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extensio. El vi constitueix un element inseparable de la vida.
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Introducci6

1.1. Elsbacterislacticsi € vi

1.1.1. Lafermentacid malolactica

La vinificacié, un procés biotecnologic d'origen ancestrd —per a adguns, com en
Ribéreau+Gayon (1985), anterior a la panificacio— ha passat de ser un “at” més o
menys inexacte, on molts parametres biogquimics, fiscs i quimics no podien ser
controlats (principament per ser desconeguts) a un procés biotecnologic industria on,
sense haver renunciat a “I'art de fer bon vi”, I’home intenta controlar d maxim tots ds
factors que poden influir en laquditat del producte find.

AiX0 sSentén encara més 9§ consderem que en un escenari d economia i mercats
globalitzats, no es pot deixar a I'atzar I'daboracio de qualsevol producte de consum,
per molt convengut que setigui de la quditat de les matéries primeres o d'una tradicio
arelada en d temps i en € pais. La pressé de noves regions vitivinicoles emergents
arreu del mon, a pat de les més conegudes, fa imprescindible la recerca congtant en la
linia de controlar tot & procés —ara ja a nivel molecula— com d optimitzar | de satisfer
les diferentsi variants preferencies de mercat.

La tes que tot seguit es presenta se Stua en € context de la vinificacié. Més
especificament, la tes es focditza en I'espécie bacteriana O. oeni, la principd
reponsable de la transformacié d'origen microbiologic coneguda com a fermentacio
maolactica (FML), poderior a la fermentacid dcohodlica (FA) i que consgteix en la
transformacié d'una molecula d'acid L-mdic en una d'acid L:-lactic i una dtra de COo,
procés cada cop més vaorat peds endlegs (Kunkee, 1974; Wibowo et al., 1985;
Ribéreau-Gayon et al., 1975 i 1998, entre molts dtres). Efectivament, durant molts
anys gran part de latencié se la va endur la FA, fet que ha permes disposar actua ment
d' uns conexements ben consolidats que en faciliten € control en condicions reds de
cdler.

Tanmaeix, |'exigéncia de microorganismes en d vi diferents des llevas no va
passar desapercebuda ja en € segle XIX, i fou descoberta garebé de forma smultania
amb ds llevats, tot i que Pasteur, a Etudes sur le Vin (1866, 1873) cita es bacteris
lactics com a negatius per a la quditat dd vi, i cd esperar fins que Miller-Thurgau
(1891, i d mateix autor i Osterwader, 1913) entre finds ded s. XIX i principis dd XX,
aporti dades que en demodtrin beneficis sobre les quditats organoléptiques i Koch
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(1900) comprovi experimentdment que SON aguets microorganismes €s que
desacidifiquen € Vi.

Tot i axi, no fou fins & anys vint i trenta, que Ferré (1922-1926) a la Borgonya i
Ribérealr Gayon (1937-1945) a Bordeus i recolzat per Peynaud, demostraren la
importancia enologica d'agquesta FML (RibéreatrGayon i Peynaud, 1961; Lafonr
Lafourcade, 1983), que ds bacteris lactics comencaren a ésser consderats beneficiosos.

Per raons principdment climatologiques, la FML sembla més “imprescindible’ en
les regions dd nord de Franca i Centreeuropa, on ds nivells d'acidesa dels vins
(aportats magjoritariament pels acids tartaric i L-mdic, segons Henick-Kling, 1993) son
més devats. Aix0, entre d'dtres motius, explicaria I'interes mostrat ja des de fa tants
anysen € pais vei per agueststipus d estudis.

En les nostres contrades, no podem dir que la FML sgui un procés “essencid”
sene d qua no Sgui possble obtenir un bon vi, tot i que certament és aconsdlable
especidment per raons d emmagatzematge O crianca i, en aguns casos, per rebaxar
I'acidesa dd vi un cop acabada la FA, S axi es considera oportl de cara a satisfer la
demanda d'un sector de consumidors (Suarez i ifiigo, 1992; Pilaite i Nidsen, 1999;
Maicas, 2001). Per dtra part, la FML pot ser no aconsdlable en vins ja de per s poc
acids, propis sovint de regions més caides i on no interessa que S accentuii la davalada
dacidesa perque en pejudicaria les quditas organoléptiques | I'estabilitat
microbiologica (Rankine, 1977; Henick-Kling, 1993); en dguns vins negres lleugers i
adguns blancs pot interessar, per exemple, que mantinguin remarcats aromes de raim i
unavivacitat que perdrien amb laFML (Lonvaud-Funel, 1999).

S condderem ds beneficis de la FML, podrem comprendre més fécilment quin
sentit té en & procés de vinificacio:

- desxidificacio dd vi

- millorade les quditats organol eptiques

- edabilitzac6 microbiologica en  consumir  nutrients  resduas i produir
agents antimicrobians (acid lactic i bacteriocines) (Henick-Kling, 1993).

En & cas dels nogtres vins, @ primer aspecte no és tan transcendental com a d' dtres
regions més fredes, on @ raim no madura tan bé i ds nivells d'acidesa On més devats,
de forma que ds principas motius per a fer la FML acostumen a ser es dtres dos
(Kunkee, 1974; Suérez i ifigo, 1992).
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També i a un nivel possblement menys decisiu, es considera beneficiosa la FML
perqué pot afavorir una evolucio dd color dd vi gracies d lleuger canvi dd pH i
perque suavitza I'agtringéncia dels vins negres en unir-se ds tanins amb es polisacarids
provinents dels bacteris.

Fins i tot, quan no interessa que un vi determina la porti a terme, continua essent
primordiad coneixer-la i controlar-la a maxim. Per qué ens podem trobar, doncs, davant
la necesstat d aurar-la i/fo d'impedir-la? A part de raons comercias, s ha descrit una
s&rie de possibles conseguéencies negatives del metabolisme dels bacteris lactics en d
Vi

- fermentacio de sucres residuds que comporti excés d'acids lactic i acétic, és
adir, d “picat lactic’ (Garciaet al., 1992).

- degradacio d'acids organics, com € tartaric, d citric 0o d sorbic, que també
podra comportar “picat lactic’ i dtres modificacions organoleptiques
(Radler, 1975; Daviset al., 1986).

- degradacio del gliceral (Ribéreau-Gayon et al., 1998).

- producci6 de compostos toxics, com veurem en |’ gpartat 1.2.4.

- producci6 d' exopolisacarids que dteren & vi (Suérez i ifigo, 1992).

1.1.2. Control delaFML

En la vinificacié tradiciond, la FML és espontania, a partir dels bacteris lactics
provinents dd raim i de I'equipament del cdler (LafonLafourcade et al., 19834). En
mog, es llevats i es bacteris lactics es desenvolupen smultaniament. De fet, S no
aulfitéssm, aguests podrien imposar-se sobre es llevats (Lafon-Lafourcade i Peynaud,
1974). Lonvaud-Fund (1999) ho matisa dirmant que s llevats es mostren millor
adeptats per créixer en d mogt, principdment per I'adt contingut inicid en sucres (d
voltant dels 210 g/l) i pel pH proper a 35. Per tot plegat, dld que succeeix en la redlitat
€s que ds bacteris lactics no es desenvolupen fins un cop ds sucres no han eda
consumits dragticament pels llevats, i axi Seviten dteracions dd vi degudes d vental
de productes metabalics que es produirien pel metabolisme de bacterislacticsi acétics.

Al llarg dd seu creixement, s becteris lactics fermenten es sucres resduas (les
hexoses i pentoses no consumides per Saccharomyces) i transformen nombrosos
components dd vi (Henick-Kling, 1993; Ribéreaut-Gayon et al., 1998). L’acid L-mdic
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n'és e més important en termes de quantitat i influencia en composicié & vi, tot i que
atres subdtrats (no tots encara prou ben precisats) son metabolitzats i probablement
influeixin en @ resultat organoléptic finad. Les concentracions d'acid L-mdlic presents
ad mog oscillen des d1-2 g/l (habituds en les nodtres contrades) fins a 10 g/l en
regions més fredes (Lonvaud-Funel, 1999).

Tot i que en un procés normad de vinificacid la FML es pot desenvolupar
perfectament, € vi é un medi de cultiu pobre i sdectiu, i € nombre redringit
d espécies de bacteris lactics que sh poden trobar es desenvolupa sota restriccions
nutricionds, fisques i quimiques, per la qua cosa continua havent punts “foscos’ 0 no
del tot controlats en € procés (Ribéreaur Gayon et al., 1998; Lonvaud-Funel, 1999).

Higtoricament, la FML Sha portat a terme en vins negres, mentre que en vins
blancs, i sempre segons Lafon-Lafourcade et al. (1983a), fins llavors (1983), la FML
tan s0ls Sutilitzava regularment en vinificacid de blancs en dgunes regions com Sliiss,
Borgonya o Xampanya Diferents raons evidencien la mgor dificultat dels blancs per a
la FML: baix pH, deficencies nutricionds i dts nivels de SO, (Lafon-Lafourcade,
1983; Ribéreau-Gayon et al., 1998). Per exemple, la darificacid, técnica molt estesa en
la vinificacd en blanc, reduex condgderablement la poblacié de bacteris lactics
(RibéreaurGayon et al., 1998) i 9§ Sgplica amnb excessva intengtat, pot diminar de
medi aguns nutrients essenciads per d metabolisme dels bacteris (Fornachon, 1957),
mentre que en vins que han fet la FA en contacte amb la brisa (la maceracié propia dels
negres) 0 sotmesos a un trashals retardat, la FML es veu afavorida perqué shi troben
components provinents de les pels i llavors i de la lis de llevats, que conditueixen
nutrients per as bacteris lactics (Lafon-Lafourcade i Peynaud, 1961; Garcia et al.,
1992), dhora que aguns es combinen amb d SO, i en reduexen ds nivdls lliures
(Dditeil, 2000q).

Les vies per edimular la FML i evitar, dhora, efectes secundaris indestjats, es
basen en la sdeccid i control de condicions que afavoreixin @ creixement de la flora
maolactica autoctona, principdment: pH adequat, concentracié de SO, totad baixa,
temperatura de conservacié dd vi gpropiada (d voltant de 20°C i com a limit superior,
25°C), contacte prolongat del vi amb les mares, reditzacié de trasbasos retardats i grau
acohdlic no excessvament devat (Wibowo et al., 1985; Garcia et al., 1992; Costello,
1993). A més, nombrosos estudis, entre els ds de Henick-Kling et al. (1989) i Zufiga



Introducci6

et al. (1991), posen de manifest que es bacteris lactics autoctons sin els més eficagos
per efectuar laFML en un vi determinat.

Quan aquestes condicions no son compatibles amb ds interessos de I'endleg, es
recorre a la induccio de la FML per dtres mitjans meés directes, com ho és la inoculacio
de cultius iniciadors comercids. Segons LafortLafourcade (1983) la inoculacid
messva en ordres de 10’ cdllulesml pot compensar es efectes inhibidors d'ates
concentracions  d'etanol, deficiencies nutricionals, baixes temperatures i presencia de
SOs.

Durant les décades dels setanta i vuitanta, 9§ es volia edimular la FML, I'opcio
habitua era la inoculacié d'un volum determinat de vi en plena FML (per tant, amb
bacteris lactics actius), S bé sovint en cdien grans volums que no estaven disponibles
en ds cdlers (Cadtino et al., 1975) i es desconeixia tant la dengtat find de cd-{ules
(que no hauria de ser inferior a 10° cdlulesml) com & seu edtat fisiologic (Lafon
Lafourcade et al., 1983a).

Fou necessari forca anys de recerca experimental | d' éxits parcids per aconseguir
que les preparacions industrids d'inoculs fossn reament eficaces (Gindreau et al.,
1997). Les primeres generacions eren preparacions liofilitzades d'O. oeni amb unes
dtes denstats od{ulars (10'1-10'? UFC/g) i que cdia reactivar préviament (Joyeux i
Lonvaud-Fund, 1985) amb una incubacio d'1 o 2 dies en un medi nutritiu, a més de
fer-les passar per successius peus de cuba de volums creixents (scale-up). Els criteris
més habituds per a la sdeccid dds iniciadors son: faclitat de crexement |
magaizematge dels cultius, rgpidesa del desenvolupament en d vi i |'efecte neutre sobre
les quditats organoléptiques (Kunkee, 1984). El primer cultiu iniciador, o edtarter, que
no requeria preadaptacio prévia (ready-to-use starter) per a inoculacio directa,
Viniflora oenos™ (1993) (Chr Hansen's Laboratory Danmark A/S) fou avdua en
diverses arees productores (Nidsen et al., 199a i b), amb resultats forca postius
excepte amb vins blancs molt acids. Des de llavors, shan anat desenvolupat nous
cultius iniciadors per sdecci6 de soques d'O. oeni. Gindreau et al. (1997) van
experimentar amb 6 iniciadors malolactics per avduar la cepacitat de desenvolupar la
FML en diferents tipus de vins i edablir quins sadgptaven millor en cadascun d'dls.
En la mgoria dds casos van observar que simposava la soca inoculada sobre les

autoctones, tot i que no sempre comportava beneficis organoleptics.
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Els principds avantatges que implica la inoculaci6 amb iniciadors preparats
industridment sOn € bon control sobre d moment d'inici de la FML, d guany de temps
en d conjunt dd procés de vinificacid i la reducci6 de possbles dteracions
organoleptiques en partir de soques sdeccionades, normament d'O. oeni, tot i que
tanbé sShan comedditzat dtres soques heterofermentatives facultatives, com
Lactobacillus plantarum (Prahl et al., 1988; Cavin et al., 1989). Cada cop més estesa,
té un cert cost economic i cd optimitzar d maxim la resta de condicions de vinificacié
per a fer-la rendible, assegurant-nos que s escurca sgnificativament € temps de FML,
gue la possibilitat de contaminacié per part ddtres bacteris indestjats és molt baixa i
gue s imposa redlment la soca inoculada (Ddlteil, 2001) .

Un dtre avantatge de la inoculacio, és que S es conelx quina soca de bacteris
lactics ha portat a terme la FML, també es disposa de més informacid sobre les
possibles qualitats organoleptiques del producte find, ja que a cada soca seleccionada
se li pot associar paticularitats anditiques, aromeatiques i de tast. S bé aguesta Ultima
afirmacié sembli agosarada, s observa una tendéncia per part de nombrosos productors
a cercar productes preconcebuts (Pilatte i NyGaard, 1999; Ddtell, 2000b). Segons
Filate i Nidsen (1999), entre s avantatges observats per inoculacié dels vins, a part
d'una reducci6 dd temps ja esmentada, hi ha |'obtenci6 de nivels lleugerament
inferiors tant d'acidesa volatil find com damines biogenes respecte les FMLs
espontanies.

Conviuen diverses opinions sobre en quin momert sha dinocular @ vi. Alguns
autors (Kunkee, 1967) recomanen fer-ho abans o durant la FA, ja que part dd SO, es
trobaria associat ds acids organics produits pels llevats (Van Vuuren i Dicks, 1993),
mentre que d atres (Galander, 1979) hi mostren reticencies o bé opinen que ca fer-ho
un cop acabada la FA, quan ds sucres sin residuds (RibérearGayon et al., 1975 i
1985). Gdlander (1979) i Lafon-Lafourcarde et al. (1983b) obtingueren dades
experimentals que mostraven un baix rendiment, tant en biomassa com en consum
dacid L-mdic, quan Sinoculava d principi, motivat per una concentracid massa dta
de SO, excessiva competencia dels llevats sobre d consum de nutrients disponibles i
abséncia de compogtos derivats de I'autolis de llevats. A part d'axo, exidiria un mgor
risc de picat lactic per degradacié metabolica dels sucres (Lafon-Lafourcarde et
al.,1983b) o ddteracions derivades del metabolisme de degradacié d' dtres compostos,

com &cids organics o glicerol. Ara bé sembla que sha anat imposant mgoritariament
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la inoculacié un cop acabada la FA, ja que es redueix € risc de “picat lactic” i es troben
en d vi nutrients procedents d' autdlis dds llevats que afavoreixen d creixement dds
bacteris lactics (Bedman et al., 1982).

