerasa también. La amplificaciéon
empieza cuando las condiciones de temperatura son ptimas.

o Ciclo 3: se aumenta la temperatura a 72°C, la cual es la temperatura éptima
para la ADN polimerasa, la cual empieza la amplificacion, copiando la cadena
de ADN, tras terminar este ciclo se repite todo otra vez duplicando una Unica
muestra multitud de veces.

Cabe destacar que el vino y el mosto contienen sustancias inhibitorias de la PCR, es
por ello que las muestras a analizar mediante PCR deben ser debidamente
preparadas y purificadas (lbeas et al., 1996).

3.3.1. Identificacién a nivel de especie
3.3.1.1. Andlisis del genoma completo

Son métodos que permiten la hibridacion con ADN cromosémico total marcado o la
secuenciaciéon del genoma completo.

3.3.1.2. Andlisis de los operones ribosomales

Estos analisis se basan en utilizar parte del genoma bacteriano para identificar a la
especie. Las mas utilizadas son las que utilizan el operdén ribosomal exactamente la
molécula 16S (gen 16S). El gen 16S es importante porque es una molécula universal,
es decir, estd presente en todas las bacterias ademas de ser facil de identificar debido
a gue hay gran cantidad de secuencias accesibles al publico y permiten las
comparaciones entre todas las especies de bacterias, una base de datos mencionada
en este trabajo es GenBank. Ademas, la molécula 16S presenta zonas conservadas a
lo largo de la evolucién de las mismas especies y zonas variables entre diferentes
especies. Por tanto, permite una identificacion a nivel filogenético (Karp, 2014). Los
ultimos estudios han revelado que el operén ribosomal estd compuesto principalmente
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por genes housekeeping que son los encargados de los polimorfismos del ribotipado
(Bouchet et al., 2008).

El procedimiento a seguir es amplificar el gen 16S-ARNr con primers comunes a todas
las bacterias. Posteriormente, se debe purificar la banda amplificada y se realiza la
secuenciacion por electroforesis capilar. Finalmente se comparan las secuencias de la
especie estudiada con las del banco de especies. La similaridad entre ambos tiene
que ser igual o superior al 97% para que se asigne una especie.

Identificacioén mediante 16S-ARDRA

El método de Amplified rDNA Restriction Analysis (ARDRA) nombrado como el andlisis
de restriccion de la 16S-ADNr amplificado (PCR-ARDRA) o analisis de restriccion del
ADN ribosomico 16S amplificado (16S-ARDRA) descrito por Vaneechoutte et al.
(1992) se ha utilizado para la diferenciaciébn de Oenococcus oeni, a nivel de especie,
de otras bacterias lacticas en el vino (Blasco, 2009; Sato et al., 2000). Las bacterias
poseen tres tipos de ARNr, la fraccion 23S, 16S y 5S. Actualmente se utiliza con
mayor frecuencia la 16S debido a su alta disponibilidad de secuencias de la fraccién
16S del ARNr en las bases de datos mundiales que facilita la identificacion (OIV,
2012).

El procedimiento a seguir empieza por la amplificaciéon y posterior digestion de partes
del operdn ribosomal, es decir, se produce la amplificacion del gen 16S-ARNTr
utilizando primers o iniciadores comunes a todas las bacterias. Posteriormente, se
realiza una digestion con enzimas de restriccién cuyas dianas son conservadoras a
nivel de especies. Por lo tanto, se formaran fragmentos de diferentes tamafios que al
separarlos mediante electroforesis en el gel de agarosa convencional mostrardn un
patrén de bandas. Se compara el patron de bandas obtenido con el patrén de bandas
de las especies de referencias para obtener la identificacion de la especie (Blasco,
20009).

Un estudio realizado por (Rodas et al., 2003) consistia en evaluar la técnica de 16S-
ARDRA para una rapida identificacion de bacterias lacticas de 376 muestras aisladas
del mosto y del vino. Una vez la muestra ya estaba amplificada se realiz6 un analisis
de restriccion del gen de 16S-ARNr utilizando las enzimas de restriccion Bfal, Msel
and Alul de forma secuencial, esta restriccion se realizé para la facil identificacién de
las bacterias lacticas.

Este estudio es bastante preciso debido a que se identificaron 32 de las 36 especies
de bacterias lacticas de referencia, las cuales pertenecian a cinco géneros distintos,
entre ellos el género Oenococcus (Rodas et al., 2003). También es un método rapido
comparado con los métodos de RFLP-PFGE, RAPDs y ribotipado, y en algunos casos
el método de 16S-ARDRA requiere una base datos extendida para compararla con los
perfiles complejos.
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Identificacién mediante DGGE

La técnica de Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE y TGGE), también
llamada electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante, ha sido disefiada para la
separacion secuencial especifica de los fragmentos amplificados mediante PCR. Esta
técnica permite la separacion de los amplicones de las cadenas de polimerasa del
mismo tamafo pero con diferentes secuencias. Los amplicones en los geles migran y
se van desnaturalizando y finalmente se detienen cuando los fragmentos del ADN han
sido desnaturalizados por completo (Pozo et al., 2009).

La técnica de PCR-DGGE se realiza tras la extraccion del ADN de la muestra, es
decir, es la amplificacion de las regiones hipervariables de los genes que codifican
para el 16S ARN ribosomal o otros genes como el gen rpoB, es decir, un gen que
codifica la subunidad de la polimerasa de ARN. Los resultados por la amplificacién de
ADN daran secuencias de nucleétidos con el mismo tamafio pero con diferentes
secuencias. Si este ADN proviene de diferentes especies, se separaran mediante la
electroforesis en el gel de poliacrilamida que contendra urea y formamida (ambos
crean un gradiente de componentes desnhaturalizantes). Los fragmentos de ADN de la
doble hélice migran a través del gel hasta que se desnaturalizan por las condiciones
guimicas y se detienen.

