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RESUMEN

RESUMEN

Brettanomyces es considerado un agente de deterioro importante, encontrado en diferentes vinos
de distintas zonas geogréficas del mundo.

Los objetivos del presente trabgjo consistieron en determinar la presencia de levaduras
Brettanomyces en vinos chilenos con carécter “Brett”, a través de métodos moleculares como
PCR y RFLP, ademas de establecer una relacion entre las caracteristicas quimicas de los vinos y
la presenciade dichalevadura.

Para esto, se analizaron veintidés muestras de vinos provenientes de dieciséis vifias
diferentes, las cuales evidenciaban un notable deterioro debido a la presencia de aromas
generalmente atribuidos por los endlogos a la actividad de levaduras del género Brettanomyces

Las muestras de vino fueron sembradas en placas con medio selectivo para Brettanomyces
spp., con e subsiguiente desarrollo de colonias en dieciséis de las veintidos muestras. De estas
colonias se extragjo ADN para realizar una caracterizacion molecular de las levaduras obtenidas,
la que consistio en la amplificacion por PCR de la region 5.8S-1TS del rRNA y la subsiguiente
digestion de los amplificados utilizando dos enzimas de restriccion Haelll y Hinfl. La
correspondiente identificacion de los perfiles obtenidos se realizd utilizando cepas conocidas de
Brettanomyces spp. y la clasificacion de especies de Esteve-Zarzoso et al., (1999).

A través de la aplicacion de estos métodos moleculares, fue posible la identificacion del
género Brettanomyces spp. en el 45,5% de las muestras analizadas. |dentificandose la presencia
de Brettanomyces bruxellensis. En esta especie se observo un tipo de polimorfismo presente en
el 50% de las muestras, fendmeno que puede ser atribuido a mutaciones. Ademés fue posible
identificar levaduras del género Candida spp., no siendo posible la determinacion de la especie.

Por otro lado, se llevaron a cabo los andlisis quimicos béasicos para cada muestra evaluada
resultados que fueron utilizados para llevar a cabo un andlisis multivariante de tipo
discriminante, con el cual fue posible la agrupacion de las muestras de vino en relacion a las
especies del género Brettanomyces spp. encontradas.

Por los resultados obtenidos se puede concluir que existe evidencia de levaduras
Brettanomyces spp. en vinos chilenos con caracter “Brett”, confirmandose gque la técnica de PCR
es una herramienta rdpida para su correcta identificacion, permitiendo distinguir entre levaduras
de diferente géneros o de diferentes especies del género Brettanomyces spp.

Palabras clavee PCR-RFLP, Regién 5.8SITS, ldentificacion molecular, Levaduras
deteriorantes, Brettanomyces spp.
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ABSTRACT

ABSTRACT

DETERMINATION OF Brettanomyces spp IN CHILEAN WINES USING MOLECULAR
METHODS.

The aims of this work were to determine the presence of yeasts Brettanomyces in Chilean
wines with character "Brett", by using PCR and RFLP analysis, and to establish a relation
between the chemical characteristics of the wines and the presence of this yeast.

Twenty two samples were examined including wines from 16 different wineries, which were
presenting aromas typical of the activity Brettanomyces.

Samples were plated in selective medium and 16 rendered colonies. For the molecular
characterization of yeasts restriction patterns using Haelll and Hinfl were generated from the
region spanning the internal transcribed spacers (ITS1 and ITS4) and the 5.8S rRNA gene. The
identification was realized according to the classification of species of Esteve-Zarzoso et al.,
(1999).

Forty five percent of the samples were identified as Brettanomyces bruxellensis and twenty
seven percent were identified as Candida spp.

Discriminant analysis applied to chemical basic analysis for every sample, grouped the
samples of winein relation to the species that were found.

We conclude that the use of this molecular approach is very useful as a new rapid and easy
method of routine yeast identification. It provide evidence for the occurrence of Brettanomyces
spp. in Chilean wines with character "Brett".

Key words. PCR-RFLP, 5.8SITS region, Molecular identification, Spoilage yeast,
Brettanomyces spp.
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INTRODUCCION

Brettanomyces ha sido identificada como una levadura deteriorante en todas las areas de
produccion de vino en el mundo (Heresztyn, 1986), aun asi se discute si su actividad
debiera de considerarse como positiva, negativa o indiferente, ya que mucho de lo que se
conoce o cree sobre ella se basa en los cambios sensoriales que se detectan en el vino
(Fugelsang, 1997).

Brettanomyces spp. presenta una forma esporulada (perfecta) que se denomina
Dekkera spp. (Ibeas et al., 1996; Fugelsang, 1997 y Alguacil, 2001), estas se diferencian
en la produccion de ascosporas (Zoecklein et al., 1995). Estos géneros fueron
inicialmente descritos por Claussen en 1903 en la produccion de cerveza (Gilliland, 1961,
citado por Lonvaud-Funel et al., 2004).

Van der Walt (1970) describi6 siete especies de Brettanomyces spp. y dos especies
de Dekkera spp. Posteriormente Van der Walt (1984, citado por Fugelsang, 1997), ampli6
Brettanomyces para incluir nueve especies, mientras que el género Dekkera permanecio
sin cambiar.

Sus células vegetativas se describen como de forma ojival, aunque esto es mas
frecuente de encontrar en poblaciones viejas (Zoecklein et al., 1995). La forma de la
célula cumple un rol muy importante en la identificacion, aunque depende de la edad,
medio de cultivo y estrés medioambiental (Degré et al., 1989 y Fugelsang, 1997).

Brettanomyces y Dekkera son de lento crecimiento, pudiendo pasar desapercibida
hasta que el vino esté fuertemente afectado (Zoecklein et al., 1995). Brettanomyces spp.
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en vino en barricas siguen un patron de crecimiento acampanado, alcanzando una
maxima densidad de poblacion 5-7 meses luego de la vinificacion (Fugelsang, 1997 vy
Chatonnet, 1995 citado por Cocolin et al., 2003).

Son muchos los descriptores que se han utilizado para caracterizar el aroma que
Brettanomyces/Dekkera produce en los vinos, pues en cierto momento la contaminacion
de esta levadura puede ser descrita como aroma a especie, animal o medicinal, mientras
que en otro, la actividad de esta levadura genera aromas que recuerdan a roedores
(Fugelsang, 1997). Los fenoles son los componentes que dan este caracter a los vinos,
de los cuales los etilfenoles otorgan el olor fendlico animal, como olor a corral y establo a
altas concentraciones, mientras que el vinilfenol puede ser responsable de fuerte olores
farmacéuticos (Chatonnet et al., 1995).

Por esta razon se debe ser riguroso en validar la evaluacién sensorial con pruebas
de laboratorio que aseguren la existencia de esta levadura. Por ejemplo el olor a ratén se
usa para describir la actividad de Breftanomyces spp., pero este tipo de aroma también
se produce por el desarrollo de bacterias lacticas heterofermentativas (Craig y Heresztyn,
1984).

El contenido de etilfenol y la intensidad del caracter fendlico en el vino producido por
Brettanomyces/Dekkera son directamente proporcionales a las poblaciones viables de las
mismas (Chatonnet et al., 1995).

El defecto “Brett” puede aparecer en el vino en distintas etapas de su produccion y
del proceso de crianza. Sin embargo, en general, este tipo de alteracion ocurre durante la
crianza antes del embotellado, especialmente cuando los vinos son mantenidos en
barricas, sobre todo de maderas viejas raramente o nunca aseadas (Chatonnet et al.,
1995 y Olsen, 2001).