Magrat tot, aguns autors qlestionen la inoculacidé |1 presenten evidencies
empiriques que indueixen a pensar que On ds bacteris lactics autoctons ds més
eficacos per efectuar la FML en un vi determinat (Wibowo et al., 1985; Henick-Kling
et al., 1989; Zunigaet al., 1990; Reguant, 2001).

1.1.3. Bacterislacticsqueintervenen enlaFML

En d mog, shan identificat fins a 10 especies diferents de bacteris lactics,
pertanyents as géneres Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc i Oenococcus
(Ribéreau-Gayon et al., 1998; Lonvaud-Funel, 1999), ta com es pot veure en la seglient
taula(Taulal1.1).

Taulal.l. Especiesde bacterislacticsallats en mostsi vins.

Heterofermentatius Lactobacillus casel
facultatius Lactobacillus plantarum
L actobacils . Lactobacillus brevis
Heterofermentatius

Lactobacillus hilgardii

obligetorts Lactobacillus fructivorans ¥
Pediococcus damnosus
Homofermentatius Pediococcus pentosaceus
Cocs Pediococcus parvulus @
Oenococcus oeni
Heterofermentatius

Leuconostoc mesenteroides
subsp. mesenteroides

()i (2) Aillatsen vins de I’ estat de Washington (Edwardset al., 1994) i d’ Austrdia (Daviset al ., 1988).

Segons quines dguin les condicions cimatiques durant e€ls dares dies de la
maduracié del raim, la poblaci6 inicid en @ most pot oscil-lar de 10° UFC/ml a 10°
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UFC/ml (Lafon-Lafourcade, 1986). Exigteix una reacio directa amb € pH: com més
at, mgor poblacio de bacteris lactics totals (Lonvaud-Funel, 1999).

Al llarg dels primers dies de la FA, la poblacié augmenta fins a un maxim de 10°
UFC/ml, i llavors decreix fins d voltant de 107 UFC/ml cap d find de la FA (Lonvaud-
Fund, 1999). Els principads components de la microbiota lactica sdn Pediococcus sp.,
L. mesenteroides i O. oeni (Lafon-Lafourcade et al., 1983a), mentre que €s lactobacils
homofermentatius, mgoritaris en d most, sOn deplacats progressvament pels
heterofermentatius 0 bé per L. mesenteroides, s bé cd ser prudents a I'hora
d extrgpolar aquestes dades, ja que hi intervenen condicionants geografics i climatics
(Wibowo et al., 1985).

En les regions vitivinicoles del nodre pais —la mgoria de les quas es poden
consgderar cdides- la FML sSesdevé pocs dies després d'acabada la FA, quan la
poblacié de bacteris lactics assoleix 10° UFC/ml, i en anyades caoroses gairebé és
consecutiva, sense lapse de temps (fase lag) intermedi (Reguant, 2001).

Molt més important que € nombre tota de bacteris és la diversta interespecifica,
que disminuex ogensblement d llarg de la FA en incrementar-se ds nivels d'etanol |
d dtres metabolits secundaris provinents dds llevas, de forma que en la mgoria de
casos és O. oeni qui predomina d find de la FA (Lonvaud-Funel, 1991; Masqué i
Bordons, 1996; Reguant, 2001) i reditza la FML, tot i que agunes soques de
Pediococcus i Lactobacillus podran haver sobreviscut i mantenir-se en nivells latents,
Iguament, exigeixen interaccions entre les diferents especies de bacteris lactics, ja
Sgui per competicié a nivel de nutrients o per sintes de bacteriocines (Lonvaud-Fund
I Joyeux, 1993; Navarro et al., 2000).

A més, |'atac de fags sobre ds bacteris lactics és un dtre factor que pot condicionar
en aguns caos la FML, i Arendt et al. (1991) i Poblet et al. (1998) demostraren
I'exigencia de lisogénia en O. oeni, que no decta per igua totes les soques presents en
un maex vi, de forma que només una pat de la poblacié totd d'O. oeni es veu
afectada, i actua com amecanisme involucrat en la seleccio natural de soques.

Un cop finditzada la FML, d vi és edabilitzat anb SO, per diminar ds bacteris |
llevats romanents i evitar contaminacions indesitjades per pediococs i lactobacils que,

com ja s ha comentat, poden continuar presentsen € vi (Garciaet al., 1992).
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1.2. Oenococcus oeni, principal responsable dela FML

1.2.1. Classificaci0i caracteristiquesgenerals

Classificacio

La consderacié d'O. oeni com a especie és relativament recent. Garvie (1967) va
proposar-ne la creecio per classficar aguelles soques adllades dd vi que es
diferenciaven d dtres leuconostocs per una mgor tolerancia a I'acidesa i |’ etanol, a més
de la cepacitat de degradar un factor de creixement present d suc de tomaguet, €
glucopantotenat, a part d'dtres caracteritiques en la fermentacié d hidrats de carboni.
Garvie (1969), Garvie i Farow (1980) i Dicks et al. (1990) refermaren aguesta
classficacio a partir d’ estudis de caire enzimétic i proteic (veure figura1.1).

Les técniques de biologia molecular van permetre a Dicks et al. (1995b) —recollint
també informacié aportada per dtres grups durant es primers anys 1990- suggenir la
reclassficacio de I'espécie L. oenos en un nou genere, Oenococcus, on I’ epecie tipus
havia de ser O. oeni, nova classficacid que ja gpareixera en la segona edicio del manud
Bergey’s (Madigan et al., 2000), encaraen daboracio (veurefigural.1li taulal.2).

Koch Ferré Ribéreau-Gayon . .
- - . . Garvie | [Dickset al.
Etudes sur le Vin| |Comprova origen| | (Borgonya) i Peynaud: : OerOcOceL
Pasteur desacidificacio Importancia Traité Farrow oen )
¢ del vi delaFML d’ oenologie T
1866 1873 1900 1922-1926 1961 1980 1995
1891 1913 1937-1945 1967-1969 1990
t * ¢ 1 4
Mller-Thurgau: Ribéreau-Gayon Garvie: Dicksetal.:
. (Bordeus) especie
laFML és N encara
- Importancia Leuconostoc
beneficiosa L. oenos
delaFML 0enos

Figural.l. Cronologia de les fites més destacables en € coneixement de la FML i de

la classificacio del bacteri lactic O. oeni.

11
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Caracteristiquesd’ O. oeni

Taulal2. Caracteristiques de I'especie O. oeni segons la descripcio de Dicks et al.
(1995h).

- Grampostiu - No proteolitic
- No mobil - No redueix nitrats
- No esporulat - No hemalitic
- Quimiorganotrof - No formaindol
Generals - Anaerobi facultatiu - Tipusde mureinalL-Lys-L-Ala-
- Catdasa negatiu L-Ser o L-Lys-L-Ser-L-Ser.
- Sense citocroms - % G+C: 38-42 %.

- Alllat dd vi i d'habitats

relacionats.
- Cdlulesd-lipsoidds o - Lamorfologia cd lular canvia
M orfologiques esferiques que formen en funcid delasocai dd medi
parelles o cadenes. de creixement.
- Addafil - Requereix un medi ric
- Enmogti vi apH 35-3,8. suplementat amb most o suc de
De creixement | - Noinhibit per etanol a 10 % tomaquet, acid pantotéenic o
(VIV). glucopantotenat.
- Temperatura Optima: 22°C.
- Hidrolitza I’ esculina - Reaccionsvariablesen
- Converteix L-mdat en fermentar I’ arabinosa,
L-(+)-lactati CO, cel-lobiosa, gdactosa, manosa,
- Heterofermentatiu: obté melibiosa, sdicinai xilosa
etanol, acetat i D-(+)-lactata | - No fermenta sacarosa, lactosa,
partir d’ hidrats de carboni matosa, manitol i rafinosa
fermentables. - Algunes soques hidrolitzen
- Prefereix lafructosa. I'argining, nomésend vi 0
M etaboliques . Normament fermentala habitats rel acionats.
trehalosa - Algunes soques fermenten citrat
- Enmost o vi, les pentoses en presenciad' un hidrat de
(arabinosai xilosa) son carboni fermentable (tret que es
fermentades abans que la perd sovint quan se
glucosa subcultiven).

- Algunes soques produeixen
polisacarids extrace lularsen
medi suplementat amb most.

Soca tipus CECT 4100' (ATCC 23279")

12
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1.2.2. Metabolismecel-lular bioenergéticen laFML

La via metabolica de la FML en la cd-lula dO. oeni inclou la captacié d'&cid L-
malic, la descarboxilacio a L-lactic i CO; i I'excrecid dds productes finds, inclos un
prot6 (Versari et al., 1999).

La descaboxilacid és caditzada per I'enzim  maolactic  (L-maa:NAD*
carboxiliasa) (n° IUC 1.1.1.38) en prestncia de NAD* i Mrf* (Radler et al., 1970;
Ribéreaur Gayon et al., 1975).

Aquesta reaccid no gporta directament intermediaris amb enllagos fosfat rics en
energia, tot i que la cd-lula conserva I'energia a través d'un potencia eectric indirecte
(DY): com que es consumeix un protd en la reaccid de descarboxilacié, € pH;
augmenta, fet que afavoreix la formacio d'un potencid quimic de protons a traves de la
membrana (DpH) que, junt amb DY, conditueixen @ mecanisme quimiosmatic de la
forca protomotriu (pmf) a través d aguesta membrana citoplasmética. Fou Henick-Kling
(1986) qui comenca a perfilar aguest mecanisme relativament complex i observa que O.
oeni en trela avantatge energetic respecte dtres bacteris lactics a partir d'un pH;
incrementat i una pmf elevada. Més tard, dl mateix i Cox (1989) van presentar €
primer model bioenergétic d'O. oeni on la pmf generada per eflux de I'acid L-lactic
crea un DpH capag de transportar L-malat i de generar ATP via les ATPases de
membrana. S bé O. oeni no pot sobreviure amb L-mda (@ pH dd vi, la forma
mgoritaria és I'acid L-mdic amb un grup carboxilic dissociat) com a Unica font de
carboni, la FML aporta energia metabolica addiciond a la cd-lula (ATP), especidment
estimulant durant les primeres fases de creixement.

Com es pot veure, doncs, € transport d’'L-maat és un dtre dement basic en aquest
metabolisme, i fins ara s2 N"han proposat 3 mecanismes, molt smilars entre dls perd
amb certes particularitets (veure figura 1.2):

- Loubiere et al. (1992): la captacio d'L-mdat es fa a través d’'un smport L-
maaH /H*, amb implicacié testimonid d'un uniport de baixa dinitat, i
eflux de lactat per smport dectroneutre L-lactat’/H”, tot en estequiometria
congtant.

- Tourdot-Maréchd et al. (1993). exigeixen 2 mecanismes sSmultanis de
captacié d'L-mdat: un uniport de baixa dinita L-mdaH i una difusé

13
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Acid L-malic

passva d'acid L-mdic no dissocid, d funcionament dels quals seria més o
menys actiu en funcié dd pHe.

Sdema et al. (1994): exiténcia d'un mecanisme prioritari d uniport per L-
mdaH" en condicions de baixa concentracié de mdat i pHe 3,0-5,6, de
forma que la forca impulsora de la captacié seria € propi consum per
descarboxilacié dins la cdula, i un mecanisme secundari, només actiu a
dtes concentracions d'L-malat, per difusé o per transportador de baixa
afinitat.

L-malatH -
L-malatH -

nH *

Figural.2. Modd deds mecanismes cd-lulars
malic, dels productes resultants de la FML i de la generacio de la pmf. En blau
sindiquen ds mecanismes suggerits per Tourdot-Maréchd et al. (1993) i per Sdema et
al. (1994) (amb funcionaments diferents segons cada autor) mentre que en verd, d
proposat per Loubiere et al. (1992). La resta de mecanismes sdn comuns en tots es

nH*
(1) simport L-malatH/H" (2) uniport de baixaafinitat L-malatH
(3) difusio passivad acid L-mdic (4) simport electroneutre L-lactat /H"
(5) H'-ATPasa (6) EML: enzim malolactic

Casos.

implicats en d trangport de I'acid L-

Olsen et al. (1991), en Lb. plantarum, i Sdema et al. (1994), en O. oeni, van

descriure un sSstema de transport eectrogenic a on 'uniport d’L-mdat, monoanionic,
Sacoblava d flux eectroneutre d'L-lactat i creava una pmf. Es tracta d'un exemple de

14
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mecanisme de generacio de pmf per excrecid dectrogenica d'un producte find en
smport amb protons. El pK aparent de I’acid lactic és 3,9, i a pH; gairebé tot € lactic es
troba en la forma anionica (lactat). A pH eevat I'excrecidé genera un potencid de
membrana negatiu a I'interior cd-lular, és a dir, € procés és dectrogenic. es trandoca
més d'un protdé per anid lactat. En canvi, a pHs baixos I'excrecid de lactat no genera
cap potencial de membrana i es pot dir que I'excrecio €s un procés eectroneutre
d estequiometria 1:1 (Konings, Lolkema et al., 1997). Sdema et al. (1996) continuaren
els seus edtudis que relacionaven la generacié de pmf amb la FML i la captacio d'L-
maa, confirmant e mecanisme d'uniport ja esmentat trebdlant sobre resting cells d' O.
oeni i suggerint que la velocitat de FML es trobaria limitada per la captacio d'L-mdat i
controladapel DY generat.

1.2.3. Condicions de creixement i factors d'estres que afecten el

desenvolupament d’ O. oeni en €l vi

Els bacteris lactics presents d vi han anat adquirint, d llarg de I'evolucio, una srie
de requeriments nutricionals per adaptar-se a la composicié caracterigtica del seu medi
(Lafon-Lafourcade, 1983; Ribéreau-Gayon et al., 1998), que dhora depen ddtres
factors com la vaietat, les condicions climatiques i la tecnologia d eaboracié vinica
(Suarez i ifigo, 1992).

Els monosacarids en son la principd font d'energia, principdment la glucosa i la
fructosa, tot i que la mgjoria de soques també poden degradar algunes pentoses. O. oeni
creix lentament sobre glucosa perd més rgpidament sobre glucosa | maat i sobre
glucosa i fructosa (Krieger et al., 1992). S bé hi ha indicis que, durant la FML i ales
condicions de baix pH dd vi, O. oeni no obté la mgor part d energia de catabolisme
dels sucres, sné que ho fa de la degradacié de I'acid L-mdic (Renault et al., 1988;
Firme et al., 1994), tradiciondment sha consderat que son necessaries atres fonts
d energiaper adur atermelaFML (Kunkee, 1991; Liu et al., 1995).

Els aminoacids lliures i peptids curts conditueixen la font de nitrogen meés
important (Henick-Kling, 1993). En diverses soques d'O. oeni shan trobat enzims
proteolitics extracd {ulars (Rollan et al., 1993), mecanismes que poden ser claus per a

lasintes proteica
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Pe que fa a les vitamines, totes les soques requereixen &cids folic i nicotinic
(Lafon-Lafourcade, 1983), a part d'dtres requeriments especifics de cadascuna d'éles,
mentre que s minerds més necessaris On e Mn, d Mgi d K (Garciaet al., 1992).

Com ja sha esmentat anteriorment, la FML no sempre es troba afavorida en € vi.
Tot seguit es comentaran ds diferents factors fiscoquimics i interaccions amb dtres
microorganismes que hi condicionen € desenvolupament d'O. oeni. Ca remarcar que,
de vegades, la FML no va associada a |I’augment de biomassa i pot ser que es produeixi
sense que hi hagi un crexement dgnificatiu de bacteris lactics (Firme et al., 1994).
Alguns dels factors es poden deduir de les técniques emprades per afavorir o bé inhibir
la FML durant la vinificacio (gpartat 1.1.2), fet que ens indica que, sovint, és possible
intervenir-hi - atificdment, fent-los més o menys decisus. Quan aguedts factors, ja
Sgui per concentracid, intendtat o temps d exposicio, poden modificar € metabolisme i
e crexement des bacteris lactics duna forma dgnificaiva €s anomenem factors

d’estres, i dds quas tractarem Unicament els més remarcables.

pH

El pH optim de creixement dels bacteris lactics dillats de vins es troba entre 4,2 |
4.8 (Van Vuuren i Dicks, 1993), mentre que  pH normd dels vins se Stua entre 31 4
(Garcia et al., 1992). Curiosament també, dguns estudis in vitro han mogra que
I’'enzim mdolactic té un pH optim entre 55 i 6,0 (Schitz i Radler, 1973; Strasser de
Saad et al., 1984), vaor concretat per Spettoli et al. (1984) a voltant de 5,9 per a
I'enzim purificat. Henick-Kling (1986) i Garcia (1991) van determinar en cd-lules no
proliferants que I'activitat maolactica maxima se dtuava a pH. entre 3,0 i 3,5, per la
qua cosa sembla que les condicions de pH dels vins es corresponen a un Optim
d activitat maolacticacd {ular en O. oeni.