Hay un “GC clamp,” es decir, un primer de PCR con una pinza G + C de unos 50 pb
cuya funcioén es evitar que la doble hélice de ADN se disocie por completo. La posicion
en el gel donde el fragmento de doble hélice de ADN se ha desnaturalizado y se ha
convertido en una Unica hélice de ADN depende de la secuencia de nucleétidos que
presente y el contenido en porcentaje de G + C. Los fragmentos de ADN de las
diferentes especies se detienen en diferentes posiciones del gel debido a que las
diferentes secuencias de nucledtidos tienen diferentes dominios de derretimiento. Esto
es debido a que las concentraciones de un agente desnaturalizante separan la doble
hélice de ADN en diferentes dominios internos entonces cuando el dominio con la
menor temperatura de unién llega a la concentracion del agente desnaturalizante en el
gel, ese ADN se disocia parcialmente produciendo moléculas con menor velocidad
(Fischer y Lerman, 1983).

Los resultados de la amplificacion del ADN de todas las especies de bacteria en la
muestra se veran separados mediante la distancia de migracion en el gel. La
identificacion final de las especies de bacteria que se han separado se obtendran de
dos maneras, o identificando mediante la distancia de migracion respecto al ADN de la
especie de referencia 0 mediante la purificacion y secuenciacion de cada banda y
posteriormente comparandola con los datos encontrados en el Gen Bank (Gen Bank,
www.ncbi.nlm.nih.gov/gov/blast/) (OIV, 2012).

En el estudio realizado en una bodega en Castilla-La Mancha (Ruiz et al., 2010) se
estudié la comunidad bacteriana en dos afladas presente durante la fermentacion
malolactica en el vino tempranillo dividiéndose el estudio en estado O (final de la
fermentacion alcohdlica e inicio de la fermentacibn malolactica), estado 1
(fermentacion malolactica) y estado 2 (final de la fermentacién malolactica). Se realizé
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el estudio con la técnica PCR- DGGE y posteriormente la identificacion final de las
especies de bacteria se realiz6 purificando y secuenciando cada banda y
comparandola con los datos del Gen Bank.

Al secuenciar estas muestras se observo que correspondian a las porciones de genes
de la 16S-ARNr y posteriormente se compararon con los datos en Gen Bank. Los
resultados revelaron que la mayoria de ellos tenian 297% de similitud a los genes de
la 16S-ARNr por lo que se llevo a cabo la identificacién de las especies encontradas
gque eran comunes en los vinos: Oenococcus oeni y Gluconobacter oxydans.

Algunos autores han utilizado este método de PCR-DGGE para estudiar la estructura y
la evolucion de las comunidades microbianas en diferentes ambientes (Liu et al. 2010;
Liu et al. 2009; Lubbs et al. 2009; Petersson et al. 2009; Puglisi et al. 2009;
Ponnusamy et al. 2008) incluyendo las fermentaciones de alimentos (Giannino et al.
2009; Endo y Okada 2005; Meroth et al. 2003). Todos estos autores se pusieron de
acuerdo en este método comentando que fue efectivo para el estudio de las
comunidades de microorganismos.

Otro estudio llevado a cabo por Spano et al., (2007) que estuvo basado en la técnica
de PCR-DGGE utlizando el gen rpoB como marcador molecular, comenta la
reproducibilidad de esta metodologia y ha demostrado que es muy util para poder
controlar la poblacion microbiana durante la fermentacién del vino (Pozo et al., 2009).

Se realiz6 otro estudio sobre las poblaciones de bacterias en la fermentacion
malolactica espontanea en el vino de tempranillo en 2010. Segin lo publicado por
Andorra et al. (2008), la técnica de DGGE resulté un método muy viable para detectar
la diversidad de especies dentro de una poblacion bacteriana mixta, aunque la
presencia predominante de una poblacién disminuye las probabilidades de detectar
otras especies presentes en menor cantidad (Ruiz et al., 2010).

Esta técnica permite la identificacién de las bacterias lacticas en el vino a nivel de
especies en una poblacién microbiana mixta (OIV, 2012). Es una técnica aplicada para
evaluar la diversidad microbiana en determinados ambientes (Ercolini, 2004; Cocolin et
al, 2000). También se ha utilizado para poder examinar la pureza de las cepas
bacterianas de esta manera permite un seguimiento de las muestras de bacterias y asi
poder estudiar las dinamicas poblacionales segln los cambios ambientales (Reguant y
Bordons, 2003). Recientemente, la técnica de DGGE se ha utilizado para el estudio de
la microbiologia del vino y algunos autores han conseguido realizar un perfil de las
especies del vino (Spano et al., 2007; Renouf et al., 2006, 2007, Bae et al., 2006). Al
principio Lopez et al. (2003) utilizé las regiones 16S-ADN ribosomal como objeto del
ADN, pero recientemente se ha utilizado el gen rpoB housekeeping como objeto del
ADN y este cambio ha permitido una diferenciacion a nivel de especie directa (Renouf
et al. 2007, Spano et al. 2007; Renouf et al. 2006; Rantsiou et al. 2004).