Como la mayoria de las especies de levaduras no pueden ser distinguidas e
identificadas por métodos microbiolégicos clasicos, se han utilizado técnicas moleculares
(Querol y Ramén, 1996). En los ultimos afos, se han realizado muchos estudios
describiendo la aplicacion de herramientas de biologia molecular para la diferenciacion y
caracterizacion de levaduras usadas en la fermentacion industrial (Esteve-Zarzoso et al.,
1999). Siendo una de las técnicas mas utilizadas para este propésito, la reaccion en
cadena de la polimerasa (conocida como PCR, por sus siglas en ingles, “Polymerase
Chain Reaction”) (Mesas y Alegre, 1999).

Esta metodologia fue desarrollada por el quimico Kary B. Mullis en 1985 (Satz y
Kornblihtt, 1993), la cual puede amplificar un segmento de ADN en un billébn de copias
idénticas (Nelson y Cox, 2004). Una vez amplificado dicho ADN puede ser analizado
mediante electroforesis en gel de agarosa (Mesas y Alegre, 1999).

La amplificacién por PCR permite la deteccion especifica de secuencias de ADN y
asi posibilita la deteccién de microorganismos contaminantes (Ibeas et al., 1996). Consta
de tres grandes pasos basicos, los cuales son: desnaturalizacién, apareamiento y
extensién (Luque y Herraez, 2001). Estos constituyen un ciclo, y son repetidos por 30 o
40 veces y dan como resultado la copia de una porcién de la molécula de ADN de doble
cadena para producir dos cadenas ADN hijas (Auger, 2002). Luego de dos ciclos habra 4
copias, etc., siendo este un aumento exponencial del nimero de copias. Esto se realiza
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en un termociclador automatizado, que puede calentar y enfriar los tubos con la mezcla
de la reaccién en un tiempo muy corto (Vierstraete, 1999). De acuerdo a esto, unos pocos
nanogramos de ADN pueden ser amplificados millones de veces en un ensayo con PCR
(Auger, 2002).

Esteve-Zarzoso et al., (1999) sefalan que la aplicacion de técnicas de biologia
molecular, en especial la PCR, es un método rapido y facil para la identificacién de
levaduras vinicas, ya que mediante esta técnica se logro la identificacion 132 especies de
levaduras pertenecientes a 25 géneros diferentes.

Con este propdsito la presente investigacion se basa en la hipétesis que el caracter
“‘Brett” en los vinos chilenos se debe a la presencia de levaduras del género
Brettanomyces spp.

La existencia de un indicador confiable sobre la presencia de levaduras
Brettanomyces spp. en la bodega, permitira comprobar si la evaluacién sensorial
realmente refleja la presencia de la levadura en el vino, por lo que en la presente
investigacion se plantean como objetivos:

Determinar la presencia de levaduras Brettanomyces en vinos chilenos con caracter
“Brett”, a través de la aplicacion de la técnica PCR (reaccién en cadena de la
polimerasa) y RFLP (fragmentos de restriccién de longitud polimorfica).

Establecer la relacion entre las caracteristicas quimicas de los vinos y la presencia de
Brettanomyces.
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MATERIALES Y METODO

MATERIALES Y METODO

Materiales

Lugar del estudio

El trabajo de investigacion se realizo en los laboratorios de Enologia y Microbiologia del
Departamento de Agroindustria y Enologia de la Facultad de Ciencias Agronémicas de la
Universidad de Chile y en el laboratorio de Biotecnologia del Campus Sur, Mecesup en
dependencias del Instituto de Nutricion y Tecnologia de los Alimentos (INTA), Universidad
de Chile.

Muestras de Vinos

Veintidés muestras de vinos con caracter “Brett” fueron obtenidas de dieciséis vifias
diferentes.

Se utilizé un medio de cultivo sefialado por la literatura como adecuado para lograr el
desarrollo de Brettanomyces spp. Este correspondié a agar carbonato de calcio descrito
por la A.T.C.C. (American Type Culture Collection, 1998), que en su formulaciéon consta
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de glucosa (1%), extracto de levadura (1%), peptona (1%), carbonato de calcio (2%) y
agar (2%) (Catalan, 2003 y Martinez, 2002).

Se incorporo al medio de cultivo el antibiético cicloheximida en una dosis de 50 mg/L,
el cual fue incluido como un inhibidor selectivo, que impide el crecimiento de organismos
numéricamente superior como es Saccharomyces (sensible a cicloheximida) (Ibeas et al,
1996). Junto a bifenil en donde se agregaron 5 mL para una preparacién de 500 mL de
medio de cultivo.

En la técnica de PCR se utilizaron: “primers” o partidores que son secuencias
especificas complementarias que se afaden a la reaccién y que amplifican en forma
selectiva una secuencia usandose “primers” ITS1 y ITS4 (espaciadores transcritos
internos) (Esteve-Zarzoso et al., 1999); la enzima Tag ADN polimerasa, la cual es
termoestable; nucleétidos; endonucleasas de restriccidn Haelll y Hinfl y otros materiales
necesarios para realizar PCR.

Se utilizaron geles de agarosa 1% para observar la presencia de ADN y minigeles de
acrilamida al 8% para ver amplificados y los fragmentos de las digestiones. La fotografia
se visualizé mediante la tincion con bromuro de etidio para el caso de los geles de
agarosa, y con tincion mediante nitrato de plata (AgNO3) para geles de acrilamida
(Romero et al., 2002).

Metodologia

Muestras de Vino

Se recolectaron veintidés muestras (1500 mL) las cuales fueron obtenidas de dieciséis
bodegas de vino diferentes, los cuales presentaban evidente presencia sensorial de
Brettanomyces, caracter que fue evaluado por el endlogo de cada bodega, mediante la
deteccidn de aromas tipicos a sudor de caballo, lana mojada, moho, medicinal, raton, etc.

La caracterizacion enolégica de los vinos muestreados se realizd mediante los
analisis quimicos basicos que se detallan en el cuadro 1.

Cuadro 1. Andlisis quimicos de los vinos con caracter “Brett”.

Analisis Unidad Método

Acidez total g acido sulfarico/L Titulacion con NaOH 0,1N
Grado alcohdlico °G.L. Densimétrico

Azucares reductores g/L Fehling

Acidez volatil g acido acético/L Blarez

SO, libre (SO2 ) mg/L Ripper

SO, total (SO2 ) mg/L Ripper doble

pH “ ' Potenciométrico

Fuente: Bordeu y Scarpa (2000)

14
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Siembra en placas: Se realizaron dos tipos de siembras:

Siembra por extension: donde se dispusieron 0,1mL de vino muestra sobre el medio
de cultivo.

Siembra por filtracion: se filtraron 50 mL de vino muestra a través de una membrana
de nitrocelulosa estéril de 0,45 um de porosidad. Esta membrana se deposito sobre
el medio de cultivo.

Todas las placas de petri sembradas fueron incubadas en una estufa de cultivo
(Memmert, alemana) a una temperatura de 24-26°C para favorecer el desarrollo de
colonias, por alrededor de 6 a 10 dias.

De las placas obtenidas se seleccionaron las que presentaba colonias aisladas, se
escogi6 una colonia de cada muestra de vino, segun morfologia.