El limit inferior de pH per d creixement dels bacteris lactics és 3,0 (Drici-Cachon
et al., 1996). Garcia et al. (1992) ho judtifiquen, principdment, perqué davant una
concentracio de protons devada, s acids organics es troben mgoritariament en la seva
forma no dissociada, de manera que travessen més facilment la membrana plasmatica i
provoquen I’ acidificacio dd citoplasma. En generd, la FML acostuma a ser més rapida

a mesura que & pH augmenta per sobre de 3,0, tot i que agunes soques d' O. oeni
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poden reditzar-la a pHs molt propers a 3,0, i necessiten aguns mesos per acabar-la
(Lafon-Lafourcade, 1983).

El pH també pot condicionar s productes finads dd metabolisme bacteria (Garcia
et al., 1992), d mateix temps que exerceix una clara press¢ sdectiva en la dinamica de
poblacions. Per la seva mgor tolerancia a I'acidesa, és O. oeni qui, generdment,
predomina en es vins que no superen € pH 3,5, mentre que en ds casos que si que ho
fan, predominen les espécies Lactobacillus i Pediococcus (Wibowo et al., 1985;
Henick-Kling, 1993).

Temperatura

La temperatura Optima de creixement dels bacteris lactics, microorganismes
mesofils, se Stua entre 25 | 30°C (Zambonelli, 1988), S bé en € vi es troba en un rang
lleugerament inferior, entre 20 i 25°C (LafonLafourcade, 1983). Durant la FML cd
controlar la temperatura: precisament, entre 20 i 25°C la veocitat de transformacié és
maxima, i per sobre de 30°C pot veure's inhibida (Ribéreau-Gayon et al., 1975). Aixi,
en d procés de vinificaci6 hom es mou entorn dels 20°C, i se Situa per sobre o per sota
daguest vaor segons interess afavorir o inhibir, respectivament, € desenvolupament
delaFML.

Cd tenir present, a més, que la temperatura també afecta € metabolisme dds
sucres en O. oeni: d consum de glucosa és maxim a 25°C i temperatures elevades

afavoreixen un increment del consum de fructosa (Serpa Pimentd et al., 1994).

Etanol

Junt anb & pH, €| conddera @ principd inhibidor de la viabilitat dels bacteris
lacticsen € vi (Ribéreaur Gayon, 1985; Vallant et al., 1995).

Es tracta d’'una molécula polar petita que sincorpora en la regid hidrofila de la
membrana i n'dtera la permesbilitat i la composicio lipidica (Garcia et al., 1992), aixi
com les proporcions lipid-proteina (Dombek et al., 1984), per la qual cosa pot arribar a
modificar I'activitat d'enzims de membrana (H*-ATPasa, per exemple) i de transport
(Gabay i Lonvaud-Fund, 1994, 1996). Al llarg de la FA, |'accentuada davalada
poblaciona de bacteris lactics és deguda, principdment, a I'gparicid d'etanol. Al
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mateix temps, és un dds principas agents de press6 sdectiva que fa que O. oeni es
vagi imposant sobre dtres espécies, agunes de les quas poden desgparéixer
completament (Lb. plantarum, Lb. hilgardii i Leuconostoc mesenteroides) (Garcia et
al., 1992; Lonvaud-Funel, 1999).

Per sobre dd 10 % d' etanal, la reduccio de I’ activitat metabolica és molt important
| pot definir-se, per a cada soca, un grau maxim tolerat per d creixement (Ribérau
Gayon et al., 1975). La mgor pat de soques d'O. oeni creixen per sobre d aguest
llindar, perd en anar augmentant, € percentatge de soques resistents disminueix (Davis
et al., 1988) i es veuen definitivament inhibides en la fase inicid de creixement en
aribar ad 12 % (Bedman et al., 1977).

S bé segons Wibowo et al. (1985) I'etanol podria afectar indirectament la FML
actuant sobre es enzims involucrats, Capucho i San Roméo (1994) van determinar que
afecta més a la regulacié dd creixement cd-lular que no pas d desenvolupament de la
FML. S hom aén a l'augment de permesbilitat de la membrana plasmdica i d
conseglient increment de difusé passiva de protons cgp d citoplasma, es poden deduir
tot un seguit de consegliencies sobre d metabolisme basa de la cd-lula, accentuades
com mésbaix sgui & pH dd vi.

En estudis experimentals sha observat que la tolerancia a I'etanol depen dd medi
de cultiu, dd pH i de la temperatura d'incubacié, mentre que es redueix a mesura que la
temperatura augmenta i € pH disminuex (Riberau-Gayon et al., 1975; Vidd et al.,
2001).

Coure

Present en la mgoria de plaguicides emprats en € tractament de la vinya, sSha
descrit que @ coure pot ser negetiu per d creixement i la FML en O. oeni (Suarez i
ifigo, 1992; Cabras et al., 1994; Vidd et al., 2001). Hsia et al. (1975) Stuen ds nivels
de coure en mosts entre 0,2 i 0,7 mg/l. El vdor maxim de coure locditzat en most de
raim tractat amb oxiclorur de coure és proper a 4 mg/l (Eschenbruch i Kleynhans,
1974), i dtres autors en detecten fins as 7 mg/l (Puig-Deu et al., 1994), tot i que Sda et
al. (1996) indiqguen que €s nivdls inicidment dts en mos de ram tractat amb
I’ oxiclorur disminueixen dragticament d llarg de la FA.
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En edudis experimentas amb medis gmilars d vi (vins dmulas), Vidd et al.
(2001) van constalar que concentracions des de 5 mg/l de CU** poden produir
dteracions en @ desenvolupament norma del microorganisme, sense impedir, pero,
I'acabament de la FML; que € coure inhibeix I'activitat dels enzims hexoquinesa,
lactat-deshidrogenasa | dcohol-deshidrogenasa, especidment d'aquest  ditim, i que
presenta un efecte snérgic amb I'etanol: en augmentar la concentracié d'etanol, ho fa
I efecte inhibitori del coure.

D’dtra banda, gparentment no afecta I'activitat de I’'enziim maolactic. Vidd et al.
(2001) també descriuen importants diferencies respecte la sendbhilitat a coure per a
diferents soques de bacteris lactics autoctons i de referéncia

Acids grassos de cadena mitjana (C10, decanoic i C12, dodecanoic)

Se sap que ds acids grassos de cadena mitjana (C6 a C12), produits pe
metabolisme dds llevats durant la FA, inhibeixen la taxa de creixement dels bacteris
lactics i la degradacié d'acid L-mdic (Lonvaud-Fund et al., 1988; De Felice et al.,
1993). Els acids grassos habituament presents d vi que ja ha estat fermentat per llevats
son e decanoic (C10) i € dodecanoic (C12) (Capucho i San Roméo, 1994). En aguest
sentit, una de les principals raons dels defensors dinocular iniciadors de FML
smulteaniament ds llevats (Kunkee, 1967) es trobaria en que les concentracions
d aquests acids grassos serien forca baixes encara (Guilloux-Bengtier et al., 1998) i, per
tant, e creixement ddls bacteris |actics es veuria més afavorit.

Els estudis portats a terme en llevats mostren un snergisme entre I'accié dels acids
grassos i la de I'etanol (S&Correia, 1986) i un augment de I’ efecte toxic a mesura que
disminueix d pH, fet que indica que la forma toxica és la molécula no dissociada,
dtament soluble en ds fosfolipids de membrana i que pot penetrar en @ citosol per
difus6 passva(Eliaz et al. 1976; Warth, 1988).

La pretncia d'acids grassos a la membrana plasmatica podria modificar-ne
I"organitzacié espacid, donant lloc a un increment de la permesbilitat i a una inhibicié
no competitiva dds enzims lligats a la membrana en dissociar-se es &cids en I'interior
cdlular (pKa=4,9) (Freese et al., 1973).

Quan Siniciala FML en € vi, la concentracié d etanol es troba a voltant dd 12 %
i € pHe per sota de 3,5, habituament. A aguest pHe, €ls acids grassos es presenten en
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solucid com a molecules maoritariament no dissociades, i un cop dins la cdula, on €
pH é més deva, dliberen H" i nafavoreixen la disspacié dd gradient
transmembrand. Aixi, € metabolisme cdlular patex una srie ddteracions, com ara
la disminucié de l'activitat de I'enzim maolactic (pH oOptim entre 55 i 60) o la
resposta metabolica de les ATPases de membrana —responsables de mantenir €
gradient de H" entre I'interior i I'exterior cd-lula— que consumirien ATP que no podria
ser utilitzat per d crexement cd-ular, fet que es traduiria en la disminucié de la taxa
de creixement (Capucho i San Roméo, 1994).

SOz

La alfitacié dds vins é una tecnica forca antiga que es remunta, molt
probablement, a finds dd s XVIII (Ribé&earGayon et al., 1998) i necessxria en la
préctica totditat de les vinificacions, com a antioxidant i per controlar € creixement de
microorganismes autoctons (algunes especies 0 soques de llevats indesitjades), aixi com
per evitar que es produeixin ds “picats’ lactic i acétic (Beech i Thomas, 1985; Garcia
et al., 1992; Romano i Suzzi, 1993; Congtanti et al., 1998).

RibérealrGayon et al. (1998) indiquen que les dosis aconsdlables es troben d
voltant 0 per sota de 10 mg/l (sovint expressades en 1g/hl), s bé a la practica poden
sobrepassar, en aguns casos, €s 30 mg/l. Per dtra pat, fins i tot quan no hi ha
aulfitacié, estd descrita la presencia de certa quantitat de SO, provinent del propi
metabolisme fermentatiu dels llevats (Henick-Kling i Park, 1994; Delteil, 2000b).

Lafon-Lafourcade i Peynaud (1974) i Davis et al. (1985), entre d' dtres, aconsdlen
no superar els 40-50 mg/l de SO, tota 9 no es val correr d risc que la FML no tingui
lloc 0 que es retardi excessvament, ja que aguestes concentracions sHn suficients per
inhibir & creixement de bacteris lactics (Wibowo et al., 1985; Ribéreau-Gayon et al.,
1998).

Un cop daegit d SO, d mog, shi estableix un conjunt de reaccions d equilibri
quimic entre les diferents formes moleculars (Romano i Suzzi, 1993; Ribéreaur Gayon
et al., 1998):

Soz(g)+H204—_> SO,H,0
SO,H,0 —=2 H*+HSO; pK,=1,81

HSO «— H++ SO 2 pK, =691
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A partir dels dos vdors de pK i S es té en compte € pH dd vi, es dedueix que la
molécula SOs* n'és absent, mentre que és mgoritiria |'espécie monoionica HSOs'.
Aixi doncs, a efectes practics, es pot prescindir de la segona reaccié d' equilibri &cid-
base i concloure que d SO, totd en solucio es troba dissociat en SO».H,O | HSOg',
concretament entre un 0,5-6 % d primer i un 94-99 % |’'dtre, condgderant que € pH dd
vi pot oscillar, com a molt, eitre 3,0 i 4,0 (Romano i Suzzi, 1993; RibéreauGayon et
al., 1998):

[H"] [HSOs']

[ SO ]

Aquestes condderacions son importants, ja que a SO,.H,O (SO, molecular o SO,
actiu) s i aribueix essencidment la capacitat antimicrobiana (Fornachon, 1963;
Lafon-Lafourcade i Peynaud, 1974). Hom no pot prescindir-ne en d moment de la
allfitacié, ja que en funcioé de I'acidesa dd vi cddra gudtar la quantitat a addicionar. A
més, € pK depén, també de la temperatura i del grau acohodlic: Usseglio- Tomasset
(1989) va observar com d percentaige de SO,.H,O augmenta lleugerament en fer-ho
els dtres dos parametres (per exemple, a pH = 3 i amb 10 % d'etanol a 19°C, hi hauria
10,95 % de formalliure).

Un fenomen addiciond condiciona totdment ds equilibris quimics establerts. Es
tracta de la combinacié dd SO lliure amb les molécules presents d vi que posseaixin
un grup carbonil (C=0):

OH

|
R—CHO+ HSO; @—=® R—CH —SOHy

Rl

|
R—C—R +HSO; @& R— C— SOs5’

|

OH

Alixi, els enolegs estableixen la seglient equaci6 practica:
SO; total = SO, lliure + SO, combinat
| es conddera que, en relacio d SO, lliure, les propigtats antisgptiques o
antioxidants del SO, combinat sn gairebé nulles (Romano i Suzzi, 1993).
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Entre les molecules que esfixen d SO, laprincipd és!’etand o acetadehid:

CH3—CHO + HSO;- @—= CH3— CHOH — SO53’

També shi associen ds acids cetonics, pirvic i a- cetoglutaric; derivats de sucres
(acids uronicsi productes d oxidacio) i atres compostos minoritaris.

En lafigura 1.3 es resumeixen €s diferents estats dd SO, en d vi: al’'equarra shi
troba € SO, actiu, on la separacio a amb HSO3™ és variable en funcio dd pH. A la dreta,
I'acid ddehid-sulfurds representa la fraccid de SO, combinada amb I'etanal, associacio
forca estable € és fixa i depén de la concentracié d etand). En canvi, b és variable en
funcié de la temperatura (T) i de la dos de SO, lliure, b es desplaca en una o dtra

direccio.
SO, actiu
[}
< S0, total >
a b C |
\ 1
TV tr
HSO> <€ » SO, combinat SO, combinat
amb altres substancies amb |’ etanal
| | |
€— S0, lliure »i€ SO, combinat g
[} [}

Figural.3. Representacio esquematica dels diferents estats del SO, en d vi (Ribéreaur
Gayon et al., 1977).

L’accié antimicrobiana del SO, no és compartida en mateixa proporcio per les
diferents formes quimiques. Segons Romano i Suzzi (1993), d SO, penetra en forma
molecular dins la cdula per difusé passva Dins de citoplasma, on € pH é més
devat, es disocia | reacciona amb molécules biologiques essencids  proteines
enzimatiques a nivell de ponts disulfur, coenzims, vitamines, etc., i provoca una aurada

progressva de metabolisme que condueix a la mort cd{ular. L'accié inhibidora directa
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sobre I'activitat de I'enzim mdolactic ha estat descrita per Lafon-Lafourcade (1970,
1973).

Per regla generd, sestableix que concentracions de SO, total de 100-150 mg/l o
SO, combinat de 50-100 mg/l 0o SO, lliure de 1-10 mg/l Hn suficient perqué ds
bacteris lactics es desenvolupin amb dificultats (Wibowo et al., 1985), s bé aquests
vaors depenen de les especies | soques, del pH i de la quantitat de solids insolubles
presents d vi. En medis experimentas favorables per d crexement d'O. oeni, Guzzo et
al. (1998) edtableixen que la inhibicid ddl creixement és important a partir de 15 mg/l
de SO, totd. Sembla que O. oeni é menys resgent que ds lactobacils (Laforr
Lafourcade i Peynaud, 1974), tot i que shan observat diferéncies a nivell de soques en
aquedts darrers (Lonvaud-Fund i Joyeux, 1988). A la practica, es fa poc aconsdlable
superar concentracions de SO, total superiors a 40-50 mg/l S hom destja la reditzacio
delaFML (Garciaet al., 1992).

Fornachon (1963) va observar que e SO, combinat exerceix, d seu torn, un cert
efecte inhibidor sobre es bacteris lactics, i va deduir que aguests poden trencar I enllag
adehidic de la combinacié i dliberar SO,. En estudis sobre quatre bacteris lactics de
posshle prestncia d vi, diferents d'O. oeni, Sha vist que les formes combinades sin
entre 5 i 10 vegades menys actives que la forma lliure (LafonLafourcade i Peynaud,
1974).