La técnica de DGGE es una técnica analitica molecular de cultivo muy util en el mosto
y en el vino para conocer las poblaciones microbianas mayoritarias dentro de una
poblacion microbiana. Es una técnica que permite identificar perfiles bacterianos
basandose en su composicion de nucleétidos G+C.
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La gran desventaja a destacar es la posible co-migracién de bandas de distintas
especies a la misma posicion del gel, por lo que algunas bandas no pueden
identificarse (Alonso, 2013; Pozo et al., 2009). La presencia de bajas concentraciones
de los microorganismos hace que éstos no sean detectados dentro de las poblaciones
microbianas en el vino (Ruiz et al., 2010). Ademas, esta técnica necesita un equipo
sofisticado (Spano et al., 2007). Generalmente, esta técnica no es capaz de distinguir
especies muy cercanas filogenéticamente aunque en el caso de Oenococcus oeni no
sucede asi, y pueden diferenciarse de una manera facil (Pozo et al., 2009).

Identificacion mediante Hibridacion

La técnica de hibridacion o también llamada “Spot” (dot-blot) es una técnica basada en
sondas de ADN especificas para la especie 0 a una regién del genoma bacteriano.

Se basa en la hibridacion de ADN-ADN en las que los &cidos nucleicos
complementarios pueden hibridar con el ADN dependiendo de las condiciones del
medio (temperatura y condiciones del medio). Primero, se desnaturaliza la Unica hebra
de ADN, nombrandose como objeto al ADN extraido de la bacteria para ser
identificado. En el caso que el objeto y la sonda (una hebra de ADN) tengan
secuencias idénticas o suficientemente parecidas, ambas se re-asocian en
condiciones de hibridacion.

La sonda es la clave para determinar el nivel taxonémico y segln la sonda elegida
puede dar informacion de una parte del genoma o del genoma entero. En la mayoria
de los casos se utilizan sondas de 16S-ADNr para la identificacion de especies.
Aunque, a veces pueden producirse hibridaciones cruzadas y se deben encontrar
otros genes o regiones especificas. Dependiendo de las aplicaciones existen dos
metodologias distintas:

o Métodos usando ADN extraido de una cepa de cultivo para ser identificada.

El objeto ADN es extraido de un cultivo y se fija en una membrana. La sonda de ADN
toma contacto con la membrana bajo las condiciones de hibridaciéon (temperatura
correcta). Tras la hibridacion se lavan los restos y la membrana se trata con hibridos
reveladores.

o Meétodos aplicados para el estudio en colonias.

La membrana se extiende encima de la superficie del agar con las colonias. Se retira
la membrana y en esa membrana se habrdn transferido las colonias que han
permanecido por simple contacto. Se produce la lisis celular para que la sonda se
ponga en contacto con el ADN de las colonias. Tras la hibridacion, se obtiene una
imagen que revela las colonias que son de la misma especie que las de la sonda.

Identificadas a nivel de especies en bacterias lacticas en el vino o identificadas
mediante una funcion especial, como una actividad enziméatica (OIV, 2012).
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3.3.1.3. Andlisis de los fragmentos concretos del genoma

Identificaciéon mediante FISH

Otra técnica utilizada para la identificacion de Oenococcus oeni (Ferrer, 2013; Blasco
et al., 2003) fue Fluorescence In Situ Hybridization (FISH) descubierta por Pinkel y
Gray (1984) también conocida como técnica de hibridacién in situ con fluorescencia.
Es decir, es una técnica en la cual se elige una sonda de ADN que hibrida con un gen
0 una region del genoma que se busca y por tanto se marcan con un fluorocromo
(Olguin et al., 2006) (figura 3).
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Figura 3. Diagrama de flujo de un tipico procedimiento de FISH. (Fuente: Rodriguez,
2011)

Es una técnica basada en marcar con fluorescencia unas sondas especie- especificas.
En la que el ARN ribosomal es el objeto de estas sondas. La primera etapa consiste
en alcanzar el ADN dentro las células bacterianas para que la sonda encuentre la
secuencia complementaria en el 16S-ARN del ribosoma. En este paso el fluorocromo
se unird a las células que se ajusten con la sonda. La observacion del resultado se
realizara mediante el microscopio epifluorescente (OlV, 2012).

En un estudio realizado por (Hirschhaiser et al., 2005) se secuenci6 la region del
espaciador transcrito interno 23S-5S (ITS-2) y el 5S-ADNr de cinco cepas diferentes
de Oenococcus oeni y tres bacterias lacticas relacionadas filogenéticamente, tras
analizar las cadenas descubrieron que habian diferencias muy grandes entre las
cadenas de las cepas y las de bacterias lacticas. Es por ello que decidieron disefiar
tres oligonucleétidos especificos marcados con fluorescencia para realizar la técnica
de la hibridacion in situ con fluorescencia (FISH). Estos tendrian una secuencia
complementaria a la region 5S-ADNr, posteriormente se utilizaron en una mezcla los
tres oligonucledtidos con fluorescencia junto con las cepas de Oenococcus oeni y las
bacterias lacticas mencionadas anteriormente. Tras realizar la técnica FISH, se
observo que la hibridacion se produce correctamente y las cadenas de la region 5S-
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ADNr de las cepas de Oenococcus oeni emitian fluorescencia la cual fue facilmente
detectada, permitiendo la rapida identificacion de las mismas.

Este método se utiliza para la deteccion, cuantificaciéon e identificacion de varios tipos
de microorganismos en la misma muestra si se utilizan sondas de diferentes colores
para identificarlas. También se identifican cepas especificas (OIV, 2012). Esta técnica
se ha utilizado para el seguimiento de la poblacién bacteriana durante la vinificacion y
guarda de vinos (Olguin et al. 2006).