Extraccion de ADN

Se extrajo ADN directamente de las colonias obtenidas de las placas. Usando un
protocolo

de extraccion, el cual consistié en la centrifugacion (Eppendorf, 5804 R, Estados
Unidos) de la colonia suspendida en agua destilada (200 pl) por 2 min. a 10.000 rpm. Se
anadio solucion Tampon 1 (sorbitol 0,9 M, EDTA 0,1 M, pH 7,5), ademas de una solucion
de zymoliasa 60000 (1,5 mg en 1300 ul de T1), se incubd la muestra a 37° C por 20 min.
en bafio termoregulado, se agregd la solucién Tampén 2 (Tris 50 mM pH 7,4, EDTA
20mM), y 13 ul de dodecilsulfato de sodio (SDS)10%, se incub6 a 65° C por 5 min., se
agrego acetato de potasio 5M, se incubd en hielo 15 min. Se centrifugé y se afadio
isopropanol a temperatura ambiente. Finalmente se agregd etanol 70%, para con esto
lograr un “pellet” que contenga solamente ADN.

Ademas el protocolo desarrollado fue también utilizado para obtener ADN
directamente de la muestra de vino sospechosa, con una previa centrifugacién a 10.000
rpm por 2 minutos.

Reaccion de PCR y Digestion de ADN de la region 5.8S-ITS (RFLP)

Para la identificacion de levaduras mediante la técnica de PCR, se uso el analisis del gen
5.8S rRNA y sus regiones espaciadoras transcritas internas, comunmente llamado como
5.8S-ITS (Esteve-Zarzoso et al., 1999). La amplificacion de este fragmento y su posterior
digestion con enzimas de restriccion genero perfiles (RFLP) distinguibles que permitieron
identificar diferentes especies de levaduras segun reporté Esteve-Zarzoso et al., 1999.

El ADN obtenido desde las colonias fue suspendido en 40 yl de una mezcla de
reaccion de PCR (reaccién “mix”) que contenia agua, 0,3 uyl de enzima Taq polimerasa
(Bioaxis, Chile), buffer de la enzima 10X, magnesio (1,5 mM de MgCI2), nucleétidos (10
pM) 'y primers (0,5 uM). Las secuencias de los primers (ITS1:
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5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3' y ITS4: 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) estaban
basadas en la regién del ADN que codifica para el ARN ribosémico 5.8S y amplifican asi
especificamente una regién del ADN de las levaduras.

La suspension fue llevada a un termociclador (Thermo, Px2, Estados Unidos) ,
donde las condiciones de PCR fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial 5 minutos a
95°C, desnaturalizaciéon de 1 minuto a 94°C, apareamiento de 55,5°C por 2 minutos y
extensién a 72°C por 2 minutos, extension final de 10 minutos a 72°C.

Una cantidad de 5pl del producto amplificado fue digerido con las endonucleasas de
restriccion Haelll y Hinfl (Bioaxis, Chile), incubando la preparacion durante 4 horas a
37°C. En cada una, se conocia la secuencia de corte especifica de nucledétidos.

El producto amplificado y los fragmentos de restriccion se observaron a través de
electroforesis en minigel de acrilamida al 8% (1,5 mm de espesor), respectivamente con
buffer (TBE 1x) (Romero et al., 2002). Los tamafos de las bandas fueron estimados
mediante la comparacion de la migracién electroforética de cada fragmento de restriccion
con la migracion de un ADN estandar con un rango de tamafo de 100-1500pb (100 pb
ladder).

Los productos amplificados y de los fragmentos de digestién fueron separados
durante 35 minutos a 150 volts y 60 minutos a 150 volts respectivamente utilizando una
fuente de poder (Polyscience 500, Estados Unidos).

Luego de la electroforesis los geles fueron tefiidos y fotografiados.

Analisis estadistico

Este analisis busca encontrar una o varias funciones discriminantes, derivadas por
combinacion lineal de las variables originales, que permitan separar los grupos si es que
son realmente diferentes, segun las variables estudiadas (Salgado, 2003).

Si se obtiene mas de una funcidon discriminante, es posible representar los
coeficientes que adquiere cada muestra frente a esas funciones discriminantes y
observar graficamente los distintos grupos. Si la distancia entre dos observaciones o
muestras aparecen muy cercanos en la representacion, significa que tienen un
comportamiento parecido en las variables originales que dan lugar a las funciones
discriminantes.

Se realizé un analisis discriminante sobre todas las muestras, cuyo objetivo fue
determinar si los grupos establecidos dentro de un conjunto de datos (variables quimicas
basicas de las muestras de vinos con caracter “Brett”) son estadisticamente diferentes, de
acuerdo a las variables estudiadas (resultados de pruebas moleculares), que son las que
definen esos datos.

El analisis estadistico se llevo a cabo con el programa Statgraphics Plus Version 5.

16
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RESULTADOS Y DISCUSION

El trabajo se discute de acuerdo a tres partes principales: resultados de pruebas
moleculares basado en el analisis del tamano del amplificado y analisis de restriccion del
ARN ribosomal, resultados de la composiciéon quimica basica de los vinos muestreados y
analisis estadistico a través de andlisis multivariante de tipo discriminante.

Pruebas moleculares

Veintidés muestras de vino sospechosas de estar deterioradas por Brettanomyces spp.
fueron sembradas en medio de cultivo carbonato de calcio, de las cuales dieciséis
desarrollaron colonias bajo las condiciones proporcionadas. El detalle del crecimiento de
colonias de las respectivas muestras de vinos, se detallan en el cuadro 2.

Cuadro 2. Detalle del crecimiento de colonias para cada vino con caracter “Brett”.

Muestrasde [1(2|3|4|5(6(7(8/9/10 |11|12[13|14|15(16(17 18192021 |22
Vino

Con * * * * * * * * * * * * * * * *

Crecimiento
Sln * * * * * *
Crecimiento
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Junto a estas muestras con caracter “Brett” fueron incluidas dos muestras bajo el
concepto de control, es decir, se incluyd una siembra de Saccharomyces cerevisiae(Sc) y
una de Brettanomyces bruxellensis (Bt) obtenidas de CECT (Coleccion Espafola de
Cepas Tipo), con el objetivo de comparar los resultados.

Las seis muestras restantes no exhibieron crecimiento en placa. Esto podria ser
explicado de varias maneras. Una de ellas es la no presencia de células de levaduras
Brettanomyces en las muestras de vinos o que estas se encuentren muertas. Otra
posibilidad es que segun Millet y Lonvaud-Funel (2000) quienes describen la existencia
de células no capaces de producir colonias, definiéndolas como VBNC (viables pero no
cultivables), este estado se produciria por el proceso de sulfitacién o por la privacion de
oxigeno, recuperandose la condicion viable y cultivable cuando las condiciones se
reponen. Estos autores ademas demostraron que células de Brettanomyces spp. en este
estado pueden presentar tamanos celulares heterogéneos, otorgandoles la posibilidad de
pasar a través de membranas de filtraciéon de 0,45 um. Esto revelaria el porque de la
ausencia de colonias de levaduras al momento de sembrar directamente 0,1 mL de vino
muestra y ademas la ausencia en la incubacion de la membrana de filtracion en el medio
de cultivo.

Extraccion de ADN

El ADN de las muestras sospechosas se obtuvo desde colonias desarrolladas y
directamente desde los vinos como se indicd en Materiales y Métodos.