Comparant entre 10 soques d'O. oeni i 4 soques de Lactobacillus sp., Ddfini i
Morsiani (1992) observaren que a pH 4,0, la primera especie era més senshble que
I’dtra, mentre que a pH 3,5 gairebé no hi havia diferencies entre totes dues. Per dtra
part, també comprovaren que els bacteris lactics en generad poden desenvolupar elevada
resstencia d SO, per adaptacio, quaitat que Guzzo et al. (1998) pogueren confirmar en
O. oeni através de preadaptacions.

Les dades experimentals confirmen I'existéncia d'una relacié molt clara entre  pH
i d SO, (Kunkee, 1967) de forma que a major concentracié de SO, i menor pH, I’ efecte
inhibidor sobre O. oceni és més important (Britz i Tracey, 1990). Els mateixos autors en
seleccionaren 5 soques, d'un total de 54, que mostraren mgor capacitat per sobreviure |
mantenir I'activitat maolactica en les condicions estudiades (50 mg/l SO», pH entre 3,6
i 4,00 10-13 % d etanal).

Pel que sha dit, es dedueix, doncs, la necessitat de controlar d maxim la dos en la

aulfitacié dd vi i evitar I'addicié excessva de sulfurds ad most inicid, per no perjudicar
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excessvament la posterior FML, dlargant-la o diminant soques d'O. oeni amb interés
organoléptic (Britz i Tracey, 1990; Romano i Suzzi, 1993; Ribéreaut-Gayon et al.,
1998). Els Ultims anys, shan fet estudis per cercar dterndives a la sulfitacié (en
concentracions eevades és toxica per d consum humd), com I'Us de lisozim (Amati et
al., 1992; Pitotti et al., 1992; Gerbaux et al., 1997).

1.2.4. Interaccionsamb altres microorganismes

Les interaccions amb dtres microorganismes ja han edat indnuades en | gpartat
1.1.3, on sha parlat dels bacteris lactics que poden intervenir en la FML. A pat, O.
oeni també interacciona amb llevats, fongs, bacteris acétics i bacteriofags (Wibowo et
al., 1985; RibérearGayon et al., 1998). Tot seguit, ens centrarem en les interaccions
amb dtres bacteris lactics i deixarem, per a un gpartat podterior, les establertes amb ds
llevats.

Sha vid, egpecidment en s bacteris lactics de la llet, que aguests
microorganismes son capagos de dntetitzer | dliberar d medi des de substancies tan
samples com € peroxid d hidrogen (H2.02) o dguns acids organics, fins a bacteriocines,
un tipus de nolécules proteiques amb espectres d'accid molt especifics (Requena |
Pelaez, 1995; Nes et al., 1996). Fins i tot, Daeschd et al. (1991) proposaren la nisina,
produida per Lactococcus lactis, com a possble ena de control de la FML.
Rammdsberg i Radler (1990) van descriure que L. brevis era capag de produir una
bacteriocina, la brevicina, capac d actuar sobre dtres bacteris lactics, entre dls O. oeni.
També observaren que una soca de Lb. plantarum presentava activitat antibacteriana
sobre O. oeni i dtres especies lactiques, tot i que no arribaren a aillar-ne la bacteriocina.
Algunes soques de P. pentosaceus son, d seu torn, capaces de produir una dtra
bacteriocina en gran quantitat en € suc de raim i edable en les condicions d' acidesa i
de concentracié d'etanol en d vi (Strasser de Saad, 1995). En un ampli triatge de
soques de colleccio allades de vins, Lonvaud-Fund i Joyeux (1993) trobaren efectes
evidents d'inhibicié sobre O. oeni i L. mesenteroides per part d'una soca de P.
pentosaceus i una dtra de Lb. plantarum, que assignaren a petits peptids estables a la
caor i degradables per proteases dels propis bacteris que en son diana, i que posseeixen
un efecte toxic trangtori condstent en disminuir la velocitat de creixement i la poblacio
findl.
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1.2.5. El metabolismed’ O. oeni afecta la composici6 sensorial del vi

Smultaniament a la degradacié de I'acid L-mdic, Sesdevenen tot un conjunt de
rutes fermentatives en les cd-lules d'O. oeni, sovint condicionades per la presencia de
determinats substrats en diferents concentracions, com poden ser es sucres resduds
(disacarids com la trehadosa, pentoses com la xilosa i I'arabinosa 0 hexoses com la
glucosai fructosa) i I’ acid citric (RibéreauGayon et d, 1975; Ddfini i Formica, 2001).

La degradacié de I'acid citric és important, primer, perquée en desgparéixer de medi
contribueix a I'estabilitzacidé microbiologica de forma naturd —cap d find de la FA es
troba en nivels consderables, entre 0,1 i 0,9 g/l, segons Cabanis i Cabanis, (1998)— en
eiminar un subdtrat potencidment energétic (RibérearGayon et al., 1998; Versari et
al.,, 1999) i en segon lloc, pes productes resultants del metabolisme, que influeixen en
la composicio organoleptica fina dd vi. El citrat és degradat a acetat i oxalacetat, que
a seu torn és descarboxilat a piruvat (Saguir i Manca de Nadra, 1996). El piruvat, €
qua també provindra des sucres resduds, conditueix una molecula clau en d
metabolisme, on shi creuen les diverses rutes. A patir d'el es poden formar etanal,
CO,, D-(-)-lactat, acetat (Kandler, 1983), 2,3-butanediol, acetoina i diacetil (Sdou et
al., 1994; Ramos et al., 1995; Bartowsky i Henschke, 1995). En alguns casos, hi
contribuiran junt amb es llevas (Herold et al., 1995). Curiosament, sha determinat
que la degradacio de I'acid citric és més lenta que la d'L-mdic, de forma que S bé es
condderi acabada la FML quan s nivells d'aquest son residuas, O. oeni pot continuar
degradant citric (Ribéreaur Gayon et al., 1998).

Per dtra pat, interessa controlar es nivells d'acidesa volail i una metabolitzacio
excessva d'acid citric i sucres resduals pot comportar concentracions d acetat massa
elevades i donar lloc d “picat lactic’, que acostuma a edevenir-se quan la FML és
excessvament lenta o saura (Lonvaud-Funel, 1999) o en parades de FA, gquan existeix
un fort antagonisme entre soques d'O. oeni i de llevats (Huang et al., 1996). Al mateix
temps, exisgeix d risc derivat dd fet que, quan s bacteris lactics han consumit tot |'L-
mdic, llur metabolisme prossegueix sobre els dtres compostos citats, | pot incrementar-
s d nivel dacidesa volatil i gparéixer aromes lactiques no desitjades. S aguesta fase
continua sense control adequat, € vi pot esdevenir més vulnerable a la  contaminacio
microbiologica per part de Brettanomyces, Lactobacillus, Pediococcus,..., especies
capaces de produir aromes desagradables i amines biogenes (Dédlteil, 2000a).
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Les diferents soques d'O. oeni poden imprimir particularitats organoléptiques en
funcio de petites variacions en aguest metabolisme. Martineau i Henick-Kling (1995),
trebalant sobre diferents varietats de raim, demostraren que en depenia
consderablement la concentracio find de diacetil. Altres factors que determinen la
quantitat de diacetil son la concentracié d' oxigen, la quantitat inicid de citrat i € nivel
de SO,. L’aoma que gporta € diacetil ad vi és coneguda com aroma de mantega
(Martineau et al., 1995; Lonvaud-Funel, 1999).

O. oeni també és capac de degradar I’ acetaldehid, provinent dels llevats, que S bé
en concentracions baixes gporta una aroma fruitada agradable, en concentracions
elevades en produeix una d herbacia desagradable (Henschke i Jiranek, 1993; Osborne
et al., 2000).

Maauradament, dgunes soques d'O. oeni sdn capaces de sintetitzar precursors de
carbamat d'etil (compost cancerigen) a partir d arginina (Mira de Orduiia et al., 2001;
Tonon et al., 2001) i també amines biogenes a partir de determinats amino&cids (Letéo
et al., 2000).

Es pot concloure, doncs, que es canvis organoléptics sobre € vi durant la FML,
tant gustatius com aromatics, son en gran pat “especifics de socd’ d'O. oeni (Henick-
Klingi Acree, 1998; Versari et al., 1999).
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1.3. Identificacio d’O. oeni: espéciei soca

1.3.1. Elsdiferentsmétodesfenotipicsi morfologics

De forma habitua, hom pot conéixer facilment 9 es bacteris aillats dd most o dd
vi sOn lactics I'andis fenotipica de les soques amb la tincid Gram permet eshrinar-ho,
ja que tots son grampostius (Zamboneli, 1988), i en tenir ben fixades les cd-lules es
pot conéixer la morfologia (cocs o bacils, allades o en agrupacions, etc.). Tot seguit, es
comprovas son o no mobilsi s son catalasa negatius (Suérez i [figo, 1992).

A continuacié, s£€n determina @ caracter hétero o homofermentatiu, | 9§ Sescay, la
naturadesa estereoquimica de I'acid lactic format a partir de glucosa. Amb agquestes
dades preiminars, doncs, hom se stua a nivell de genere: Lactobacillus, Pediococcus,
Leuconostoc i O. oeni (Ribéreau-Gayon et al., 1998).

Se sguex fins a nivel degpecie amb les gderies bioquimiques didentificacio
APl 50 CHL (Andytab Products, Plainview, USA), que permeten obtenir un perfil de
fermentaci6 d'un gran nombre de sucres. Magrat tot, Sha comprovat que per as
bacteris lactics dllats dels vins € poder discriminant d’aguesta técnica no és pas
auficient i que algunes soques poden aportar dubtes (Pardo et al., 1988; Masqué, 1996).

En la practica és (til recorrer d Bergey's Manual of Systematic Bacteriology
(Garvie, 1986, en referéncia a Leuconostoc oenos).

Altres técniques fenotipiques emprades en la identificacié dels bacteris lactics son
'andis immunologica (Garvie, 1984), es pefils de senshilita a bacteriofags
(Tenreiro et al., 1993), s pefils de proteines totas (Dicks et al., 1995a) o I'andis
quantitativa dels condtituents de la paret cdl lular (Van Vuuren i Dicks, 1993).

1.3.2. Elsmétodes genotipics. Estat actual

Possiblement, en ordre cronologic, € primer metode genctipic en ser aplicat a la
deteccié de bacteris lactics en d vi, a nivel degpécie, ha estat d dhibridaci6 amb
sondes de DNA total, o dot-blot (Lonvaud-Fund et al., 1989; Lonvaud-Fund et al.,
1991). Més endavant, Lamoureux et al. (1993) i Tenreiro (1995) assgaren la técnica
del ribotipatge, és a dir, I'obtencié dds perfils de restriccié de I'rDNA, o d que és €
mateix, RFLP Restriction Fragment Length Polymorphism) per a deteccio a nivell de
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oca, anb un éxit rddiu. En cawvi, es mogra molt més discriminant la REA
(Restriction Enzyme Analysis), tot i que massa laboriosa d'anditzar quan es trebala
amb nombroses soques (Tenreiro, 1995). Simultaniament, s mateixos autors agplicaren
la macrorestriccio-PFGE  (Pulsed Field Ge Electrophoresis), que es reveda amb
devades limitacions per discriminar a nivel de soca, contrariament ds resultats
obtinguts per Danid et al. (1993) o Gindreau et al. (1997).

El predomini de tecniques basades en I'Us de la PCR es fa evident €s darrers anys,
en qué Zgpparoli et al. (1998b) per una banda, i Bartowsky i Henschke (1999) per
I'dtra, estableixen sengles métodes d' amplificacié de fragments especifics de DNA per
identificar O. oeni a nivell d'espécies d'una forma relativament rgpida i segura (PCR
especificad especie).

Igudment, en tipificacid de soques sShan fet notables progressos en aplicar
epecidment la técnica dd polimorfisme de DNA amplificat a I'atzar, coneguda com a
RAPD-PCR Random Amplified Polymorphic DNA), que es basa en € polimorfisme
generat per I'amplificacio deatoria de fragments de DNA mitjancant PCR utilitzant un
encebador de seqliencia inespecifica (Williams et al., 1990; Welsh i McCldland, 1990).
Presenta, entre dtres, dos grans avantaiges. en primer lloc, que no ca conéxer
préviament la sequéncia completa de DNA ja que S utilitza un encebador destori; i en
segon lloc, és una técnica relativament rgpida una reaccid de PCR seguida d'una
eectrofores en gd dagarosa. Per rad dd baix polimorfisme descrit per a O. oeni
(Zavdeta et al., 1997), cd haver establert una bona sdeccidé de I'encebador per
disposr d'una eina prou resolutiva i reproductiva a I’hora de reconéixer soques
diferents d'O. oeni (Reguant, 2001). Precisament aix0 és € que ha aconseguit Reguant
(2001) amb la modificacio 1 optimitzacidé de la tecnica per combinacio de 2
oligonucledtids diferents en la maexa PCR (multiplex RAPD-PCR) que generen
perfils de soques facils de tipificar i ben reproduibles, de forma que es facilita €
seguiment de les dinamiques de poblacions d llarg de la vinificacié i permet comprovar
es nivels dimplantacié de soques inoculades i els efectes de diferents condicions

d estres sobre aquestes.
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1.4. Respostes d'adaptaciéo a condicions d’estres per part dels
bacterislactics

Tant en la natura com ens els processos biotecnologics, es bacteris troben una gran
vaiea de condicions fisques i quimiques no sempre Optimes per d seu creixement,
davant de les quals son capacos de desenvolupar mecanismes de proteccio, adaptacio |
supervivencia, especifics o generas (Lengeler et al., 1999; Sanders et al., 1999).

En € vi sobserva molt clarament aguesta dtuacio, ja que és un medi amb unes
condicions fidcoquimiques forca redrictives i unes digponibilitats nutritives  ben
limitades. D’dtra banda, la variabilitat d' aquestes encara es troba molt més accentuada
per condicions ampelografiques, geodimétiquesi tecnologicues (Sudrez i [fiigo, 1992).

Aprofundir en la comprensé des fenomens de resposta a les condicions d estres
per part dels bacteris lactics, i en concret d'O. oeni, a més d' aportar dades a nivel de
coneixement fonamental |  molecular, permet optimitzar-ne les gplicacions en
vinificaci, ja sgui en d control del desenvolupament de la FML com en I'daboracio i
viabilitat de cultius comercids iniciadors (Guzzo et al., 1994; Garbay i Lonvaud-Fund,
1996).

Fins ara, no disposem de molta informacié sobre aguest aspecte en O. oeni, entre
dtres motius perque I'atencié prioritaria se I’han enduta bacteris lactics involucrats en
I elaboracio de productes lacticsi derivats, com aralL. lactis.

D'entre els fenOmens de resposta a I'edtres més estesos en procariotes i meés
edudiats, parlarem de les modificacions en la membrana plasmatica (Lonvaud-Fund et
al., 1988; Lanédle i Assdineau, 1990; Tourdot-Maréchd et al., 2000); de la resposta a
condicions acides que implica, entre dtres mecaniames, € de la regulacio dd flux de
protons a través de la membrana mitjancant ATPases de membrana, i de I'expressio i
sintes de proteines d'estres (Morimoto et al., 1990; Yura et al., 1993; Garbay i
Lonvaud-Funel, 1996).

1.4.1. Maodificacions en lamembrana plasmatica

La membrana, a pat de la paret cd-lular, és la receptora primaria de les influencies
exteriors dd medi sobre la cd{ula (Lonvaud-Fund et al., 1988; Tourdot-Maréchd et

al., 2000). El primer mecanisme dexcrit és d cawvi en la compodcio lipidica (acids
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grasos | fosfolipids), de forma que quasevol “agressd’ per pat dd medi (addicio
d etanol, canvi de temperatura, acids grassos de cadena mitjana provinents dels llevats,
etc.) susceptible de provocar una modificacio de la fluidesa, es troba compensada per
un gusament de la longitud de les cadenes moleculars i dds enllagos insaturats dels
acid grassos de membrana, que comporta modificacions en les proporcions entre acids
grassos insaturats | saturats | en la proporcid de fosfolipids, tots els parametres que
també depenen de la fase de creixement (Lonvaud-Fund i Desens, 1990; Garbay i
Lonvaud-Fund, 1994). D’aquesta forma, la membrana intenta regular congtantment les
seves propietats fisques per mantenir les funcions de barera | de transport i les
activitats enzimatiques de permesses, ATPases, etc. (Garbay i Lonvaud-Funel, 1996).
Per exemple, sha vigd que la presencia d'etanol augmenta de forma destacable la
proporcié dacids grassos insaturats en O. oeni (Garbay et al., 1995) per intentar
compensar I'augment de fluidesa que aqudl provoca en interaccionar amb la regid
hidrofilica de lamembrana (Dombek i Ingram, 1984; Konopasek et al., 2000).