Segun el articulo publicado por Blasco et al., (2003) los resultados obtenidos mediante
la técnica de FISH fueron muy rapidos, debido a que no es necesario el cultivo de las
muestras, y se produjo la identificacion microbiana en unas pocas horas (4- 16 horas).
Como inconveniente, la observacion bajo el microscopio es limitada debido a su baja
sensibilidad. La principal desventaja es que solo se detectaran las especies que
tengan una sonda disefiada para ellas (Blasco, 2009).

Como conclusion, la identificacion de Oenococcus oeni mediante FISH y PCR con
primers especificos para una regién es una técnica muy efectiva y muy rapida (Pozo et
al.,, 2009) para realizar el control de calidad en un cultivo starter en el vino y en
mezclas complejas (mosto) (Hirschhauser et al., 2005). Utilizando sondas especificas
de especie en la técnica de hibridacion in situ de FISH permite identificar diferentes
microorganismos con diferentes filogenias. Sin embargo, el contenido reducido del
ARNr de un microorganismo puede enmascararse con la fluorescencia de fondo en la
muestra y por tanto no ser detectado (Rodriguez, 2011). Ademas, solo detecta las
especies las cuales se ha disefiado una sonda para ellas (Olguin et al., 2006).

Identificacién mediante PCR especie-especifica

La técnica de PCR especie-especifica consiste en disefiar dos primers que codifican
para una regién de 1025 pares de bases de un gen perteneciente a Oenococcus oeni
gue codifica para la enzima malolactica, posteriormente se realiza una PCR anidada.
El factor mas importante de esta técnica es su especificidad debido a que los
resultados de la PCR sdlo son positivos en Oenococcus oeni cuando el ADN aportado
(como referencia) pertenecen al ADN purificado de Oenococcus oeni (Zapparoli et al.,
1998).

Esta técnica se utiliza para la identificacion de las especies de bacterias lacticas
encontradas en el mosto o en el vino (OIV, 2012). Este método es uno de los mas
rapidos, pudiendo realizarse en tan solo ocho horas (Zapparoli et al., 1998). A pesar
de la rapidez de esta técnica, la principal desventaja es el tiempo empleado en la
preparacion y purificacion de las muestras de ADN.

PCR anidada

La metodologia de la PCR anidada (o Nested PCR) es una variante de la PCR
convencional. Consta de dos reacciones de PCR para la amplificacion con distintos
pares de primers en cada fase. En la primera PCR se utilizan unos primers externos
para la amplificacion de una secuencia mas extensa, que contiene un segmento diana
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(el segmento objeto). Y posteriormente, se utiliza la amplificacion obtenida para
realizar una segunda PCR en la cual se utilizan dos primers internos para la
amplificacion de una regién especifica.

Como ventajas habria que destacar que tiene una alta sensibilidad y especificidad. La
especificidad es mayor debido a amplificacion de un amplicon (es un conjunto de
moléculas de ADN idénticas, resultado de una PCR) previo, los primers so6lo hibridan
dentro de la molécula y el resultado se expresa en una banda. Por lo que es un
método Util para identificar una especie de una bacteria. Como desventaja, no se
puede cuantificar la muestra (Gonzélez et al., 2013).

3.3.2. Identificacion a nivel de cepa
3.3.2.1. Andlisis del genoma completo

Identificacion mediante RFLP-PFGE

La técnica de Restriction Fragment Length Polymorphism - Pulsed-Field Gel
Electrophoresis (RFLP-PFGE), también llamado polimorfismo de longitud de
fragmentos de restriccion analizado por electroforesis en campo pulsante descubierto
por Jeffreys (1984). Es una técnica muy utilizada para la investigacion de bacterias en
la microbiologia de los alimentos (Vernile et al., 2009).

Esta técnica utiliza enzimas de restriccion que digieren el ADN microbiano, por lo que
el genoma se fragmenta en cortes irregulares (Pozo et al., 2009). Las bacterias
procedentes de los cultivos se recogen mediante centrifugacion y se trasladan a unos
bloques de agarosa. Para asegurarse que el corte del ADN bacteriano se realiza
Unicamente por la enzima y no por cortes mecanicos, la lisis de las células bacterianas
y la restriccion gendmica DBA se produce en los bloques de agarosa (Pardo et al.,
1998). Los bloques de gel se cargan dentro del gel de agarosa y los fragmentos son
separados por electroforesis PFGE. Es decir, a través del campo eléctrico de pulso se
consigue separar los fragmentos grandes generados por los cortes irregulares de las
enzimas (OlV, 2012).

Se ha demostrado que los enzimas de restriccion utilizados para informar sobre el
polimorfismo entre las cepas de Oenococcus oeni son las endonucleasas Apa |I.
(Zapparoli et al., 2000; Pardo et al., 1998) Y se ha demostrado que los enzimas Sfi |,
Not | y Sma | son efectivas para diferenciar a nivel de especie las bacterias del vino del
género Lactobacillus (Rodas et al., 2005).

La Identificacion mediante RFLP-PFGE, es la técnica mas fiable para la discriminacién
de Oenococcus oeni y para la identificacion de especies de bacterias lacticas en el
vino. (OIV, 2012). Es una técnica muy utilizada para el estudio de la poblacion
bacteriana en las fermentaciones malolacticas inoculadas debido a que distingue las
cepas de Oenococcus oeni nativas de las inoculadas (Hernandez et al., 2007; Pozo-
Bayon et al., 2005; Gindreau et al., 1997) es decir, evalla la supervivencia del cultivo
iniciador y el establecimiento después de la inoculacién para la FM (OlV, 2012). Esta
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técnica es menos utilizada para el control de la pureza de los cultivos durante la
produccién de los iniciadores de la fermentacion, una ventaja afiadida es que es
reproducible y si se sospecha que las enzimas de restriccibn no han actuado
correctamente se puede usar una segunda enzima para subsanar los posibles errores
producidos.