Ibeas et al., (1996) sefala que estos microorganismos crecen muy lentamente en
medio de cultivo corrientes, y el rapido crecimiento de otras levaduras hacen que la etapa
de aislacion sea dificil. Por lo que al incluir el antibiético cicloheximida el trabajo de
obtener colonias aisladas es menos laborioso, todo esto acompafado de un medio
selectivo, favorecedor de Brettanomyces spp.

La extraccion de ADN desde colonias fue facil utilizando el protocolo sefalado,
otorgando siempre un “pellet” limpio para ser utilizado en la técnica de PCR. No asi en la
extracciéon de ADN directamente desde muestras de vino, en donde los “pellets”
obtenidos siempre fueron de color rosado o café claro, lo que indicaria segun Cocolin et
al., (2003) que la pureza de los acidos nucleicos obtenidos era pobre.

Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) para ADN extraido d esde
vino

Los resultados del PCR para el caso de ADN extraido directamente desde vino fueron
infructuosos, esto se explica debido a la posible presencia de sustancias inhibitorias que
estarian presentes en la preparacion de acidos nucleicos y que no fueron completamente
removidos con el protocolo especifico de extraccidon. Estas sustancias interfirieron con la
etapa de amplificacién, inhibiendo la acciéon de la enzima ADN polimerasa (Taq) por la
presencia de componentes del vino, como son polisacaridos y polifenoles (Cocolin et al.,
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2003).

Otros autores han informado una diferencia sustancial en el limite de deteccién para
células de Brettanomyces/Dekkera cuando la técnica PCR fue realizada con DNA
extraido directamente desde vino (lbeas et al., 1996). Lonvaud-Funel y Delaherche
(2004) declaran que la deteccion limite en vino fue de 10~ CFU/mL para B. bruxellensis
para PCR en tiempo real (‘real time PCR”). En cambio Ibeas et al. (1996) detecto
Dekkera/Brettanomyces en vinos deieriorados por “nested PCR” solamente cuando las
poblaciones fueron mas altas que 10 ° CFU/mL.

Basado en lo anterior, seria recomendable realizar la extraccion de ADN directa
desde vino utilizando mayores volumenes de vinos sospechosos con el fin de poder
colectar mas células y procesarlas segun el protocolo especifico, ya que es de sospechar
que la cantidad de uanades formadoras de colonias de Brettanomyces spp. en el vinos
sean menores que 10 UFC/mL.

Reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR) para ADN extraido desde
colonias

Los primers ITS1 y ITS4 fueron usados para amplificar la region 5.8S-ITS que fue
previamente descrita por Esteve-Zarzoso et al., (1999).

Se utilizaron controles negativos en cada reaccién para testear la presencia de
contaminacién en los reactivos y de esta manera poder hacer mas confiables los
resultados.

Los amplificados se obtuvieron con el uso de ADN extraido de dieciséis colonias
provenientes de los vinos sospechosos y desde controles positivos (colonias conocidas
de Saccharomyces cerevisiae y Brettanomyces bruxellensis), los resultados se muestran
en las figuras 1y 2.
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Figura 1. Electroforesis en minigel de poliacrilamida (8%) de los amplificados por PCR de
la region 5.8S-ITS del ADN extraido de las colonias aisladas (Carriles: 3, 5, 4, 7, 8, 9, 10,
17, 18, 20). Carril L: marcador de peso molecular 100 pb (1500, 1000, 900, 800, 700, 600,
500, 400, 300). Carril Bt: Brettanomyces bruxellensis. Carril Sc: Saccharomyces
cerevisiae.

En la figura 1, se puede observar que todos los tamafios de los productos de
amplificacién de las muestras analizadas, desde el carril 3 al 20, presentaron similar
migracion de bandas, coincidiendo con el amplificado de Brettanomyces bruxellensis
(Esteve-Zarzoso et al., 1999). El tamafio de estos amplificados es de aproximadamente
de 485 pb. Destacandose la

diferencia con el amplificado proveniente de Saccharomyces cerevisiae, cuyo tamafio
es de alrededor de 880 pb.
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Figura 2. Electroforesis en gel de poliacrilamida (8%) de los amplificados por PCR de la
region 5.8S-ITS del DNA extraido de las colonias aisladas (Carriles: 11, 12, 13, 14, 15,
16). Carril L: marcador de peso molecular 100 pb (1500, 1000, 900, 800, 700, 600, 500,
400, 300, 200). Carril Bt: Brettanomyces bruxellensis. Carril Sc: Saccharomyces
cerevisiae.

En la figura 2, se puede apreciar que se repite el mismo parametro de la figura 1,
todos los amplificados del ADN de las muestras de vino migran a una distancia similar,
pero en este caso la longitud de las bandas para los carriles 11 al 16 son cercanas a 750
pb, no concordando con el tamafo del amplificado desarrollado para Brettanomyces
bruxellensis (485 pb),ni para Saccharomyces cerevisiae (880 pb), lo que presume que
corresponderia a otro género o a otra especie de levadura.

Fragmentos de Res triccion

Para la identificacion de levaduras, los amplificados fueron digeridos con dos enzimas de

restriccion (Haelll y Hinfl). En algunos casos el uso de estas fue clave para discriminar
entre especies.

Los resultados de los perfiles de restriccion mediante el uso de la endonucleasa
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Haelll se muestran en las figuras 3 y 4.
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Figura 3. Perfil de restriccion de los amplificados de la region 5.8S-ITS digeridos con

Haelll. Carril L: marcador de peso molecular 100 pb (1500, 1000, 900, 800, 700, 600, 500,

400, 300, 200, 100). Carril Bt: Brettanomyces bruxellensis. Carril Sc: Saccharomyces
cerevisiae.

En la mayoria de los casos, los tamafios de los perfiles de restriccién obtenidos con
la endonucleasa Haelll fueron semejantes. Saccharomyces cerevisiae desarrollé 4
bandas de 320, 230, 180 y 150 pb aproximadamente. Breftanomyces bruxellensis
presento un perfil compuesto por fragmentos de 375 y de 95 pb aproximadamente,
bandas de iguales dimensiones se expresaron para las muestras 3, 5, 17, 18 y 20 lo que
daria un primer indicio que corresponderian a la misma especie de levadura. Las
diferentes especies de levaduras difieren en la posicion de los sitios de reconocimiento de
las enzimas de restriccion, lo cual genera perfiles diferentes que permiten su
diferenciacion y determinacion.

Para el caso de las muestras 4, 7, 8, 9 y 10 se visualizan 3 bandas, la primera banda
corresponde aproximadamente a 375 pb la cual coincide en migracion con el perfil de
Brettanomyces bruxellensis. Las otras dos bandas restantes migran a la zona bajo 100
pb. El tamano estimado para estas dos bandas es de 75 y 20 pb respectivamente, que
sumados corresponderian a la segunda banda del perfil de Brettanomyces bruxellensis.
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Figura 4. Perfil de restriccion de los amplificados de la regién 5.8S-ITS digeridos con
Haelll. Carril L: marcador de peso molecular 100 pb (1500, 1000, 900, 800, 700, 600, 500,
400, 300, 200, 100).

Los carriles 11 al 16, muestra un unico fragmento cercano a 750 pb, que es
semejante al tamafio del amplificado de las muestras.

Como explica Luque y Herraez (2001), cada enzima de restricciébn reconoce una
secuencia especifica de corte, y en el caso de los carriles 11-16 no se observa el corte,
se asume que esa secuencia no se encontraba presente en el amplificado, quedando
intacto. De este modo, en estos casos, el uso de la enzima Haelll no es resolutivo para
determinar la especie, lo que hace imprescindible el uso de la enzima Hinfl.