Un dtre efecte obsarvat és la vaiacid de la rdacid fodolipids-proteina, que
disminueix en preéncia dds factors d estrés esmentats, principdment per I'augment de
les proteines, tal i com ha estat descrit en O. oeni per Garbay i Lonvaud-Fund (1996), i
d entre les quals ¢ n dintetitzen algunes conegudes com a“ proteines d’ estres’.

Tourdot-Marécha et al. (2000) suggereixen que, de forma generica, la variacio en
la rad de lipids totas respecte proteines totas en membrana pot ser component
esencia de la termoadaptacié en O. oeni, corroborant la teoria de |'adaptacio
homeoviscosa (capecitat ' autoregulacio de la fluidesa) per pat de la membrana
plasmética dels bacteris (Sinensky, 1974 i Herman et al., 1994).

1.4.2. Resposta alescondicions acides

Els bacteris lactics es classfiquen, mgoritariament, com a neutrofils, perd d seu
pHi permet una regulacié6 molt més amplia i dhora precisa que no pas en E. coli
(Kashket, 1987). Els lactococs i ds lactobacils, aixi com dtres bacteris fermentatius,
fadiliten que d seu pH; disminuexi quan ho fa d pH. per la formacié de productes
acids. En @ cas d'O. oeni, aguest és capa; de créixer a voltant de 3,0, consderat €
limit inferior, tot i que Drici-Cachon et al. (1996) van aillar una soca mutant acido-

resistent capag de créixer apH 2,6.
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Es coneix com a “tolerancia acidica induida” o Acidic Tolerance Response (ATR)
la capacitat que alguns bacteris adquireixen de sobreviure a concentracions molt
redrictives d'edtres acid 9, préviament, s€1s exposa a condicions mitjanament acides
(Foster i Hadll, 1990; Fodter, 1993). Fins ara, la tolerancia acidica ha estat especialment
edudiada en bacteris enterics —patogens responsables de nombroses mdadties- i en
bacteris de la placa dental. S ha descrit en especies com E. coli (Goodson i Rowbury,
1989), Sreptococcus spp. | Enterococcus spp. (Beli i Marquis, 1991), Listeria
monocytogenes (Kroll i Patchett, 1992), Salmonella typhimurium (Foster, 1993; Lin,
1995) perd també en L. mesenteroides (McDonad et al., 1990) i Lb. plantarum
(McDondd et al., 1990; Garciaet al., 1992).

De forma més especifica, es parla de LATR (Lactic Acid Tolerance Response)
referida a la resposta dels bacteris lactics davant I’augment d'acid lactic com a producte
find (Hatke et al., 1996). Una diferéncia destacable entre els bacteris entérics i es
lactics és que es primers es desenvolupen en un medi acid des de I'inici, mentre que s
segons acidifiquen @ medi on es desenvolupen, S bé en d cas dds bacteris lactics dd
vi, les condicions inicids de pH ja stn baixes de partida i, en tot cas, €ls mateixos les
redueixen lleugerament durant la FML. Se sgp que O. oeni, com €es dtres bacteris
lactics, també presenta tolerancia acidica, on hi jugarien un paper destaca tres
mecanismes com son: @ la forca protomotriu (pmf) generada per la fermentacio d'L-
mdic (Sdema et al., 1996); b) la sintes de proteines d’ estrés com a part d una resposta
tipica a xoc &cid (Heyde i Portdier, 1990) i ¢) I'activacio de I'H'-ATPasa d extrusié de
protons (Garbay i Lonvaud-Fund, 1994; Drici-Cachon et al., 1996).

Els resultats den Hatke et al. (1996) mostren que L. lactis subsp. lactis pot
adaptar-s= a I'exposicio de lactic per dues formes d llarg dd creixement cd-lular: una
fase logaritmica possblement activada per HY, i una fase edtacionaia que no
necessitaria |’ activacio per H. Agquests resultats s avenen amb ds de Hill et al. (1995),
que han descrit tres sstemes superposats que collaboren en I’ATR de S typhimurium:
en primer lloc, la induccié d'enzims que contribuirien a restabliment dd pH (H*-
ATPasa, pea exemple), coordinada amb la sintes de proteines destrés
(sobreexpressades o bé expressades de novo) i la sintes en fase estacionaria de diverses
proteines addicionals, en segon lloc, la sinted, Unicament en fase edtacionaria, d'un

dtre grup de noves proteines i, en tercer lloc, la sintes de proteines d estres
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independents del pH, com a resposta a un estrés globd. O'Driscoll et al. (1997) van
observar que les cd-lules de Listeria monocytogenes LO28 que es troben en fase
estacionaria sSOn més resigtents a les modificacions de pH que no pas les que es troben
en fase exponencid.

L'andis dds extractes cd-lulars totds de L. lactis reditzats per Hatke et al.
(1996) mostra la induccid6 d'una trentena de polipeptids respecte les condicions
controls, aguns dds quas coincideixen anb Hsps (Heat shock proteins), com DnaK i
GroEL, i dtres de pes molecular inferior. S han publicat resultats smilars per a bacteris
entéricscom E. coli (Heyde et al. 1990) o S typhimurium (Foster i Hall, 1991). Aix0
confirma que la resposta a xoc termic comporta un augment de la tolerancia a atres
factors d’ estres.

Segons O'Sullivan i Condon (1997), I'ATR i I'habilitat de mantenir un pH; devat
desgpareixen quan Sinhibeix la sintes proteica amb cloramfenicol durant I’ adaptacid
de les cdlules. Els resultats obtinguts per Heyde et al (1990), Hickey i Hirschfeld
(1990) i Fogter i Hall (1991) ho congtaten en E. coli i S. typhimurium.

En canvi, Drici-Cachon et al. (1996) han descrit que I'habilitat per presentar ATR
en O. oeni implica dos Sstemes separats, un dels quas sembla ser independent de la
sintes proteica. D’igua forma, Hartke et al. (1996) observaren que LATR en L. lactis
no fou totament inhibida per cloramfenicol, fet que indica que la sintes de proteines de
novo no és I'Unic mecaniame per a breviure a I'acidificacio dd medi i que no és un
prerequist per adquirir resstencia acida Fogster i Hal (1991), en contrgposicio a
resultats anteriors, van veure que es mutants de S. typhimurium que no disposaven de
H*-ATPasaeren molt sensiblesa medi &cid i no podien donar ATR.

Més recentment, Hamilton i Svensiter (1998), a partir d’'estudis redlitzats sobre
Sreptococcus mutans, han proposat que els bacteris capagos de resistir condicions
acides i sotmesos a una preadaptacio, induirien un procés de resposta que probablement
suplementaria qualsevol dtre ssema regulador de I'homedstas —condtitutiu | existent
previament en la odiula- i que en independencia de la naturdesa del procés
d'inducci6, hauria de posshilitar una capecitat inherent de cara a protegir |I’organisme.
Aquest procés inclouria, a part de I’extrusio de H via H-ATPasa, un eflux de producte
find (Calsson i Hamilton, 1996, Dashper i Reynolds, 1996) i la formacié de
substancies basiques (Sissons i Hancock, 1993).
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D’dtra banda, Jordan et al. (1999) també han observat que, en @ cas de soques
determinades d’'E. coli, ds canvis en la permesbilitat de H* es troben correlacionats
amb dteracions en la composicié proteica — en menor grau, lipidica— de la membrana
plasmdica, i que a pat de la intervencié de I'H*-ATPasa, hi intervenen ds sstemes
d’antiport K'/H" i Na'/H", les cadenes de transport d’ electrons i nombrosos sistemes de
smport solut-H*. Hamilton (1991) ja havia aribat, per a S mutans, a conclusions
amilars

Fins agui, hem pogut veure € paper essencid tant de I'activitat H-ATPasa com de
la sintes proteica en ATR. Ara, doncs, hi aprofundirem condderant aguests dos
mecanismes bioquimics en € context globa de les respostes d' estres.

1.4.3. Activitat ATPasa de membrana

Es consdera que la mgor pat dactivitat ATPasa detectada en la membrana
plasmédtica d' O. oeni correspon a una ATPasa trandocadora de H de tipus RFi: H'-
ATPasa (Garbay i Lonvaud-Fund, 1994), com la que s ha descrit per a atres bacteris
lactics en Lb. plantarum (Olsen et al., 1991) i L. lactis (Poolman et al., 1991).

Tourdot-Marécha (1991) —que comprova com € transport d'L-mdat en O. oeni era
inhibit per DCCD, I'inhibidor especific d'FoF1-ATPasa— va establir una relacio entre
I'activitat maolactica i I'H-ATPasa. & gradient de pH generat per I'H™-ATPasa de
membrana afavoreix € transport de maat. Poolman et al. (1991) i Olsen et al. (1991)
també van indicar I'existéncia d'un transport d'L-madat dependent dd flux de pH en les
especies bacterianes que van estudiar. Totes aguestes dades es mostraven coherents
amb les aportacions d'en Cox i Henick-Kling (1989) i Henick-Kling et al. (1991),
segons les qudls la trandformacié d'L-malat a L-lactat afavoria I'increment de pH; i, per
tant, & gradient de H' i laproduccio d energia per part delI’H*-ATPasa.

L'H*-ATPasa dels bacteris facultatius és reversible (Lengeler et al., 1999) i en O.
oeni, pel que es dedueix de les gportacions experimentas, intervé tant en I’engranatge
metabolic d obtencié d energia durant la FML com en |'extrus6 de protons —en forma
de resposta primaria en I’homedstas del pH— des dd medi intracel lular cgp a I exterior
(Garbay i Lonvaud-Funel, 1994; Drici-Cachon et al., 1996). Segons Kobayashi et al.
(1984, 1986), que establiren per primer cop aguesta darrera funcié en Enterococcus
hirae (Streptococcus faecalis), I'activitat H'-ATPasa en bacteris sempre augmenta en
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resposta a la demanda de transport de protons, acoblada a catabolisme de substrats i a
I'intercanvi de metabolits per gportar la maxima energia possble a les cd-lules. Nannen
I Hutkins (1990) ho han suggerit iguament per a L. lactis subsp. lactisi cremorisi per a
Lb. casei. En tots es casos, les condicions que porten a |'acidificacio dd citoplasma
incrementen tant la quantitat com I'activitat ATPasa. Garbay 1 Lonvaud-Fund (1994)
van observar la capacitat d'O. oeni per regular-ne rgpidament I’ activitat en condicions
desfavorables de creixement i Guzzo et al. (1997) han descrit I'activecio de I'H*-
ATPasa com un dds mecanismes que intervé en la tolerancia d'O. oeni en condicions
de xoc &cid.

Bender et al. (1986) han proposat que la tolerancia a condicions de creixement
&cides es pot relacionar directament amb ds nivells d H*-ATPasa per mg de proteina en
membranes de bacteris representatius de la placa dentd. També sha vig, en
membranes aillades de bacteris molt tolerants de la placa (Lb. casel), una mgor
activitt a un pHe optim baix (5,0), mentre que en bacteris no tolerants de la placa
(Actinomyces viscosus) I'activitat és molt inferior, fins i tot a un pHe Optim més devat
(7,0) (Belli i Marquis, 1991).

Exigeixen dues hipotess per explicar les modificacions de I'activitat especifica
cawis (increment, disminucié, processos proteolitics o inhibitoris) de la proteina de
membrana, o bé ateracié de la sintes d' H*-ATPasa. Segons Kobayashi et al. (1984), es
produeix una amplificacié de la sintes d'aguesta en S. faecalis i suggereéxen que la
seva expressio genica es troba regulada pel pHi. Alhora, s mateixos autors i Nannen |
Hutkins (1990) han condatat que la resposta ds canvis de pH comporta agun
mecanisme pod-transcripciond, amb un increment de I'activitat de I'enzim. Svenséter
et al. (2000), mitjancant estudis comparatius en eectroforess 2D-PAGE, han proposat
gue agunes de les bandes sobreexpressades en S, mutans en condicions d estres acidic
es correspondrien amb les subunitats d' FoF1-ATPasa, tot i que no ho han demodtrat.

Tourdot-Maréchal (1991), va descriure que les modificacions de la membrana
lipidica afecten I'activit4 H'-ATPasa. Aix0 podria explicar com I'etanol i ds acids
grassos  modificarien indirectament I'activitat de I'enzim. Garbay i Lonvaud-Fund
(1994) van detectar, per a O. oeni, una disminucié d agquesta en solucié dcohdlica in
vivo, mentre que no hi havia inhibicid in vitro. Resultats smilars s han descrit per a E.
coli (Dombek i Ingram, 1984) i S. cerevisiae (Cartwright et al. 1986, 1987).
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El maex equip de Tourdot-Marécha ha suggerit darerament |'existéncia de
diversos sstemes ATPasa de membrana, les activitats maximes dels quals depenen de
pH concret del medi (Guzzo et al., 2000). Aix0 explicaria €ls seus resultats, segons ds
quas no obtenien increments Sgnificatius de I'activitat ATPasa en cdlules d'O. oeni
incubades a bax pH. Mitjancant I'Gs dinhibidors especifics de diferents tipus
dATPasa, han deduit la presencia, tot i que minoritaria, d'una de tipus P i
probablement, segons dls, K*-ATPasa (inhibida per vanadat).

1.4.4. Sintesi deproteinesd’estres

Td com ja sha pogut entreveure en I'gpatat 1.3.2, les cd-lules bacterianes
Sintetitzen tot un conjunt de proteines com a resposta adaptativa a condicions d' estres o
poc favorables d creixement (Morimoto et al., 1990; Yura et al., 1993; Lengder et al.,
1999). Dins d'aguest grup, han estat molt estudiades les proteines de resposta d xoc
termic, Hsps (Heat shock proteins) (Neidhardt et al., 1984; Watson,1990). Altres autors
han descrit que moltes d aguestes proteines també Sexpressen davant dtres tipus
d estrés (Heyde et al., 1990; Hickey i Hirschfdd, 1990; Yura et al., 1993; Hartke et al.,
1996).

Rdlu et al. satrevien a dir, € 1996, que “the exploration of stress responses in
lactic acid bacteria has just began”. Donat que les Hsps presenten una estructura
primaria dtament consarvada d llarg de l'evoluciéd i sembla que desenvolupin funcions
smilars tant en organismes procariotes com en eucariotes (Morimoto et al., 1990),
sovint shan fet extrgpolacions i Sha pressuposat que les diferents proteines que se
sobreexpressen 0 se sintetitzen de novo en O. oeni | dtres bacteris lactics comparteixen
les funcions descrites en @ microorganisme on han edat dllades o estudiades per
primer cop, normament E. coli, 0 bé s nhan detectat gens per cerca d’homologies
amb gens ja coneguts d'dtres espécies. Aquesta tendencia queda refermada perque
molts gens involucrats en la resposta a xoc térmic es troben dtament conservats i molts
han estat identificatsen L. lactis, entred' dtres (Ralu et al., 1996; Sanders et al., 1999).

La induccié d aquestes proteines és repida, tranditoria i dtament regulada, a través
d una s&rie de mecaniames molt estudiats en E. coli (Georgopoulos et al., 1990; Yura et

al., 1993), i no tat consarvas d llag de I'evolucid com ho han fet s gens i les
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edtructures, per la qual cosa no son dd tot extrapolables ds bacteris lactics (Ralu et al.,
1996; Sanderset al., 1999).

Segons Yura et al. (1993), les Hsps també presenten funcions en condicions
normas de creixement. Aixi, la mgoria daguestes proteines actuen com a “xaperones’
0 “plegadors moleculars’, definides per Ellis (1987 i 1990) com a “una familia de
proteines cd-lulars que faciliten & plegament correcte d'dtres polipéptids i, en adguns
casos, I'engdzament en edtructures oligomeériques, perd que no es conditueixen en
components de les edructures funcionds finds’. Els plegadors moleculars poden
influir en diferents processos. replicacio del DNA, transcripcié a RNA, transport de
proteines, protedlis, sintes de flagels o mutagenes per UV. En dguns casos poden,
fins i tot, resctivar proteines desnauraitzades, com |'RNA-polimerasa. Les seves
funcions en aguests processos (Yura et al., 1993; Welch i Georgopoulos, 1993) es
poden resumir com:

1. Prevenir lainactivacio de proteines cd lulars.

2. Reactivar proteines desnaturalitzades.

3. Col-laborar en la degradacid de proteines desnaturditzades irreparables que
sacumulen tant en condicions de creixement normal com d'estrés.