Segun algunos investigadores, el método de PFGE es muy utilizado (Zapparoli et al.
2000; Tenreiro et al. 1994; Daniel et al. 1993; Kelly et al. 1993) ademas de ser una
técnica de alta reproducibilidad que da informacién sobre los perfiles buscados. Es una
técnica facil de analizar aunque es muy laboriosa (Ferrer, 2003).

La técnica de PFGE es muy Uutil para establecer diferentes poblaciones (Vigentini et al.,
2009) y diferenciar a nivel de cepa Oenococcus oeni en el vino (Hernandez et al. 2007;
Gindreau et al., 1997;), también para distinguir las cepas salvajes presentes en
bodega de las cepas inoculadas de Oenococcus oeni (Herndndez et al. 2007;
Gindreau et al., 1997) aunque no es muy recomendable para las bodegas por la alta
inversién econdmica (Pozo et al.,, 2009). La técnica de PFGE es ligeramente mas
discriminante que MLST (Gonzalez, 2013).

La principal desventaja se debe a que es una técnica bastante laboriosa y de larga
duracién debido a la necesidad del cultivo preliminar antes de la restriccion. Ademas,
requiere un equipo especializado y econdmicamente elevado (Pozo et al., 2009).

Identificacion mediante AFLP

La técnica Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) o también llamada
polimorfismos de fragmentos de amplificacion desarrollada por Vos et al. (1995). Esta
basada en la deteccion de polimorfismos de fragmentos generados por la digestién del
ADN total y posterior amplificacibn mediante la PCR con primers especificos y
selectiva de algunos de estos fragmentos de digestion (Bertani et al., 2019).

En primer lugar, se necesita poca cantidad de muestra de ADN. La muestra de ADN
es digerida por dos enzimas de restriccién: una con una variacion de frecuencia de
corte media (como EcoR 1) y una segunda de corte muy frecuente (como Mse | o Taq
1). Los adaptadores de los oligonucleétidos estan disefiados para que no se restauren
después de la ligadura en la zona de restriccion inicial permitiendo una restriccion y
una ligadura simultaneas. Posteriormente se somete a una PCR con primers
especificos para el adaptador para que se dirjan al fragmento de restriccién
cromosOmica desconocido. Se realiza una electroforesis que revela de 40 a 200
bandas. Los resultados obtenidos son polimérficos debido a las mutaciones de las
zonas de restriccion, a las mutaciones en las secuencias al lado de las zonas de
restriccion y a las complementarias a las extensiones selectivas de primers, y a las
inserciones o deleciones en los fragmentos amplificados.

Como principal ventaja, muestra una buena reproducibilidad, es decir, se producen los
mismos resultados en diferentes laboratorios (Savelkoul et al.,, 1999), al ser una
técnica que no depende de la hibridacién, la digestion parcial o de un determinado
patrén hace que la reproducibilidad sea muy efectiva. Siendo eficiente para las
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identificaciones a nivel de especies y nivel de cepas. También, es una técnica
productiva, capaz de generar muchos marcadores moleculares en una reaccion.
Ademas, de un alto poder discriminatorio, no requiere informacion previa sobre las
secuencias de ADN de las muestras (Savelkoul et al., 1999). Aunque tiene un alto
precio (Bertoni et al., 1999; Savelkoul et al., 1999) y no seria interesante para una
bodega.

Bertani et al. (2019) han conseguido realizar un protocolo de AFLP mas corto, mas
eficiente y mas econdémico (Kunene et al., 2000). También, es necesaria poca cantidad
de muestra (Savelkoul et al., 1999) analiza todo el genoma bacteriano y es facil de
realizar. La deteccion de fragmentos muy pequefios depende de la sensibilidad del
PCR utilizado y la cantidad de ADN utilizado. Otra gran desventaja, es la sensibilidad a
la calidad del ADN de la muestra (Bertani et al., 2019).

Identificacion mediante RAPD

El método de Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) (Williams et al., 1990)
también nombrado como fragmentos de ADN polimérficos amplificados al azar.
Consiste en un método en el que se usa un Unico primer de secuencia corta y aleatoria
de unos 10 nucledtidos de manera que sera frecuente encontrar varias secuencias al
azar con las que hibride el primer con el genoma microbiano. Posteriormente mediante
una PCR se podra amplificar estos fragmentos especificos. Al ser una técnica basada
en la PCR se debe controlar algunos factores como la baja temperatura, ciclos de
amplificacién, TagADN polimerasa empleada y la integridad de la cadena molde de
ADN.

El polimorfismo se observa como presencia 0 ausencia que se marca mediante un
marcador dominante. La ausencia de banda viene de un microorganismo homocigoto
para la mutacidon que causa la pérdida de union del primer. Mientras que la aparicion
de bandas viene de un microorganismo heterocigoto u homocigoto dominante para el
alelo al que se une el primer.

Este método es muy utilizado por su simplicidad, debido a que se pueden obtener
resultados tras una PCR seguida de una electroforesis. Otra ventaja de esta
metodologia es que no se requiere mucha informacién previa de la secuencia, se
necesita poca cantidad de ADN, la muestra de ADN no hace falta que sea muy pura,
Nno se necesita mucha capacitacion técnica y es econdmico. Ademas, identifica a nivel
de cepa debido a que se obtienen amplificaciones de diferentes tamafios segun el tipo
de cepa.