Los resultados de los perfiles de restriccion mediante el uso de la endonucleasas
Hinfl se muestran en las figuras 5 y 6.
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Figura 5. Perfil de restriccion de los amplificados de la regioén 5.8S-ITS digeridos con Hinfl.
Carril L: marcador de peso molecular 100 pb (1500, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400,
300, 200, 100).

Con el uso de la endonucleasa Hinfl se puede observar que para el caso de
Saccharomyces cerevisiae corta en tres sectores, generando 4 bandas las cuales son de
365, 360, 155 y 35 pb aproximadamente. En el carril de Brettanomyces bruxellensis los
fragmentos son de 270 y 215 pb. En tanto que las muestras 3, 5, 17, 18 y 20 presentaron
bandas similares lo que apuntaria a concluir que son la misma especie de levadura.

En el caso de las muestras 4, 7, 8, 9 y 10, se visualizan tres bandas resultantes del
corte de la enzima, las que tienen un largo de fragmentos de aproximadamente 255, 195
y una banda pequena bajo las 100 pb (35 pb).

24 Humeres Vallejos, Gabriela Andrea



RESULTADOS Y DISCUSION

L 11 12 13 14 15 lé Bt 8Sc L

H w
e i | | I'l_ n

[ .

Figura 6. Perfil de restriccion de los amplificados de la regién 5.8S-ITS digeridos con Hinfl.
Carril L: marcador de peso molecular 100 pb (1500, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400,
300, 200, 100).

En los carriles 11 al 16 se aprecian tres bandas, las cuales tienen unos tamanos
aproximados de 360, 190 y 160, que no coinciden con el perfil de Brettanomyces
bruxellensis ni con Saccharomyces cerevisiae.

Los tamafos aproximados en pb de los amplificados y de los diferentes fragmentos
de restriccion obtenidos con el uso de las endonucleasas Haelll y Hinfl se resumen en el
cuadro 3.

Cuadro 3. Tamaiio en pares de bases (pb) de los amplificados y de los fragmentos de restriccion obtenidos.
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N° Muestra Producto PCR Haelll Hinfl

3 485 375+95 270+215

4 485 375+75+20 255+195+35

5 485 375+95 270+215

7 485 375+75+20 255+195+35

8 485 375+75+20 255+195+35

9 485 375+75+20 255+195+35

10 485 375+75+20 255+195+35

11 750 750 360+190+160

12 750 750 360+190+160

13 750 750 360+190+160

14 750 750+35 360+190+160+35
15 750 750 360+190+160

16 750 750 360+190+160

17 485 375+95 270+215

18 485 375+95 270+215

20 485 375+95 270+215

Sc 880 320+230+180+150 365+360+155+35
Bt 485 375+95 270+215

La identificacién de las levaduras fue de acuerdo a
obtenido en el estudio de Esteve-Zarzoso et al., (1999), el cual se sefala en el cuadro 4.

Cuadro 4. Productos amplificados y fragmentos de restriccion Haelll y Hinfl obtenidos por Esteve-Zarzoso et

la comparacion del modelo

al., (1999) para las especies sospechosas incluidas especies de Brettanomyces spp. y la especie

Saccharomyces cerevisiae.

Especie Producto amplificatdee/l/ Hinfl

Dekkera anomala 800 800 360+190+160+80
Dekkera bruxellensis 485 375+95 270+215

S. cerevisiae 880 320+230+180+150 365+155
Candida apicola 750 730 390+195+160
Candida boidinii 750 700 390+190+160
Pichia angophorae 750 750 410+340

Cabe senalar que en el trabajo de Esteve-Zarzoso et al., (1999) los fragmentos
menores que 50 pb no pudieron ser reproduciblemente visualizados y no se incluyeron en
las tablas ya que emplearon geles de agarosa de 1-3%. En cambio, para este estudio, los
fragmentos pequefios pudieron ser visualizados gracias a la sensibilidad de la tincién de
plata (20 veces mas que bromuro de etidio) y al menor tamafo de poro de los geles de

acrilamida que permitié separarlos y estimar su tamafio (Vélez, 1994).

Para lograr la identificacion de las levaduras, los tamafos de los amplificados y de
los fragmentos de restriccion fueron comparados con

las tablas obtenidas por

Esteve-Zarzoso et al., (1999). Los resultados se muestran en el cuadro 5.

Cuadro 5. Identificacion de levaduras lograda por el tamaiio de los fragmentos obtenidos por PCR y RFLP.
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Muestras de vinos sospechosas Especie de levadura

Brettanomyces bruxellensis

Brettanomyces bruxellensis (*)

Brettanomyces bruxellensis

Brettanomyces bruxellensis (*)

Brettanomyces bruxellensis (*)

Brettanomyces bruxellensis(™)

10 Brettanomyces bruxellensis (*)
11 Candida spp.

12 Candida spp.

13 Candida spp.

14 Candida spp.

15 Candida spp.

16 Candida spp.

17 Brettanomyces bruxellensis
18 Brettanomyces bruxellensis
20 Brettanomyces bruxellensis
Sc Saccharomyces cerevisiae
Bt Brettanomyces bruxellensis

(*): Presencia de una banda extra o polimorfismo.

Los polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP) consisten en la
variacién de los tamafos de fragmentos de restriccién entre individuos, cepas, especies,
etc. y que pueden ser originados por una mutacion en un sitio de corte de la enzima. Las
mutaciones, delecciones o inserciones pueden crear un nuevo sitio de restriccion dentro
de la region de interés, por consiguiente se detectan dos bandas mas pequefias en el gel
en reemplazo de la banda original. (IPGRI y Comel University, 2003) Alternativamente
estos mecanismos también pueden generar la desaparicion de sitios de corte y ampliar
las diferencias de los perfiles, es decir, ampliar los polimorfismos.

Es asi como, el anadlisis de RFLP mostré coincidencia en los tamafios de los
fragmentos en las muestras 3, 5, 17, 18, y 20 con la cepa control Brettanomyces
bruxellensis, lo cual coincide a su vez con los tamafios reportados por Esteve-Zarzoso et
al., (1999). Esto sugiere fuertemente que estas colonias corresponden a la especie
Brettanomyces bruxellensis.

En el caso de las muestras 4, 7, 8, 9 y 10, la coincidencia del tamano del amplificado
(485 pb) y del fragmento mayor generado por la digestion con Haelll, sugiere que estas
colonias estan relacionadas o corresponden a Brettanomyces bruxellensis. La diferencia
en la banda menor (95 pb) del perfil de Brettanomyces bruxellensis, que en estas
muestras (4, 7, 8, 9 y 10) se presenta como dos bandas adicionales de 75 y 20 pb puede
explicarse por la presencia de un polimorfismo generado por una mutacion en estas
colonias que cred un sitio de corte para Haelll. Estas mismas muestras presentan un
perfil no coincidente pero sin duda similar a Brettanomyces bruxellensis cuando se usoé
Hinfl, no obstante, esto puede explicarse debido a que mecanismos de mutacion o
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insercion-delecion hayan provocado cambios en la region espaciadora. Todo esto daria a
suponer una variacién en la secuencia del ADN de Brettanomyces bruxellensis aisladas
en Chile en comparacion con otras reportadas, modificandose el sitio de anclaje para las
enzimas. Se recomienda que para determinar la real existencia del polimorfismo estos
productos amplificados sean secuenciados a través del proceso de secuenciaciéon el cual
permite establecer las secuencias de nucledtidos completa y su comparacion en las
bases de datos de genes (genebank).