A pat de la temperatura, es gens hsps poden ser induits per agents tas com:
substancies degradants del DNA, andegs d'aminoacids, manca de fonts de carboni,
infeccid per fag ?, proteines no plegades, pH basic, etanal,... (Yuraet al., 1993).

Fins ara, les Hsps shan agrupat en 5 grans families Hsp100, Hsp90, Hsp70, Hsp60
I Hsps més petites) designades d’acord amb € pes molecular (Hecker et al., 1996;
Narberhaus, 2002). Algunes de les Hsps més freqlents i més esteses, com DnaK, DnaJ,
GrpE-DnaK 1 GroEL, han edat locditzades per immunodeteccio en aguns bacteris
lactics, com ara L. lactis, i sovint no només expressades com a resposta d xoc térmic,
Sno induides per I'adaptacio acidica (Hartke i Auffray, 1996; Rdlu et al. 1996) o bé en
Sreptococcus thermophilus, per Auffray et al. (1995). També en 3 soques de
Lactobacillus acidophilus, Lb. casei i Lactobacillus helveticus, Broadbent et al. (1997)
van condaar homolegs de Dnak, GroEL, ClpB i GrpE, mentre que Dnal no
S expressava.

A més a més, en les respogtes d estres, Broadbent et al. (1997) i GonzdezMéarquez
et al. (1997) entre d'dtres, han observat, mitjancant electrofores bidimensona 2D-
PAGE, moltes proteines no catalogades com a Hsps que collaboren en  manteniment
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de l'activitat celular en aguestes condicions més extremes com, per exemple, la
superoxid dismutasa en lactococs (Sanders et al.., 1995).

Dins de les Hps es troba la familia de smHsps (small heat shock proteins), amb un
p.m. d'entre 14 a 30 kDa (Merck et al., 1993), presents tant en cdlules procariotes com
eucariotes (Servant i Mazodier, 1995). Darrerament, De Jong et al. (1998) i Narberhaus
(2002) han proposat € terme a-Hsps enlloc d'smHsps, ja que no totes les proteines
d’ edtres de baix pes molecular pertanyen a aquesta familia estructural.

En dguns bacteris (Clostridium acetobutylicum, Streptomyces albus) (Sauer i
Durre, 1993; Servant i Mazodier, 1995, respectivament) es va detectar la sintes duna
smHsp de 18 kDa com a resposta a condicions d estres. D’igua forma, es van decriure
smHsps de 16 kDa en Mycobacterium tuberculosis (Yuan et al., 1996) i S. thermophilus
(GonzdezMarquez et al., 1997). Leroux et al. (1997) i Lee et al. (1997) van confirmar
que aguestes smHsps actuaven com a plegadors moleculars que ettabilitzen agregats
proteics resultants de tractament quimic o termic, S bé no sdn capaces de protegir les
proteines contra la inactivecio térmica irreversble (Roy et al., 1999). En condudo,
Saccepta que les a-Hsps contribueixen d replegament de les proteines
desnaturaitzades en preséncia d'dtres xaperones, junt amb les quas conditueixen un
complex ssema de plegadors moleculars que actuen “en equip’, com en una “xarxa
multixagperond’ (Veinger et al., 1998, Demeas et al., 2001, Narberhaus, 2002), forca
estés en la diverstat d organismes (Benkirane et al., 1997; Veinger et al., 1998) (veure
figura 1.4). En bacteris, fins ara, s¢ n'han descrit en una cinquantena d espécies
(Narberhaus, 2002).

Dins d' aguesta cinquantena, trobem O. oeni, per a qui Guzzo et al. (1994) van
descriure I'augment o la induccié de la sintes de 6 proteines després de xoc termic
(42°C), acid (pH 3) i en presencia de concentracions elevades d etanol (12 %), amb
p.m. de 75, 66, 64, 24, 18 i 14,5 kDa. La proteina més fortament induida en s tres
tipus de xocs és la de 18 kDa (Lo18), associada a la membrana citoplasmatica, tot i que
també es pot detectar en la fraccio citoplasmatica (Jobin et al., 1997). En aquest sentit,
Ddmas et al. (2001) postulen que I'expressd podria trobar-se regulada pels nivells de
la fluidesa de membrana, i per tant seria un mecanisme d activacio rapida en condicions
d estres (Tourdot-Marécha et al., 2000). La seqUencia N-termind d’'Lol8 mostra un
percentatge elevat d'identitat amb les dtres proteines de la mateixa familia Els autors

esmentats, per la técnica dhibridacié anticos-proteina, també van caracteritzar les
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bandes de 66 i 64 kDa com a una de sola, concretament GroEL, mentre que no van
obtenir resultats postius amb anticossos d'dtres proteines, com ara DnaK (Guzzo et
al., 1997).

A a-Hsp * Dnak = GroEL

.

Replegament Replegament Replegament
Replezament per Desagregacia per
Dnakl o GroEL Dnak/ClpB
NS
—
@ Desplegament % Agregacio
| Degradacic
Captura per proteses

per o-Hsp & |cecllulars

Replegament

- N
per Dnak Fa bk
s -~ 5
i1 GroEL) J_;\

Figurald4. Funci6 da-Hsps en una xaxa multixgperonas A) Segliencia de
transferencia de subdtrats units a a-Hsps per a processament posterior | B)
Representacié esquematica de la xarxa multixaperona cel lular (Narberhaus, 2002).
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1.5. Sobrelesinteraccionsentrellevatsi O. oeni

Anteriorment, ja Ssha introduit la idea que d metabolisme des llevats afecta
directament I’evolucié de la poblacié totd de bacteris lactics presents inicidment en d
most i d creixement posterior d’ aguells que S hi imposen, habituament O. oeni .

L’etanol no és dtra cosa que d resultat de metabolisme fermentatiu dels llevats. |
en menor mesura es troben I'efecte dels acids grassos de cadena mitjana o les petites
concentracions de SO, que aquests poden produir.

Pot semblar, doncs, que I'accidé des llevats sobre O. oeni hagi de ser Unicament
negativa, perd no és ben bé axi, com han pogut observar Guilloux-Bendtier et al.
(1993) o Rollan et al. (1993). Els primers varen descriure |’ efecte podtiu dels autolisats
de llevats sobre la degradacié de I'acid L-mdic en @ vi per pat des bacteris lactics,
mentre que s segons varen detectar activitat proteolitica extracelular en O. oeni, que
e permetria beneficiar- se de les macromol ecules provinents dels llevats autolisats.

Actudment, hom estableix, doncs, tres tipus d'interaccions entre S cerevisiaei O.
oeni d llarg de lavinificaci&:

- en primer lloc, dentiments o, fins i tot, aurades de FA lligades a la presencia de

bacteris en cas d'inoculaci6 smultania amb llevats, per competicié nutriciona o
sntes de metabolits inhibidors, com l'acid acétic (King i Bedman, 1986;
Suarez i ifigo, 1992; Edwards, 2000), tot i que en es experiments de vinificacio
d'en Henick-Kling i Park (1994), en cap cas detectaren que I'addicié smultania
dinoculsdellevat i de bacteris lacticsinhibislaFA.

- en segon lloc, inhibicié del creixement bacteria per part dels llevats per sintes
d acids grassos C8, C10 i C12, principament els dos darrers (LafonLafourcade
et al., 1984; Edwards i Bedman, 1987; Lorvaud-Fund et al., 1988) i per SO-
(King i Bedman, 1986; Henick-Kling i Park, 1994), o bé per competicio amb
subgtrats com I’ arginina (Guerzoni | Gardini, 1988).

- per ultim, edtimulacié dd creixement baecteria per pat dels llevats gracies a la
detoxificacid dd medi: les envoltes cdulas sOn capaces d absorbir acids
grassos segons Lonvaud-Fund et al. (1985) i Guilloux-Bendtier et al. (1998) i
dtres toxics per ds llevats, com residus de plaguicides (Henick-Kling i Park,
1994); a I'activitat proteolitica dels llevats (Charpentier i Feuillat, 1993) o0 a
I'dliberament, per pat daguests, de compostos edimulants del creixement,
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com ara vitamines (Bedman et al., 1985; King i Bedman, 1986), aminoacids i
péptids (Feuillat et al., 1977, Guilloux-Bendtier et al., 1985), o de molécules
d edtructura més complexa, com les proteines de paret cd-lular glicoslades
dliberades durant I'autdlis (Guilloux-Benatier et al., 1993; 1998).

Exigeixen evidencies experimentads que indiquen que € creixement dds bacteris
lactics en @ vi i la durada de la FML es troben influenciades per la soca de llevat que
porta a terme la FA (Fornachon, 1968; Lafon-Lafourcade et al., 1983a; Avedovech et
al., 1992; Ddtel i Jary, 1992; Reguant, 2001). Lonvaud-Fund et al. (1988) les
aribueixen, precisament, ds diferents nivels de subgtancies nitrogenades dliberades
pelsllevats durant i desprésdelaFA.

Segons Hernawan i FHeet (1995), I'autolisat de llevats és condtituit per una gran
pat de polisacarids, proteines, aminoacids i acids nucleics. Han estat identificades dos
tipus de molécules amb posshbles efectes podtius sobre @ creixement d'O. oeni: en
primer lloc, ds polisacarids i péptidomannans secretats durant la FA, i en segon lloc,
les mannoproteines de paret cd-lular dliberades principdment durant I'autolis, un cop
finditzadalaFA, graciesal’ accid de b1-3 glucanases (Ribéreaur Gayon et al., 1998).

Les mannoproteines dliberades, segons Guilloux-Bendtier et al. (1993), podrien ser
emprades com a Unica font de nitrogen per d creixement d'O. oeni. Representen un 40
% dels compostos de la paret cdlular dels llevats i @ pes molecular es troba compres
entre 100 i 200 kDa. Presenten |'estructura de polipeptids molt glicosilats (O i N-
glicoslacio, entre un 50 i 95 %de carbohidrats) i S ancoren a les parets dels llevats, ta
I com es pot observar en la figura 1.5. En conjunt, la paret cd-lular dels llevats congta
d'un complex de mannoproteines, bie glucans d'uns 150 residus, bi-z glucans d'uns
1500 resdusi quitina (Lipkei Ovalle, 1995).

D’'dtra banda, sabem que O. oeni presenta nombrosos requeriments de nutricio
nitrogenada en ésser auxotrof per a la mgoria d'aminoacids (Garvie, 1967) i segons
Manca de Nadra et al. (1999) és capag d hidrolitzar peptids i proteines presents d most
I d vi, confirmant ds resultats obtinguts pocs anys abans pd maex equip, que
detectaren, per primer cop, la produccié de dues proteases extrace-lulars en diverses
soques d'O. oeni (Ralldn et al., 1993 i 1995). Recentment, han caracteritzat una
exoproteasa en condicions de carencia nutricional, homodimera, activa entre pH 4 i 55

| que presenta activitat proteolitica sobre suc de raim (Farias i Manca de Nadra, 2000).
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Figuralb. Composicid i edtructura de la paret cd-lular de S cerevisiae (Schreuder et
al., 1996).

Magrat tot, en O. oeni encara no SOn coneguts ni €ls Sstemes de transport
d'aminodcids o de peptids, ni s enzims proteolitics o peptidolitics especificament
produits en condicions enologiques, mentre, i com succeelx en dtres aspectes, €s
sgemes proteolitics han estat més estudiats en dtres bacteris lactics, especidment en
L. lactis, i també en dguns lactobacils, implicats en la secrecio de sstemes d hidrolis
de la casgina d llarg de la produccié de derivats lactics (Kunji et al., 1996; Poquet et
al., 2000). A partir des seus resultats, sha pogut eaborar un modd de sstema
proteolitic implicat en la nutricié nitrogenada dels bacteris lactics, basat en la interaccio
de tres grups diferents de biomolécules per assegurar la via metabdlica proteases,
trangportadors d'oligopeptids | peptidases, €ls quas participen conjuntament en les
funcions de reciclatge, activacio i degradacio de proteines i en la nutricio per

assmilacié d aminoacids (Christensen et al., 1999).
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2.OBJECTIUS






Objectius

La FML presenta, sovint, problemes per a seu desenvolupament perque € vi és un
medi dificil de tolerar per ds microorganismes que hi poden viure, entre dls O. oeni. E
control d'aquest procés requereix un estudi profund dels factors que modifiquen €
metabolisme des bacteris lactics i com aguests afecten les dinamiques de poblacions

d O. oeni d llarg delavinificacio.

En I'esmentat context se Stuen ds objectius principals del treball que Sexposa en

la present memoria:

1. Egudi in vitro de I'efecte d'dguns components dd vi sobre mecanismes
bioquimics dO. oeni, com sOHn I'activitat ATPasa de membrana, la possble
sobreexpress® de proteines de membrana i aparicid de proteines d'estres |
I’obtencié de nitrogen a partir de components de la paret cdlular de S

cerevisae.

2. Estudi dds efectes d'dguns d'aguests components del vi sobre la dinamica
d' evolucié de les poblacions de diferents soques d'O. oeni en vins smulas i
vins reds, mitjancant la identificacié dels bacteris presents per técniques

moleculars.






3. MATERIALSI
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3. MATERIALS| METODES

3.1. Microorganismes

Els edtudis portats a terme en aguesta ted, concretament els assaigs de tipus
metabolic i les microvinificacions, S han reditzat amb tres soques.
la soca de col-leccio d'O. ceni CECT 4100 (abans CECT 217), que pertany ala
Coleccidn Espafiola de Cultivos Tipo (CECT) de Vdéncia
O. oeni CR1, soca dillada pel nogtre grup de recerca d cdler experimentd del
Mas dels Frares, URV.
socacomercid Vitilactic (de Sofralab [Martin Vidatte] SA., Epernay, Franca).
Alsassaigsd'interaccions entre O. oeni i S cerevisiae, s han utilitzat les soques:
O. oeni Lo 84.13 (Ingtitut d’ Enologie de Bordeus, Franca).
O. oeni S3 (socano comercid de Lalemand INC., Montreal, Canadd).

En les microvinificacions, també Sempra d llevat S cerevisiae Lavin RV1
(Lalemand INC., Montred, Canadd), dillat d Mas dels Frares per Torija et al. (1999),
mentre que en la campanya de vinificacid de I'any 2000 Sinocula amb d llevat S
cerevisiae Montrachet Davis 522 (Ladvin, Lalemand INC., Montred, Canadd).

3.2. Medisdecultiu

Medi de cultiu ric MRSFM

Es tracta dd medi emprat per d manteniment, sembra, inoculacié i recompte de
viables de les diferents soques, aixi com per a I’obtencié de cd-lules per a sotmetre-les
a condicions d'estres en forma de cd-lules no proliferants (resting cells). També s ha
utilitzat en forma Slida per d cultiu en placa anb l'addicié de 20 ¢/l dagar
bacteriologic.

MRSFM presenta la mateixa composicio que € medi MRS (descrit per De Man et
al. (1960), condderat Optim per d creixement dels bacteris lactics), més fructosa i acid
L-mdic, amb laqud cosa presenta la seglient composicio find:
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Component Concentracio (g/l)
Bactopeptona 10
Extracte de carn 10
Extracte de llevat 5
Glucosa 20
Tween 80 1

Citrat d’ amoni 2
Acetat de sodi 5
MgS0O4.7H,0 0,1
MnSQO4.H,O 0,05
KoHPO4 2

H,O dedtil-lada Enrasar allitre
Sel’haenriquit amb:

Acid DL-médlic 4
D-Fructosa 5

pH 5 gustat anb KOH 10N

Autoclavat a 121°C durant 15 minuts.

Medi MRSFM modificat per al aillament de soques en les vinificacions

Emprant com amedi base MRSFM s0lid, cal afegir:

- Solucié de suc de tomaquet a 10 % v/v, que sobté centrifugant 1 litre de suc
sense conservants a 5000 x g, 10 minuts. El sobrenedant S edterilitza i es consarva
a4°C, fins que s afegeix d medi just abans de repartir en plagues.