Como desventajas hay que destacar la necesidad de alelos dominantes, también al
estar basados en un PCR de primer de una secuencia muy corta, se tiene que utilizan
ciclos de hibridacion del primer con temperaturas bajas, y eso produce una falta de
reproducibilidad, si no se realizan en condiciones Optimas. Es decir, la reaccién es muy
sensible a las condiciones de amplificacion, y es necesaria una concentracion
suficiente del ADN, la cual influye en la reproducibilidad del método.
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Una vez se obtienen los resultados de la electroforesis, se han de interpretar, tomando
como referencia la banda patrén, y gracias a él podemos saber la longitud de las otras
bandas. Cuando hay presencia de una banda en el gel se transformarda en un 1 en la
matriz de datos. Y cuando hay ausencia de banda en el gel se convertira en un 0 en la
matriz de datos. Posteriormente, esta matriz de datos se transformara en una matriz
de distancias en los que se utilizan diferentes coeficientes de similitud. Los
coeficientes de similitud se basan en la similitud de los patrones de mayor coincidencia
de banda y mayor coincidencia de ausencias de banda junto con un menor nimero de
discrepancias entre las bandas.

A la hora de interpretar los resultados, si en el gel observamos dos bandas en la
misma posicion, significa que estas bandas tienen la misma longitud, sin embargo,
podrian tener distinta secuencia, esto es debido a que podrian ser ampliaciones de
distintas partes del genoma. Por otro lado, si obtenemos una coincidencia de
ausencias de banda, esto podria estar causado por diferentes tipos de mutaciones y
se podria confundir con un parecido genético, o con una mutacion.

Esta metodologia se utiliza para la identificacion de bacterias lacticas en el vino a nivel
de cepas y para poder controlar la poblacién bacteriana durante la fermentaciéon
malolactica. La efectividad del método depende de la secuencia de los primers. La
gran desventaja es la poca reproducibilidad de los resultados (O1V, 2012).

Algunos autores han demostrado la alta eficacia en la identificacion a nivel de cepa de
la técnica de RAPD (Vigentini et al., 2009; Zavaleta et al., 1997) comparandola con
otras técnicas como la técnica PFGE (Reguant y Bordons, 2003). La técnica de
RAPD-PCR es un método muy preciso (Vigentini et al., 2009; Zapparoli et al., 2000;).
para el seguimiento de las cepas iniciadoras de la fermentacion malolactica y
Oenococcus oeni en las bodegas (Reguant y Bordons, 2003). A pesar de no ser
sensible ni a la cantidad ni a la calidad de muestra (Reguant y Bordons, 2003). Esta
técnica es muy sensible a las condiciones de amplificacidn necesitando que sean
constantes en el tiempo, por ejemplo, temperaturas bajas (Chen, 2019).

Identificacion mediante Multiplex RAPD

Cémo hemos mencionado antes, en la metodologia de RAPD-PCR, se utiliza un Gnico
primer, mientras que en la metodologia de multiplex RAPD-PCR, se utilizaron dos o
mas primers al mismo tiempo en la PCR, uno de ellos est4 formado por 10 bases de
oligonucledtidos al azar y el otro primer es especifico para el gen malolactico que esta
compuesto por 23 bases. Es una técnica utilizada para diferenciar entre cepas de
Oenococcus oeni (Reguant et al., 2003). Consta de una técnica que se ha utilizado
con otras bacterias y ha dado buenos resultados (Holt y Cote, 1998; Neilan, 1995).

Un estudio que se llevo a cabo en la bodega Mas dels Frares (Facultad de Enologia,
en la universidad de Rovira y Virgili) utilizaron el método de Multiplex PCR-RAPD para
tipificar cepas de Oenococcus oeni. Las cepas utilizadas se obtuvieron en su mayoria
de tres afadas pertenecientes a los afios 1997,1998 y 1999. En primer lugar, se
realizé el aislamiento de las bacterias de los vinos e identificaron la especie. Mediante
la técnica de PCR especifica descrita por Zapparoli et al. (1998) se identificaron 1000
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aislados de los cuales 800 pertenecian a la especie Oenococcus oeni. En la PCR se
observé una banda en la especie Oenococcus oeni correspondiente a un fragmento de
bases del gen del enzima malolactico de esta especie. Para tipificar las cepas de
Oenococcus oeni se realizé el Multiplex PCR-RAPD. Los mejores resultados se
obtuvieron utilizando los primers Coc y On2. Tras finalizar el ensayo de los 800
aislados de Oenococcus oeni, de los cuales se observaron 31 cepas diferentes de
Oenococcus oeni (Reguant et al., 2003). Ademas, se descubrid como al finalizar las
fermentaciones malolacticas destacaban una o dos cepas siendo una de ellas la
dominante y la responsable de la mayoria de fermentaciones malolacticas.

Se trata de un método muy eficiente y rapido, el ensayo se realiza en seis horas y es
muy sensible permitiendo distinguir cepas diferentes pero muy similares. Ademas, este
método ha permitido una buena reproducibilidad aplicada para la identificacion de
poblaciones de Oenococcus oeni en los resultados tras tres afiadas en la misma
bodega (Reguant y Bordons, 2003).