En las muestras 11, 12, 13, 15 y 16 la ausencia de una banda de aproximadamente
80 pb en los fragmentos de restriccion descartaria la presencia de la levadura
Brettanomyces anomala, dandole cabida a especies del género Candida spp. Esto toma
mas fuerza si se considera el tamafio del amplificado, pues Brettanomyces anomala
presenta un tamafo de region espaciadora de 800 pb (Esteve-Zarzoso et al., 1999), en
contraste con los aislados que presentan 750 pb. Esto se acerca a la sugerencia de que
estos aislados corresponden a las especies Candida apicola o Candida boidinii, sin
embargo, no se puede determinar certeramente cual de los dos porque los perfiles de
restriccion con ambas enzimas son muy coincidentes, lo cual fue reportado también por
Esteve-Zarzoso et al., (1999).

Cabe sefalar, que segun Navascues et al., (2001) las levaduras del género Candida
spp. han sido implicadas en la produccion de un determinado compuesto responsable del
gusto a corcho. Esto puede haber generado la confusion con vinos atacados por “Brett”.
Ademas cabe sefalar que segun la literatura (Wikipedia Foundation, 2006), algunas
veces los compuestos responsables del aroma “Brett” han sido incorrectamente
confundidos e identificados como gusto a corcho.

A través de PCR se identificd correctamente las levaduras control, Bt (Brettanomyces
bruxellensis) y Sc (Saccharomyces cerevisiae). Lo que demuestra que la metodologia de
PCR-RFLP permite amplificar selectivamente fragmentos de ARN ribosomal y es util para
diferenciar entre diferentes géneros y especies de levaduras que forman parte del vino.

La caracterizacion molecular de las veintidds muestras, permitié establecer la
presencia de la levadura Brettanomyces bruxellensis en diez de ellas y de la levadura
Candida spp. en seis de los casos.

En cinco de los casos donde Brettanomyces bruxellensis fue identificada se
evidencié un polimorfismo genético que puede ser atribuido a una mutacién o a
insercion-deleciéon. Esto puede deberse a una adaptacion para mejorar la resistencia del
microorganismo a cambios en el medioambiente enolégico, como procesos de sulfitacion,
cambios de pH, etc. dificultando aun mas la lucha del enélogo contra él.

Composicion quimica basica de los vinos

Las caracteristicas enolégicas de los vinos muestreados se pueden evaluar de acuerdo a
los valores de los analisis quimicos que se presentan en el cuadro 6.
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Cuadro 6. Valores de los analisis quimicos basicos de las 22 muestras de vino sospechosas.

Muestras | Analisis quimicos

802 SO pH |Ac. Total |A. Volatil Az. Residual |G. Alcohol.

libre tota%

(mg/L) |(mg/L) (g acido |gacido mg/L °G.L.

sulfuric/L) |acético/L

1 19.2 44.8 3.72 3.7 0.744 2.48 13.2
2 32.0 160.0 3.62 4.4 0.948 3.65 11.8
3 (B) 19.2 28.8 3.63 /3.6 0.372 2.18 13.0
4 (B) 25.6 51.2 3.54 34 0.588 2.02 13.4
5 (B) 44.8 51.2 3.62 /3.3 0.372 2.18 13.8
6 51.2 57.6 3.55|3.7 0.672 2.37 141
7 (B) 25.6 32.0 3.54 34 0.372 2.18 12.7
8 (B) 25.6 32.0 3.46 3.5 0.444 2.04 13.4
9 (B) 19.2 32.0 3.58 4.0 1.160 2.95 13.7
10 (B) 25.6 44.8 3.59 3.4 0.552 2.52 13.3
11(C) |25.6 38.4 3.63 3.6 0.420 3.06 15.1
12(C) |25.6 38.4 3.73/3.3 0.432 2.40 13.4
13(C) |25.6 35.2 3.80 3.5 0.498 1.99 13.9
14 (C) 19.2 32.0 3.77 |31 0.498 2.22 15.2
15(C) |25.6 38.4 3.69 3.4 0.378 2.44 14.3
16 (C) 19.2 32.0 3.70 3.6 0.330 1.58 13.3
17 (B) 16.0 32.0 3.51 /3.8 0.492 2.02 14 .1
18 (B) 22.4 38.4 3.7113.5 0.534 2.39 13.4
19 25.6 32.0 3.57 3.5 0.642 2.44 14.0
20 (B) 28.8 32.0 3.72 3.2 0.762 1.79 13.4
21 16.0 38.4 3.64 3.7 0.666 3.50 13.4
22 19.2 41.6 3.53 4.0 0.594 2.96 13.9

(B): Muestra con Brettanomyces bruxellensis

(C): Muestra con Candida spp.

En el cuadro 7 se aprecian los valores correspondientes a las medias ordenadas
para cada analisis a nivel de género de levadura resultante de las pruebas moleculares.

Cuadro 7. Medias de los analisis quimicos ordenados de acuerdo a resultados de identificaciéon de

levaduras.
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Medias Candida spp. |Brettanomyces spp. Sin colonias Total
So,, libre 23,47 25,28 27,20 25,31
So, total 35,73 37,44 62,40 43,78
pH™ 3,72 3,59 3,61 3,63
Acidez total 3,42 3,51 3,83 3,57
Acidez volatil 0,43 0,57 0,71 0,57
AzUcar residual 2,29 2,23 2,90 2,43
Grado alcohdlico |14,20 13,42 13,40 13,63

Anhidrido sulfuroso libre y total

Los valores medios totales de SO, total y libre de las veintidds muestras de vinos son
respectivamente de 43,78 y 25,31 mg/L, sefalando la baja concentraciéon de anhidrido
sulfuroso que presentaban las muestras. Exceptuandose la muestra 2 que destaca por
tener valores de anhidrido sulfuroso total mas elevados (160mg/L) en comparacion al
resto.

Los vinos que mostraron estar contaminados por levaduras del género
Brettanomyces spp. presentaron niveles medios de 802 total de 37,44 mg/L y de SO
libre de 25,28 mg/l los cuales son insuficientes como para mantener controlada las
poblaciones de esta levadura. Se debe tener presente que las condiciones del pH tienden
a afectar la sensibilidad del efecto del anhidrido sulfuroso.

Harrop (2003), afirma que los niveles de anhidrido sulfuroso libre en conjunto con el
pH del vino podrian ser perjudiciales para el crecimiento de las especies del género
Brettanomyces spp. Es asi como este pensamiento coincide con la ausencia de estas
levaduras en las muestras que tiene los mayores niveles de SO, libre, es el caso de las
muestras 6 (51,2 mg/L de SO2 libre) y muestra 2 (160mg/I de S%) total). Cabe sefalar,
que Makewine (2002) citado por Colil (2005) indica que de esta manera se retardaria la
polimeracion de fenoles y la crianza del vino se haria mas prolongada.