= Funcio:

goorta un  deivat dlicosla de

anteriorment com a TJF (Tomato Juice Factor) (Garvie, 1967).

I'acid pantoténic  conegut

- Nigaina, 50 mg/l: es bull durant uns minuts, dissolta en aigua, la quantitat en

pols proporciond a volum de medi

que prepaem per a fadlitar-nhi

la

olubilitzacid i homogeneitat, on |'afegirem tot just abans de repartir les plagues,

a mateix temps que d suc de tomaguet.

»  Funcié: antifingic contrae creixement de llevas.

- Azida sodica, 100 mg/l: disolta en aigua eséril, safegeix Smultaniament ds

anteriors components.

»  Funcio: evitael desenvolupament de bacteris acetics.

Medi FT80 pH 4,5

Agquest medi ha edtat utilitzat per obtenir es precultius (inoculacio i creixement) de

cdlules dO. oeni en ds assaigs per edtudiar I'activitat exoprotessa en € medi. El pH

4.5 també contribueix a una certa aproximacio ales condicions reals de vinificacio.
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Aquesta ésla seva composicio:

Component Concentracié (g/l)
Casaminoacids 5
Extracte de llevat 4
D-glucosa S
D-fructosa 35
Acid DL-mdic 10
KH,PO4 0,6
KCI 0,45
CaCl,.2H,0 0,13
MnSQO4.H,O 0,003
MgSO4.7H20 0,13
Tween80 Iml
H,0 dedtil-lada Enrasar al litre

Sgudad pH a45i s eserilitza 15 min a 121°C.

Medis FT80 modificats per al’ estudi del’activitat exoproteasa

A patir dd medi descrit anteriorment, s ha eaborat un dtre medi ric en nucledtids,
vitamines i font de nitrogen en forma de macromolécules (diferents extractes de llevats)

sense casaminoacids. La composicié de medi és la seglient:

Component Concentracio (g/l)
D-fructosa 5
D-glucosa 5
Tween80 1

Acid DL-mdlic 10
Acetat de sodi 1
K2HPO4 1
KH2PO4 1
Acid ascorbic 0,15
MgSO4.7H20 0,1
MnS0O,.4H,0 0,01
FeSO,4.7H,O 0,01

Adenina® 5 mgl
Guanina® 5mgl

Citosina® 5mgl
Timina® 5mg/l

Piridoxa @ 1,5 mg/l

Adid pantoténic!? 0,75 mg/|
Biotina ® 0,075 mg/l
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Tiamina (hidroclorur)® 0,075 mg/|
Adid nicotinic ? 0,075 mg/l
Riboflavina @ 0,075 mg/l
Acid folic @ 0,075 mg/|
Extracte de llevat 5
H,0 dedtil-lada Enrasar finsall litre

SgustapH a4,5
S edterilitza per pasteuritzacio: 10 min a 100°C.

(1) Lesbases nitrogenades es preparen en forma concentrada 1000X, i es conserven a-20°C.
(2) Lesvitamineses preparen d’igual forma que les bases nitrogenades.
(3) Extractedellevat estandard.

A patir dagues medi sShan fet modificacions per reduir la font | la
biodisponibilitat de nitrogen, tal com Sindicaen lataula 3.1.

Taula3.1l. Medis basats en I'FT80 modificat i amb contingut de nitrogen tota 10
vegadesinferior: 0,5 g/l.

Codi medi Font de N Quantitat

estandard Extracte de llevat sense sd, tipus B 059
50 % P Extracte dellevat DI 54 codi 30101 0,59
peptona Peptona de llevat codi 222 059/

Medi YEPDA per al recompte de llevats (seguiment de FA)

Component Concentracio (g/l)
D-glucosa 20
Peptona 20
Extracte de llevat 10
Agar 15

S egteilitza 15 min a121°C.

Medi per al recompted’acetics YEPMA

Component Concentracié (g/l)
Extracte dellevat 5
Peptona 3
Manitol 12,5
Agar 15

S esterilitza 15 min a 121°C.
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3.3. Condicionsde cultiu i de conservaci6 de les soques

En medi MRSFM

Per ta de reditzar esudis metabolics, es medis liquids han estat inoculats (1-2 %)
amb preinoculs d'O. oeni crescuts en 10 ml dd mateix medi MRSFM fins d find de la
fase exponencid i/o inici de lafase estacionéria de creixement.

Els cultius shan portat a terme en flascons de vidre amb tgp de rosca, amb
capacitat de 250 ml, omplerts fins a 200 ml i que es col-locaven a I'incubador de CO;
(10 %) a 27°C (Sanyo, Braun-Biotech, SA.) sense tancar-los herméticament per
fecilitar I'intercanvi gasos. El temps d'incubacio ha estat d’'unes 48 h per a recallir les

cd{ules d find delafase de creixement.

En medi FT80 pH 4,5

Sopeava de forma dmilar ds dtres caos. Les cdlules es recalien per
centrifugacio, es rentaven d find de la fase exponencid de creixement | es
ressuspenien en un volum adequat de solucid sdina que permetia inocular d medi FT80
modificat per aestudi de I’ activitat exoproteasaamb una DO inicid d voltant de 0,5.

- rentat s.s.
- resuspensio s.s.
)= 0L

B

| inoculacio
preinocul
medi de precultiu: Precultiu amb

FT 80 modificat: -
pH4,5, extractellevat FT 80 modificat Medi sintétic:

- sense casaminoacids
- amb acids nucleics
- font de N:
extracte de llevat
- pasteuritzat

Figura3.l. Esquema de la metodologia de cultiu emprada amb € medi FT80 per a
I'estudi d'interaccions entre O. oeni i S cerevisiae. Veure explicacio en I'apartat 4.3 de
Resultatsi discussio.
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En medi MRSFM sdlid
Veure gpartat 3.5.

Conservacio deles soques

Segons € temps que calgui conservar-les.

3.4.

34.1.

Per a periodes inferiors a una setmana, es podien mantenir en medi MRSFM
liquid a4°C sense que laviabilitat quedés considerablement afectada.

Per a periodes d’ uns 2 mesos com a maxim, en MRSFM solid a4°C.

Per alaconservacio amitjatermini (entre 3 mesosi 1 any), es congelaven a

-20°C d 20 % de glicerol estéril (V/v).

Per a llarg termini (més d'1 any) es congelaven també d 20 % de gliceral amb
N> liquid en MRSFM i es conservaven a -80°C.

Condicionsi seguiment de vinificacio

Vinificacions simulades en most

Td com es podra veure en I'gpartat 4.4 de Resultats i discussio, es reditzaren

assags de vinificacions dmulades (microvinificacions) amb most negre, procedents

d'un mateix lot comercid (most Grelp negre, Peps-Cola Company) | sense additius, €

qua fou degudament corregit (concentracions de sucres i acid L-mdic, i pH) per

gproximar-lo a maxim ales condicions redls de vinificacio.

La metodol ogia emprada es pot resumir en s seglients passos.

1
2.

3.

Inoculacio de llevat estandard: socade S cerevisiae Lavin RV

Inoculaci6 inicid de mexcles de 3 soques d'O. oeni en nUmeros baixos,
similars a aquells que es presenten en celler, entre 107 i 10* UFC/ml.

Introduccio, de forma unifactorid, dels components edtudiats en les
concentracions descrites com a dgnificativament inhibidores ddl  creixement
i de la FML: 10 mg/l de coure (Vida, 2001), 5 mg/l d'acid dodecanoic
(C12) (Capucho i San Roméo, 1994; Vida,1997) i 40 mg/l d'SO, totd
(Ribéreau-Gayon et al., 1998; Défini i Formica, 2001) (veure ANNEX A).

Tots ds assaigs es reditzaren per duplicat en matrassos Erlenmeyer de 250
ml, degudament ederilitzats, tgpats amb cotd de forma que permetia
I’intercanvi de gasosi omplerts amb idéntic volum de mogt.

Els matrassos es mantingueren a una temperatura constant de 25°C i ,cada
dia, d contingut fou homogeneitzat durant 15 min mitjancant un agitador
electromagnétic per smular les condicions de remuntatge del cdller.

El seguiment de la FA es féu mesurant la davalada dd pes dd matras i de la
degradacié de sucres reductors mitjancant d métode GAB (Garcia Barcel6,
1990) aixi com & comptatge d UFC/ml dellevats en dguns casos.
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7. Un cop acabada la FA, quan ds sucres reductors eren inferiors as 2 g/l, es
procedi a un pas de sedimentacio de les mares que consstia en incubar €
matras durant 24 hores a 15°C, passades les quals es trasbdsava d vi
obtingut a un flascd de vidre etéril d'uns 250 ml, tapat amb un septe de
slicona que permetia mantenir unes condicions anaerobies.

8. Les prees de mostra per d monitoratge de I'activitat malolactica (evolucio
dd contingut d'acid L-mdic) es feen cada 2 dies fins que I'acid L-mdic
comencava a davdlar. En aguest moment, S es detectava que la FML era
accderada, es  prenien modres diaiament per obtenir ds punts
representetius  d'inici, meitat 1 find de FML. Com sSegpecifica més
endavant, I'alllament de colonies per a la identificacio i tipificacd només es
portava a terme en punts representatius.

9. La prea de modra (1 ml) es reditzava mitjancant una xeringa i agulla
estérils, através dd septe, i es dipositava en tubs Eppendorf.

10.La FML es condderava finditzada quan la concentracié d'L-mdic no
superava ds 30 mg/l | e comprovava, en mesures consecutives
corresponents a dos dies diferents, que € vdor no disminuia En aguest
punt, es congelava la mostra per a determinacions andlitiques posteriors.

Presa de mostra B
seguiment FA: Recompte de
T i dendtat

bacteristotals a
Recompte de

microscopi optic |«
llevatsal :|>
microscopi optic

Banc de dilucions ?>
Sembrade

llevatsviablesen >
medi YEPD

Recompte
d UFC/ml

Banc de dilucions
delamostraenss.

(concentrar 9 cd)

Sembra de bacteris
viables en medi
MRSFM

Seguiment
del’acid L-
mdic

Incubacid a27 °C,
10 % CO» (7-12 d)

Recompte de
viables UFC/ml

Aillament de Presa de mostra

LA

colonies
FdelaFA: 1da| HU T
15°C, trasbdlsi |—p FML en flascons
desfangat de 250 ml

Figura 3.2. Metodologia de seguiment de microvinificacions.
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3.4.2. Vinificacionsreals

D’dtra banda, sha completat & seguiment d’'una vinificacio en negre (ull de llebre)
corresponent a la campanya de I'any 2000 d cdler expeimenta de la Facultat
d Enologia de la URV, dtuat a Conganti (Camp de Taragond), anomenat Mas des
Frares. La variable que shi ha edudiat és la influencia de la concentracié de SO,
comparant I'evolucié d'un most amb una concentracié habitud, de 4 g/hl, amb la d'un
atre amb 10 g/hl, per damunt de les quantitats legalment acceptades en enologia.

La FA va tenir lloc en tina, i un cop acabada, d vi fou transportat a garrafes de
vidre de 30 litres, ubicades en d mateix cdler en lloc rdativament fresc (temperatura a
voltant de 20°C) on es feu & seguiment de la FML iniciada espontaniament, per
duplicat, i de forma smilar a com sha indicat per a les microvinificacions. Com en d
cas d aquestes, també s ha monitoritzat la vinificacio desdel’inici delaFA:

Presa de mosira:

El volum de mostra depenia de les andids pogteriors que es volien fer. Per
defecte, es recollien duplicats de 10 ml en tubs estérils, que es podien mantenir,
com a maxim, 24 h a 4°C pe a les andisis microbiologiques, i a -20°C durant
mesos per alaresta de determinacions anditiques.

> Durat la FA: cada dia Al maex temps es mesurava la denstat 1 la
temperatura, sempre després del remuntatge.

> Al llarg de la FML, se seguien criteris molt smilars ds de la metodologia de
seguiment de les microvinificacions smulades, amb un control edricte dels
nivdls dacid L-maic per a poder obtenir mostres d'inici, meata i find de

FML.

Comptatge de viables.
> Bacterislactics
1. Recompte aproximat de bacteristotals d microscopi (veure apartat 3.5).
2. Cd tenir en compte que en dguns moments la concentracidé de bacteris
lactics podia ser molt baixa (al principi i find de FA), de I’ordre de 10'-
10%> UFC/ml, o fins i tot menys, i que cdia centrifugar volums d'1 o 10
ml i ressuspendre @ precipitat cdlular en 100 m de solucié sdina
esteril.
3. Amb la resta de mostres on la poblacid superava ds 10° UFC/ml,
S operava com s indicatambé en I’ gpartat 3.5.
> Llevats recompte cada 2 dies mentre durés la FA, crescuts en medi YEPDA
I a30°C.
> Bacteris acétics: com que es trobaven en concentracions també molt baixes,
S seguia @ mateix procediment descrit per ds bacteris lactics en @ cas
semblant, i es concentraven les mostres per centrifugacid. S'incubaven en
medi YEPMA, a 28°C, en condicions aerobies.
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Figura 3.3. Metodologia de seguiment de lavinificacio red en la campanyade |’ any 2000.
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3.4.3. Determinacio d’alguns components del vi relacionats amb & metabolisme
d O. oeni

Per a la determinacio de components del vi estretament lligats d metabolisme d'O.
oeni, com son es acids acetic, citric i L-1actic, a part de I'L-mdic ja esmentat, axi com
de I'etanal, gliceral i es sucres reductors glucosa i fructosa, shan utilitzat es assags
enzimetics subminigtrats per Roche (veure referenciesal’ ANNEX B).

Mentre, per a la determinacié de SO, lliure, Sha seguit d métode de vaoracio
volumétric GAB, mitjancant I’ aparell TONING®, descrit per Garcia Barcel 6 (1990).

Aquestes determinacions han estat redlitzedes d find de la FA i d find de la FML,

punts on s han considerat representatives de I’ evolucié dd metabolisme d’ O. oeni.

3.5. Seguiment del creixement cel-lular i dela FML

Lecturade |’ absorbanciaa 600 nm

Mesura espectrofotométrica de |’ absorbancia dd cultiu a 600 nm respecte d medi

de cultiu senseinocular, amb un espectrofotometre Hitachi U-2000.

Observacio a microscopi optic a 400X i recompte de nombre total de cdl-lules amb

la cambra de Neubauer, amb les dilucions corresponents.

Recompte de microorganismes viables o UFC/ml

Per d recompte de viables sha utilitzat d metode de banc de dilucions i de sembra
en superficie. Després del recompte totad amb cambra de Neubauer, amb que s obté una
goroximacio de nombre de cd-lules, es reditzava un banc de dilucions amb solucié
sina (ss) esteril (solucié aguosa NaCl 0.85 % p/v) i es dipodtava sobre la placa de
Petri, amb medi MRSFM s0lid, la dilucié adequada perque € nombre de colonies no
excedis més de 2 o0 3 centenars. Tot seguit s escampava € volum de dilucié (100 )
utilitzant unes perles de vidre de 5 mm de diametre, esterilitzades a I'autoclau, que en
moure's sobre d medi escampaven uniformement es bacteris (sembra en superficie o
“gespd’). Aquesta operacio es reditzava per duplicat. Les plaques Sincubaven a 27°C |
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10 % CO; durant 7 dies com a minim, fins a I'aparicié de les colonies, i & recompte es

redlitzava amb un comptador de colonies (SBS).

Quantificaci6 de ladegradacio de |’ acid L-mdlic mitjancant assaig enzimatic

Util per tenir una orientacié del nombre de cdl lules actives que podien haver-hi i
per d seguiment de la propia FML, laqua es consderava acabada quan s nivellsd'L-
médic eren inferiorsa 30 mg/l. S ha utilitzat d métode enzimétic de I’ assaig comercid
de Boehringer Mannheim, ara Roche, que es fonamentaen I oxidacio de |’ acid L-mdic
per lamdat-deshidrogenasai en laformacio estequiometricade NADH, del qud es
mesura |’ absorbanciaa 340 nm.