Identificaciéon mediante PCR a tiempo real

La PCR a tiempo real o PCR cuantitativa (QPCR) desarrollado por Mullis (1993). Es
una variante de la PCR que usa unos primers marcados para la deteccion y
cuantificacion de la fluorescencia de los productos de la PCR que se han emitido por la
amplificacion. La fluorescencia se mide durante la amplificacion segun la cantidad de
ADN sintetizado en cada ciclo (Pinzani et al. 2004).

Se expuso un método para la rapida deteccion de Oenococcus oeni, para ello
desarrollaron unos primers especificos y una sonda fluorogénica dirigida al gen que
codifica la enzima de la FML, estos fueron utilizados en una PCR en tiempo real con el
fin de poder cuantificar el ADN, tanto de los cultivos de bacterias puros (preparados en
placas de agar), cdmo en muestras de vino (Pinzani et al. 2004).

El resultado final fue muy positivo ya que se confirmé que el método era especifico
para Oenococcus oeni (respecto a 6 especies distintas de bacterias lacticas), pudiendo
identificarlo en 6 horas, ademas de permitir que varias muestras se procesasen
simultaneamente. Otra ventaja muy importante fue que no era necesario tener cultivos
vivos en medios de agar. La obtencién de muestras puras suele ser un proceso lento
de hasta varias semanas, debido al lento crecimiento de las bacterias. La qPCR
permiti6 ahorrar ain mas tiempo y se ha convertido en una de las técnicas mas
rapidas que hay en la actualidad (Pinzani et al., 2003).

Otro factor a tener en cuenta es que esta técnica es muy sensible detectando células
de Oenococcus oeni en un rango 6ptimo desde 2x10° hasta 1x10° células por mL™,
siendo el limite de deteccién fue de 15 células mL™* demostrando una alta sensibilidad
(Pinzani et al. 2004).

Se ha utilizado para la identificacién y cuantificacion Oenococcus oeni en el vino
(Neeley et al., 2005). Esta técnica también permite la cuantificacion de
microorganismos perjudiciales para el vino en la vinificacion y tras el embotellado
(Martorell et al., 2005; Phister et al., 2003). Siendo la PCR a tiempo real muy eficaz
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para la deteccion de bacterias productoras de aminas biogénicas y para la evaluacion
del riesgo de la produccion de estas sustancias por poblaciones bacterianas (Pozo et
al., 2009). Una de las desventajas mas importantes es elevado precio y la necesidad
de tener personal altamente cualificado para llevarlo a cabo.

La gran ventaja de la PCR a tiempo real es que ofrece la posibilidad de detectar en
tiempo real la amplificaciéon de una secuencia de ADN de interés. Es decir, la rapidez
en producir los resultados para poder estimar la poblacién de una muestra, controlar el
crecimiento bacteriano durante la fermentacion y asi poder realizar las acciones
correspondientes para corregir los problemas en el momento (Pinzani et al., 2004). Los
procesos de amplificacion y deteccion se producen en el mismo vial que permanece
cerrado por lo que reduce el riesgo de contaminacién (Schaad y Frederick, 2002; Heid
et al. 1996). Por contra, esta técnica no diferencia entre las células viables y las no
viables debido a que detecta el ADN y por tanto el ADN sigue presente tras la muerte
de la célula (Pinzani et al. 2004).

3.3.2.2. Andlisis de los operones ribosomales
Identificacién mediante ITS

La técnica de Internal Transcribed Spacer (ITS) basado en el analisis del espaciador
intergénico 16S-23S. Es decir, las bacterias poseen fragmentos de ARNr localizados
dentro de un operdn, las fracciones pueden ser 23S, 16S y 5S, y se separan entre si
por las ITS que son las secuencias intergénicas (OIV, 2012).

Se pueden realizar mediante la eleccion de dos secuencias distintas: 1) la secuencia
de nucledtidos de rpoB que codifica una subunidad de la ARN-polimerasa, solo hay
una copia en el gen en las bacterias. 2) La secuencia de nucleétidos de ITS situada
entre los genes del 16S y 23S del ARNr se puede usar para la identificacion pero esta
secuencia que esta menos conservada. Se requiere la extraccion del ADN del cultivo
puro que se utiliza como molde para la PCR. Para la PCR se utilizan primers de las
zonas conservadas universales de ambas partes del ITS, dentro de los genes que
codifican el 16S-ARNr y 23S-ARNr. Posteriormente, se realiza una electroforesis, los
resultados amplificados se purifican y se realiza la secuenciacién. Los resultados
obtenidos de los genes que codifican para el 16S-ARNr o rpo B y se comparan con
genes disponibles en los bancos de datos (OlV, 2012; Sato et al., 2001).

Los ITS al estar situados en el operdn bacteriano, y al existir varias copias del operén
dentro de la mayoria de bacterias, provocan que puedan cambiar la longitud y la
secuencia de los distintos fragmentos intergénicos (Navarro et al., 1992).

Esta técnica permite la identificacion a nivel de especie, de cepa, incluso la
clasificacion filogenética por la gran variabilidad que tienen estas regiones (ITS)
utilizando una base de datos con todos los genes bacterianos.
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Identificacién mediante Hibridacion

Métodos de Ribotipado para Oenococcus oeni.

La metodologia de ribotipado esta basada en la identificacion y clasificacion
taxondmica de las especies de bacterias basada en la secuencia genética del 16S
ARNr debido a que hay una conservacion intraespecifica de esta secuencia (Fox et al.,
1980).