Las muestras que no desarrollaron colonias presentan valores medios de SO, total y
libre de 62,4 y 27,2 mg/L, mayores en comparacién al resto de las muestras que estaban
contaminadas con Brettanomyces spp. y Candida spp.

pH y acidez total

Son valores normales de pH los que oscilan entre 2,8 y 3,7 en vino. Los valores de pH
encontrados en las muestras de vino son en general superior a 3,5, siendo la media 3,63.
Segun Catalan (2003) existe una gran posibilidad de desarrollo de microorganismos
indeseables en mostos y vinos con pH superior a 3,5 por lo cual existe una gran
posibilidad de que Brettanomyces spp. se desarrolle sin ningun problema y también otras
especies de géneros deteriorantes. Los vinos contaminados por levaduras de los géneros
Brettanomyces spp. y Candida spp. presentan valores medios de pH de 3,59 y 3,72
respectivamente, lo que demuestra el alto valor de pH de los vinos muestreados, y la
susceptibilidad de estos a un potencial ataque microbioldgico.
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Los valores medios de acidez total para Brettanomyces spp son de 3,51 g acido
sulfurico/L y para Candida spp. de 3,41 g acido sulfurico/L y 3,83 g acido sulfurico/L para
las muestras sin colonias.

Acidez volatil

Zoecklein et al.(1995) senala que los contenidos de acidos volatiles al final de la
fermentacion producto del metabolismo de la levadura (S. cerevisiae) pueden variar de
0,2 a 0,4 g/L de acido acético, cuando los valores sobrepasan los 0,7-0,8 g/L es un indice
de una alteracién microbioldgica perjudicial. Los valores obtenidos en ciertos casos
evidencian valores de acidez volatil sobre lo normal y muy cercanos a indices que se
asocian a una alteracién microbiolégica importante como para afectar la calidad del vino,
especialmente en el caso de la muestra N° 2, la cual presenta valores de 0,948 g/L de
acido acético. Aunque Zoecklein et al., (1995) y Fugelsang (1997) sefialan que las
especies del género Brettanomyces spp. poseen una fuerte capacidad de producir acido
acético, siendo una herramienta importante para poder identificarlas y clasificarlas, esta
muestra no desarrolld colonias. De esta manera se puede atribuir la alta cantidad de
acido acético a bacterias acéticas que pueden contaminar vinos produciendo acido
acético a través de la oxidacion del etanol otorgando el caracter de avinagrado (Flanzy,
2000). De esta manera se puede insinuar, al presentar altos niveles de anhidrido
sulfuroso y alta acidez volatil, que este vino fue atacado por bacterias acéticas y fue
sulfitado para frenar este ataque. Aunque también se puede presumir que este vino sufrié
un ataque de levaduras Brettanomyces spp. las cuales murieron frente a la fuerte
aplicacion de anhidrido sulfuroso.

Paralelo a esto, la muestra 9, contiene altos niveles de acidez volatil (1,16 g/L de
acido aceético) y desarrollo colonias que correspondian a Brettanomyces bruxellensis, por
lo que se sospecharia que los altos niveles de acido acético se deberian al poder
acetificante de Brettanomyces spp.

Por el contrario, las muestras 3, 5 y 7 presentan niveles de 0,372 g/L de acido
aceético los cuales son los mas bajos respecto al resto de las muestras y desarrollaron
colonias pertenecientes a Brettanomyces bruxellensis. Para este caso no se cumple la
regla general de la fuerte produccion de acido acético por Brettanomyces spp., esto es
debido y explicado por la capacidad de estas levaduras a actuar como facultativas,
necesitando tener oxigeno para poder oxidar el etanol, si no disponen de el no pueden
producir altos niveles de acido acético ! , dependiendo esta cualidad de la conservaciéon y
almacenamiento de los vinos en la bodega.

Azucar residual

Los contenidos de azucares encontrados en las muestras de vino son en general
cercanos a 2 g/L, siendo el valor de la media total de 2,43 g/L. La muestra 2 presenta los
niveles mas altos respecto al resto (3,65 g/L) seguidas por las muestras 21 (3,5g/L) y 11

Carmen Prieto, Ing. Agrénomo, M, Sc., Universidad de Chile, 2006, “Comunicacion personal”.
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(3,06 g/L), estas tres muestras no desarrollaron colonias pertenecientes a Brettanomyces
spp. Opuesto a esto, las muestras 13 (1,99 g/L), 20 (1,79 g/L) y 16 1,58 (g/L) presentan
los valores mas bajos, destacandose el desarrollo de colonias de Brettanomyces spp en
la muestra 20. Contrarrestando esto a los valores medios de azucar residual para
Brettanomyces (2,23 mg/L) se puede llegar a la conclusion que los niveles de azucar
residual alto no son decisivos al momento de determinar la presencia o ausencia de
levaduras Brettanomyces spp en un vino, no siendo un caracteristica diferenciadora entre
vinos con y sin contaminacion. Cabe mencionar que segun Fugelsang (1997) la presencia
de azucares fermentables estimularia el crecimiento de Brettanomyces spp. para esto el
vino debidé haberse encontrado desprotegido higiénicamente, dandose las condiciones
que posibilitaran la contaminaciéon de un vino con alta cantidad de azucar residual con
levaduras Brettanomyces spp.

Segun Colil (2005) estas levaduras utilizan el disacarido celobiosa presente en las
barricas como base nutritiva, la cual se origina durante el tostado de la madera, de esta
manera, se podrian desarrollar levaduras Bretftanomyces spp en vino en barricas con
bajos valores de azucares residuales, aunque hay que sefalar que para que este
fendmeno se lleve a cabo el vino contaminado debe estar en contacto con madera
tostada de barricas practicamente nuevas, ya que con los sucesivos usos (dos o tres) la
cantidad de celobiosa es minima *

Grado alcohoélico

El valor media total para los vinos analizados fue de 13,63° G.L. mientras que el valor
media para los vinos contaminados con levaduras Brettanomyces spp. fue de 13,42° G.L.
concordando con la literatura donde Fugelsang (1997), Oelofse y Du Toit (2006) y
Catalan (2003) describen al género Brettanomyces spp. como uno de los géneros de
levaduras que puede resistir la toxicidad de los altos niveles de etanol (13°G.L.).
Zoecklein et al. (1995) sefala que la concentracion de alcohol condiciona los
microorganismos que se pueden encontrar presentes en las diferentes etapas de la
produccién del vino, constituyéndose en una herramienta de seleccion, esto demuestra
que varias de las levaduras aisladas de las diferentes bodegas presentan tolerancia al
etanol, pues provienen de vinos relativamente alcohdlicos donde fueron capaces de
crecer, siendo una caracteristica bastante importante de considerar debido a que el
etanol no ejerceria una condicidon totalmente restrictiva al desarrollo de Brettanomyces

spp.

Analisis Discriminante

El analisis discriminante es la técnica estadistica multidimensional mas adecuada para el
estudio de variables analizadas en diferentes muestras agrupadas en dos o varios grupos

2
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previamente definidos en una forma precisa; la discriminacion determina si ciertas
variables analizadas, permiten clasificar cada muestra de acuerdo a su grupo (Guedes,
1993, citado por Berlanga et al., 2004).

Con este propésito se creo la variable cualitativa “Resultados de las Pruebas
Moleculares”, la que enfrenta a todas las otras variables cuantitativas para realizar el
analisis.

Las 7 variables cuantitativas utilizadas para el analisis (SO, libre, SO, total, pH,
acidez total, acidez volatil, azucar residual y grado alcohdlico), dan origen a 2 funciones
discriminantes, las cuales aparecen ordenadas en la primera columna del cuadro 8.

Cuadro 8. Andlisis discriminante de las variables quimicas basicas de los vinos con caracter “Brett”, de

acuerdo a los resultados obtenidos de las pruebas moleculares.

Funcion Valor Porcentaje Correlacion
Discriminante Especifico Relativo Canodnica

1 2,49431 77,57 0,84488

2 0,721071 22,43 0,64728
Funciones Wilks Chi-cuadrado |GL p-Valor
Derivadas Lambda

1 0,16628 28,7053 14 0,0115
2 0,581033 8,6872 6 0,192

En la segunda columna del cuadro 8 aparece el valor especifico, que representa la
varianza total de los datos y que explica cada una de las funciones discriminantes. En la
tercera columna se encuentra el porcentaje relativo de la varianza respecto al total de los
valores especificos, es decir, la suma de las varianzas de cada funcién discriminante. El
modelo se evallua a partir de unas funciones derivadas y unos test de ajuste, como el de
Wilks-Lambda y el de Chi-cuadrado.

De acuerdo a los grados de libertad (GL) se establece el nivel de significacion (p) de
cada una de las funciones discriminantes, el cual se presenta en la cuarta columna de la
tabla. Para considerar estadisticamente significativas cada funciéon con una probabilidad
del 95%, el valor de significacién (p) debe ser menor o igual a 0,05.

Para este caso, sélo la primera funcion discriminante tiene un nivel de significacién
superior al 95%, ya que posee un valor para p menor a 0,05.

Cuadro 9. Tabla de clasificacion. Porcentaje de casos correctamente clasificados: 86,36%.

Humeres Vallejos, Gabriela Andrea 33



DETERMINACION DE LEVADURAS Brettanomyces spp EN VINOS CHILENOS A TRAVES DE
PRUEBAS MOLECULARES

Actual Grupo Pronosticados Especie
Especie Tamanfo Candida spp. B.bruxellensis Sin colonias
Candida spp. 6 6 0 0
100,00% 0,00% 0,00%
B. bruxellensis 10 1 8 1
10,00% 80,00% 10,00%
Sin colonias 6 0 1 5
0,00% 16,67% 83,33%

En el cuadro 9 se presenta el contraste realizado para verificar el modelo de analisis
discriminante. Las funciones discriminantes anteriormente obtenidas se aplican a los
datos experimentales, y se comprueba si estas funciones son capaces de asignar cada
una de las muestras al grupo real al que pertenecen. En este caso el modelo permite
clasificar las muestras con un 86,36% de acierto. Este resultado permite afirmar que las
muestras de vinos de los resultados de las pruebas moleculares se pueden diferenciar
entre si de acuerdo a las variables aqui utilizadas.

Como se observa en el cuadro 8, la primera funcion discriminante explica el 77,57%
de las diferencias presentes entre todas las muestras. Por otra parte, la segunda funcién
discriminante explica el 22,43 de las diferencias (si bien dicha variable no es significativa
al nivel de p utilizado para el analisis). En funciéon de estos porcentajes se puede decir
que al representar las dos primeras funciones discriminantes, se observa el 100% de la
variabilidad de las muestras.

Los valores de las funciones discriminantes obtenidas y el agrupamiento de las
muestras analizadas son mostrados en la figura 7.

Grafico de Funciones Discrmunantes
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Figura 7. Representacion de los resultados de las pruebas moleculares frente a las dos
funciones discriminantes.

En la figura 7, se representan todas las muestras, agrupadas respecto a la primera
funcion discriminante. En general, se aprecia una baja dispersién de las muestras en
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relacion a su respectivo centroide, lo que indicaria similitud entre las mismas en relacion a
las variables utilizadas.

Respecto a la primera funcién discriminante el analisis es capaz de separar
claramente los dos géneros de levaduras, Brettanomyces spp. de Candida spp. Ademas
es capaz de dividir la especie Brettanomyces bruxellensis de las muestras que no
desarrollaron colonias.

Claramente al analisis multivariante es capaz de agrupar los tres grupos generados a
partir de los resultados de la identificacion de levaduras a través de las pruebas
moleculares. Otorgando agrupaciones bien definidas, para las veintidds muestras,
respeto a los valores entregados por los siete analisis basicos efectuados (SO, libre, SO
total, pH, acidez total, acidez volatil, azucar residual y grado alcohdlico). Esto podria
generar una potencial utilizacion respecto a prediccion y clasificacién de muestras de vino
con caracter “Brett”.
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CONCLUSIONES

Los métodos moleculares de PCR y RFLP aplicados a marcadores genéticos que
presentan polimorfismo como la region 5.8S-ITS, permiten identificar y confirmar la
presencia de levaduras Brettanomyces spp. en vinos chilenos con caracter “Brett”. De los
veintidés vinos muestreados, 10 de ellos presentan levaduras de la especie
Brettanomyces bruxellensis.

El método propuesto (PCR y RFLP), resulta eficaz en la identificaciéon y amigable en
su ejecucion, resultando mucho mas rapido que los métodos de clasificacion tradicional
basados en propiedades fisiolégicas. Esto lo hace propicio para hacer frente a la fuerte
demanda, ya que permite procesar grandes numeros de muestras en momentos que
existe mucho interés lograr una identificacion rapida y segura del género Brettanomyces
spp. por potencial deterioro en los vinos.

El analisis multivariante, permite discriminar claramente los vinos con levaduras
Brettanomyces spp del resto de los vinos analizados, respecto a la primera funcion
discriminante. Del resto de las muestras, el analisis discriminante logra separar las
muestras que presentaban Candida spp. de las muestras que no desarrollaron colonias,
creando una agrupacion clara de cada uno de los grupos. Esto permite relacionar
estrechamente las caracteristicas quimicas del vino con el efecto del desarrollo
microbiano en el vino.
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Protocolo de Extraccion DNA de levaduras

Suspender colonias en 200ul de agua estéril. 1.
Centrifugar 2 min. a 10.000 rpm a 18°C. Eliminar sobrenadante. 2.
Limpiar con 1,2 ml de agua (agitar con vortex). 3.
Centrifugar 2 min. a 10.000 rpm. Eliminar sobrenadante. 4.
Anadir 500ul de Tampdn 1 (sorbitol 0,9 M, EDTA 0,1 M, pH 7,5), y resuspender las 5.
células, pipeteando con cuidado.

Anadir 30pl de solucion de liticasa 60 000 (1,5 mg en 1300 pl de T1). 6.
Incubar la suspensién a 37°C durante 20 min. 7.
Centrifugar 2 min. a 10.000 rpm a 18°C. Eliminar sobrenadante. 8.
Resuspender las células en 500 yl de Tampén 2 (Tris 50 mM pH 7,4, EDTA 20 mM). 9.
Anadir 13ul de SDS 10% y agitar. 10.
Incubar 65°C durante 5 min. 11.
Anadir 200 pl de Acetato de potasio 5M y agitar bien. Incubar en hielo 15 min. 12.
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Centrifugar en frio (4°C) 10 min. a 12.000 rpm (para precipitar bien el SDS).

Transferir el sobrenadante a otro Eppendorff con cuidado de no tomar nada de
precipitado, afadir 700 ul de Isopropanol e incubar a T° ambiente durante 5 min.

centrifugar 10 min. a 12.000 rpm a 18°C y eliminar sobrenadante.
Anadir 500 pl de etanol 70%

Centrifugar 5 min. a 12.000 rpm y eliminar el sobrenadante.

Secar el pellet al vacio hasta que se vea transparente.

Resuspender el pellet en 20ul de TE (Tris 10 mM, EDTA 1mM pH 7,4).

13.
14.

15.
16.
17.
18.
19.
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