El ribotipado convencional (figura 4) estd basado en la separacion del ADN genémico
mediante enzimas de restriccion, posteriormente una electroforesis, un Southern blot y
una hibridacion de fragmentos de ADN transferidos con una sonda de operén
ribosomal radiomarcada. Se visualizan los resultados en forma de bandas que
contienen una porcion del operédn ribosomal mediante autorradiografia. La cantidad de
fragmentos que se producen mediante ribotipado indican la multiplicidad de operones
de ARNTr presentes en una especie bacteriana (Bouchet et al., 2008).

En un estudio realizado por Zavaleta et al., (1997) que consistié en la identificacion
mediante el método 23S-ADNr-RFLP de 70 cepas de Oenococcus oeni; 37 cepas se
obtuvieron de las colecciones de cultivo y 33 cepas se obtuvieron del aislamiento del
vino de Espafia, Peru y Chile, el andlisis de ribotipado se llevé a cabo mediante los
enzimas EcoR1 o Hindlll y tras obtener los resultados de la electroforesis se
observaron tres bandas.

27




(a)

(b)

In silico selection of:
i) restriction enzyme ——> restriction
ii) ribosomal operon primers

UNIVERSITAT
POLITECNICA
DE VALENCIA

Escola Técnica Superior
d'Enginyeria Agronomica i del Medi Natural

—J|

Pure culture of isolate(s)
of interest

single colony

genomic
DNA

digest:

—

—

—_ =

)

tRNA —

+ 2p o = =

S E—

rDNA labeling | 1 KNTow —

+ random primers agarose gel e

Isolate #

ectrophoresis

Southern blot vacuum transfer

i

P

Hybridization

(e)

isolates: ® 1 2 3 4 5 6 7 8 @ 91011121314151617 @

p ========-===-z==Z-"=

Ribotype RFLP autoradiograph

Species-specific
signature band

(f)

band matching

L I.Jrfl‘,a ’
gl 1 )
- &

Dendrogram
construction
N
- [
similarity matrix -

Figura 4.

Ribotipado (Fuente: Bouchet et al.,

2008).

28




UNIVERSITAT
POLITECNICA

Escola Técnica Superior

3.3.2.3. Andlisis de los fragmentos concretos del genoma
Identificacion mediante MLST

La técnica de MultiLocus Sequence Typing (MLST) o también llamada secuenciacién
multilocular propuesta por Maiden et al. (1998), se basa en el analisis de las
secuencias parciales de una serie de genes conservados o housekeeping (Yu et al.,
2018; De Las Rivas et al., 2004). Los genes conservados o0 genes housekeeping son
genes que codifican las proteinas que realizan funciones basicas para mantener la
célula viva, es por ello que tienen una tasa de mutacibn muy baja y son unos
indicadores muy fiables para poder diferenciar organismos. Por lo que pequefias
variaciones en la secuencia de estos genes permiten diferenciar claramente las
distintas cepas de la misma especie.

Gracias a esta técnica, es posible conocer la cepa concreta de Oenococcus oeni
permitiendo detectar pequefias mutaciones que muestran una tasa de evolucion y una
diversidad neutral (Bridier et al., 2010).

El funcionamiento de MLST consiste en amplificar mediante PCR la muestra de ADN
deseada (para ello hay que hacer un protocolo de aislamiento de ADN vy purificacion
del mismo), posteriormente hay que secuenciar el ADN amplificado y por ultima hay
qgue hacer un analisis multilocus de las secuencias mediante la comparacién de los
perfiles alélicos (Hunter, 1990).

En el estudio de Gonzalez et al. (2013) se utilizaron ocho genes housekeeping para la
técnica MLST. Se aislaron 30 muestras de cepas de Oenococcus oeni, de las cuales
se organizaron dentro de la misma cepa aquellas cepas que presentaban una similitud
del 100% y se localizaron dieciséis cepas distintas. Mediante los resultados obtenidos
por la caracterizacion de los ocho genes housekeeping se determinaron de tres a ocho
alelos.

La gran ventaja de la técnica MLST es su alta reproducibilidad (Gonzélez et al., 2013)
y posee una alta discriminacién para comparar bacterias de la misma especie pero
procedentes de diferentes cepas mediante la secuenciacion de los nucleétidos (De las
Rivas et al., 2007).
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6. CONCLUSIONES

Oenococcus oeni es la bacteria més utilizada en la vinificacion por las caracteristicas
gue presenta y es necesario su seguimiento durante la vinificacién.

Las técnicas moleculares permiten distinguir diferentes especies y diferentes cepas de
Oenococcus oeni que tiene una gran importancia en las bodegas para seleccionar los
cultivos iniciadores y poder asegurar su poblacion durante la fermentacion malolactica
y evitar el desarrollo de otras bacterias que causen alteraciones en los vinos.

Para la identificaciébn a nivel de especie, se prefiere la técnica FISH frente a las
técnicas PCR especifica y 16S-ARDRA para controlar la evolucién de poblaciones
microbianas en el mosto o durante la fermentacion malolactica en el vino, siendo una
técnica econdmica y buena para su aplicacion real.

Recientemente, la técnica MLST es la mas precisa para la secuenciacion de genes
comparada con la técnica RFLP vy la ribotipia, debido a que presentaba una mayor
discriminacion entre las cepas de la misma especie de Oenococcus oeni.

A la hora de elegir la técnica se debera tener en cuenta si se busca una técnica para la
identificacion a nivel de especie o de cepa, el tiempo disponible y la inversion
economica.

Actualmente, la técnica mas utilizada en los centros de investigacién y laboratorios de
referencia es la PCR a tiempo real debido a su alta sensibilidad, especificidad y su
capacidad de realizar correcciones durante la fermentacion malolactica en el vino,
aunque su precio sea elevado.
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