3.6. Seguiment de les dinamiques de pablacio

3.6.1. Aillament de soques

De les plagues per a viables de medi MRSFM amb suc de tomagquet, nigtatina i
azida sodica, amb un nombre de colonies entre 30 i 300, crescudes i ja comptades,
Sallaven 30 a l'azar per a cada mostra i Sincubaven en 1 ml dMRSFM liquid.
Mdgrat I'Gs d'inhibidors dd creixement de llevats i de bacteris acdtics, ds cultius
d allament eren anditzats per descartar possibles contaminants mitjancant la prova de
la cadasa (Gerhardt, 1984) i la tinci6 Gram (Gerhardt, 1984), de forma que les
colonies catdasa negatives | grampositives eren considerades com a bacteris lactics. Un
cop crescudes, eren reinoculades en 5 ml dd mateix medi (2 dies de creixement) per

obtenir prou biomassa cd lular per al’ extraccio del DNA total.

3.6.2. Extraccio del DNA

Métode utilitzat per Reguant (2001), basat en Persing et al. (1993). En la taula 3.2
S hi indiquen ds reactius emprats.
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Taula 3.2. Reactiusempratsen |’ extraccio de DNA.

Reactiu Component Concentracio
TE pH 80 Tris-HCl 10 mM
Na-EDTA 1mM
Soluci6 concentrada RNAasa RNAasa 0,5 mg/ml
Solucié concentrada lisozim Lisozim 100 mg/ml
Tiocianat de guanidina 5M
GES! EDTA 100 mM
N-laurilsarcosna 0,5 % (p/v)
Solucié EDTA pH 8,0 Na-EDTA 05M
Acetat amonic (mantenir a4°C) CH3COO'NH," 75M
Cloroform-2- pentanol 24:1
Isopropanol fred (conservar a-20°C finsd moment d utilitzar-10)
Etanol %ﬂ%ﬁgﬂ; 70 % (VIV)

Totesles solucions, excepte els 3 darrersreactius, s han d’ autoclavar a 121°C, 15 min.

(1) Per preparar 100 ml: 60 g de tiocianat de guanidinai 20 ml dEDTA 0,5 M (pH 8,0) amb 20
ml d’aigua destil-lada estéril; escalfar-ho amb agitacié fins dissolucié total. Deixar refredar a
temperaturaambient i afegir 5 ml de Sarcosinaal 10 %. Finalment, ajustar € volum a100 ml.

Procediment:

Es centrifuguen 5 ml de cultiu a 3500 rpm (5000 x g) durant 10 min.

Es descarta @ sobrenedant, es renta € precipitat amb 5 ml d'aigua etéril i es
repeteix la centrifugacio.

Es pot continuar o aturar € procés guardant d precipitat cd lular a-20°C.

Es ressuspén en 100 m de tampd TE amb concentracions finads de 25 ng/ml

d'RNAasai 25 mg/ml delisozim.

Sincubaa 37°C durant 1 h amb agitacio.

Safegeixen 500 m de reactiu GES i Sagita per inversé immediatament, sense
vortex, fins que sobsarva lis cdiular (la solucié ha de quedar ben nitida,
transparent).

Sincubaen gd 5 min, com aminim.

Saddicionen 250 m d'acetat damoni fred i Sagita fins que les dues fases es
meclin. Sincubaen gd 10 min, com aminim.

Saddicionen 05 ml de cloroform-2-pentanol | Sagita vigorosament perque es
mesclin bé totes dues fases.

Es centrifuga, durant 10 min, a 13000 rpm i es trandereix la fase superior a un
nou tub Eppendorf, anb molta cura de no arrossegar lainterfase.

Sintrodueixen 380 m disopropanol fred, Sinverteix fins que € DNA precipiti i

es centrifuga 5 min a 13000 rpm.

Es descarta @ sobrenedant i s afegeixen 400 m d'etanol 70 %. Es centrifuga a
13000 rpm durant 5 min, i es repeteix aquest pas 2 cops més.
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13. Sevepora I'etanol de les mostres amb un dessecador de buit i es disol €

precipitat en 40 m de TE.

3.6.3. Quantificaci6 del DNA

Mesura espectrofotométrica a 260 nm amb I'gpardl GeneQuant 1l (Amersham

Pharmacia Biotech). La relacié de conversé gplicada per a coneixer la concentracié de

DNA és. 1 unitat DO = 50 ng/ml DNA.

3.6.4. PCR especificad’ espécie

Per identificar les soques pertanyents a O. oeni allades durant la campanya de

vinificacié de I'any 2000, sha emprat d protocol descrit per Zapparoli et al. (1998b),
basat en |’ amplificacio d’ un fragment del gen de I’ enzim maolactic especific d O. oeni.

Enlataula 3.3 es mostren ds reactius utilitzats:

Taula 3.3. Reactius per alaPCR especifica

Reactiu * Volum Concentracié en 20 m
H>0O bidetil-lada esteril 109 m
Tampd 10X 2m 1X

Tampo dNTPs (2 mM) 2m 02mM
Solucié MgCh (50 mM) 0,8 ni 2mM
Encebador On 1 (5 M) 1,6 m 0,4 M
Encebador On 2 (5 nM) 1,6 m 0,4 M
Taq polimerasa (5 U/m) 0,1 m 05U

Mostra DNA (10 ng) 1m 1ny

(1) La mescla de reaccid es pot preparar addicionant els reactius en e mateix ordre de
col-locacié que es presenta en la taula (excepte la mostra de DNA), i amb un volum
suficient per al nombre de mostres atractar. Tots els reactius es conserven a-20°C.

Sequiencia dels encebadors.

On1(5-TAATGTGGTTCTTGAGGAGAAAAT-3)
On 2 (5-ATCATCGTCAAACAAGAGGCCTT-3)

Programa d’ amplificacio:

(termociclador Gene Amp PCR System, Perkin Elmer, 24 pous de capacitat):
94°C, 2 min/ 30 cicles. 94°C, 45 s, 64°C, 2 min; 72°C, 2 min/ 72°C,10 min.
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3.6.5. Amplificacio a I’atzar del DNA total amb 2 encebadors (RAPD-PCR
multiple)

Par a la tipificacd de soques dillades tant en les microvinificacions com en la

vinificacio de cdler, sha emprat € métode descrit per Reguant (2001). En la taula 3.4
sindiquen €s reactius que conformen la mescla de reaccié.

Taula 3.4. Mescladereaccio per ala RAPD-PCR multiple.

Reactiu Volum Concentracio en 20 m
H,O bidestil-lada estéxil 11,4 m
Tampo6 10X 2,0 n 1X
Tampo dNTPs (2,5 mM) 2,0 n 02mM
Soluciéo MgCh (50 mM) 1,4 35mM
Encebador Coc 1 (10 V) 1,0m 0,5 MM
Encebador On 2 (5 nM) 1,0m 0,25 MM
Taq polimerasa (5 U/m) 0,2 m 05U
Mostra DNA (10 ng) 1m 0,5ny
Sequiencia dels encebadors:

Coc (5-AGCAGCGTGG-3)

On 2 (5-ATCATCGTCAAACAAGAGGCCTT-3)
Programa d’ amplificacio:
(termociclador Gene Amp PCR System, Perkin Elmer, 24 pous de capecitet):
94°C, 5min/ 30 cicles: 94°C, 1 min; 40°C, 1 min; 72°C, 2 min/ 72°C,10 min.

3.6.6. Gelsd’'agarosai analisi delsperfilsresultants

Reactius:

Reactiu Component Concentracio

TBE 10X ! Tris-base 890 mM
Acid boric 890 mM
EDTA 20 mM

Tampo de carrega Ficoll 400 20 %
NaEDTA 0,1M pH8
Dodecilsulfat sodic 1,0%
Blau de bromofenol 0,25 %
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Marcadors de pes molecular:
- Marker Il: 564, 2027, 2322, 4361, 6557, 9416 i 23130 pb (parells de bases).
- Marker VI: 154, 234/220, 298, 394, 453, 517, 653, 1033, 1230, 1766 i 2176

pb.

Per visuditzar ds productes de I'amplificaci6 amb PCR especifica, sShan separat
per mitja d dectrofores en gel d'agarosa 1 % (p/v) en TBE 1X, on se n"han carregat 10
M (5 M de mostra + 5 m de tampo de carrega) i 2 i de Marker VI com a marcador de
pes molecular. Els gels shan fet correr en TBE 1X durant 30 min a 100 V i han edat
tenyits en banys de bromur d etidi i fotografiats.

Mentre, en € cas de les RAPD-PCR mutiples, les dectroforesis shan reditzat en
gels d'agarosa 1,4 % en tampd TBE 1X, durant 2 h45 min a 100 V. Shan combinat s
marcadors Marker 1l i Marker VI en proporcio 1:2.

Andid delesimatges dds gds

Els pefils resultants de RAPD-PCR muiltiple han estat comparats per andis visud
I les imatges de les fotografies escanngades i tractades amb € programa Quantity One
4.1®° (Bio-Rad) per assignar la mida ds fragments de DNA i establir uns patrons de

bandes propis de cada soca.

3.7. Metodologia emprada en I'estudi de parametres metabolics
(ATPasai proteines d’ estres)

3.7.1. Obtencié decel-lulesno proliferants

Les cdlules es fden céxer en medi ric MRSFM fins d find de la fae
exponencid (d voltant de 5-6-10° UFC/ml) en flascons de 250 ml amb 200 ml de
contingut per a obtenir un nombre devat de cd {ules (5-6-10™).

Tot seguit es recollien per centrifugacié (10000 x g, 10 min) i es rentaven dues
vegadesamb s.s.

Es tornaven a ressuspendre en un volum dd tamp6 d'incubacio (tampd citrat-fodfat,

pH 5,0) necessari per a obtenir una suspensié d'entre 5-10°—1.-10'° microorganismes per

63



Materialsi métodes

ml, que es determinava per comptatge amb la cambra de Neubauer. Per a sstematitzar-
ho, aquest volum erade 100 ml.

Les cdlules ressugpeses shavien de mantenir en agitacid. Per aguest motiu
S utilitzaven matrassos de 250 ml tapats hermeticament amb Parafilm™ i sincubaven
durant 1 h en agitadors orbitals, després d'haver afegit ds volums o quantitats des
diferents components en estudi. Un cop passat agquest temps, es centrifugaven les
mostres, es rentaven amb s.S.,, se separaven en dues parts diquotes d'identic volum i es
guardaven ds precipitats cd{ulars congelats a -20°C. Les cdlules tractades amb coure,
es rentaven amb una solucié dEDTA 20 mM per eiminar pat dd metal associat a les
envoltes cdl lulars (Cooksey i Azad, 92; Fitch et al., 1993; Vidal, 1997).

Cal especificar que, per a la deteccio de proteines sobreexpressades o d estrés, les
cdiules es tornaven a incubar en MRSFM enlloc damb tampd citrat-fosfat per
asegurar |'exigténcia d'una font de nitrogen en d medi (en agquest @s, no es tractaria,
doncs, de cdl-lules no proliferants en @ sentit edtricte).

3.7.2. Determinacio de proteines

Shan utilitzat dos metodes diferents per a determinar la concentracié de proteines

en les mostres de membranai de laresta de fraccions subcd lulars.

M é&tode de Bradford (1976), microassaig.
Es basa en d canvi de maxim d absorbancia, de 465 a 595 nm, d’ una solucié acida
dd colorant Coomasse Brilliant Blue G-250 quan aguest Sunex a proteina El

principa avantatge d’ agquest métode és la rapidesa.

Consisteix en preparar una recta patré de 0 a 25 ng/ml de proteina (BSA, dblimina
de s&rum bovi) i en diluir les mostres de forma que les lectures d disorbancia recaiguin
dinslarecta

Procediment: fetes les dilucions préevies de la mostra i dds patrons, se n'afegeixen
200 mi a 800 ni dd reactiu BioRad (solucié acida del colorant) concentrat. Després
dagitar energicament | passats 15 minuts, es llegeix I'absorbancia a 595 nm i
Sinterpola alarecta patro resultant.
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Métode de Markwell et al. (1978)
Un deds inconvenients ded metode de Bradford és que només pemet la

determinacié de proteines solubles, i especidment per a I'andis dels perfils proteics de
les fraccions de membrana interessava conéixer la concentracio de proteines totals
presents alamostra, tant les solubles com les de membrana (associades i intrinseques).

El métode de Markwell és una modificacio de metode de Lowry per smplificar la
determinacid en mostres de membrana i lipoproteines. L'addici6 o SDS (dodecilsulfat
sodic) a reactiu basc dd Lowry permet reditzar I'assaig directament sobre les mostres
sense necessitat de cap tractament previ (solubilitzacié, etc.).

El fonament de I'assaig es resumeix en dos passos importants. Primer, la mogtra de
proteina es mescla amb ions coure en medi basic. Després, € reactiu Folin-Ciocateu és
reduit per I'enllag proteina-coure. La formacio de color depen, principament, d aquest
altim pas.

Reactiusde I’ assaig:

Solucions Components Concentracions
NaCO3 2,0%
A NaOH 0,4 %
tartrat sodic 0,16 %
SDS 1,0 %
B CuS04.5H,0 4%
c* { A 100 volums
B 1 volum
D" Falin-Ciocdteu 2 N, 1:1 (v/v), amb aigua bidestil lada
E BSA 0,1 mg/ml

* Preparar en fresc, tot just abans d utilitzar-ho.

Procediment, modificat per a mostres de poc volum (microassaig) a patir de
proposat per Markwell et al. (1979):

>  Esprepara una corba patré amb 20, 40, 60, 801 100 ng de BSA.

> Safegeixen 900 m de reactiu C a 300 m de mostra (amb les corresponents
dilucions, de forma que € contingut en proteina es trobi entre 10-100 n) i
Sincuba a temperatura ambient durant un minim de 10 min.

> Sadfegeixen, a continuaci, 90 m de reectiu D a cada tub i Sagita
enérgicament. Es deixa incubar durant 45 min a temperaiura ambient, i es
llegeix | dosorbancia a 660 nm amb un blanc ddl reectiu.
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3.7.3. Aillament deles membranes plasmatiques

Reectius.
Tampo | (digestié de la paret cdl-lular)
Tris-HCI 50 mM
Glucosa 50 mM
PMSF ! 1mM pH =7
Pepstatina 2 3mv
Lisozim 3 80 mg
Tampo 1l (lis dels protoplasts i homogeneitzacio cd -ular)
Tris-HCI 20mM
MgSO4 10 mM
PMSF ! 1mMm pH=7
Pepstatina 3nmM
NaCl 05M
Tampo 111 (ressuspensio de lafraccid de membrana)
Tris-HCI 20mM
MgCh 10mM
PMSF ! 1mM pH=7
Pepstatina 2 3mv
NaEDTA 10 mM

(1) PMSF: inhibidor de proteases, concretament de serinproteases i cisteinproteases. Es presenta
solid (cristalls) en pols, i és altament toxic per inhalacio i pels vapors que forma en contacte amb
aigua, per la qual cosa cal tenir molta cura en manipular-lo: mascareta i guants. Preparacio:
ressuspenem 35 mg en 1 ml d'isopropanol (es manté estable a temperatura ambient durant
mesos) i s'addicionaen fresc (ésadir, just en el moment d’ utilitzar €l tampd).

(2) Pepstatina A: inhibeix carboxil (aspartic)-proteases, no inhibeix tiolproteases o serinproteases.
Es presenta en pols, estable com a minim 3 anys a 2-8°C i es prepara amb la ressuspensio de 5
mg en 7,3 ml de metanol, guardat a -20°C e aliquotes, de les quals se n'afegeix € volum
corresponent alasolucié en fresc.

L’ altre inhibidor de proteases ésI'EDTA: afegit al tamp06 111 (solucié de rentat i de ressuspensio
delafraccié de membrana) és un inhibidor de metal -loproteases, algunes d’ elles fosfolipases.

(3) Lisozim: es presenta en polsi es guarda a 2-8°C. Es pesa la quantitat corresponent i s afegeix al
tampd | en fresc, tot just abans de ser utilitzat.

Tots tres tampons Sautoclaven sense es components que s afegeixen en fresc, a
121°C, durant 15 min, i es guarden a4°C.
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RNAases i DNAases. 10 mg/ml en aigua bidestil-lada; parts diquotes congelades a

-20°C.

Protocol (adaptat de Rimpildnen et al., 1986 i de Garbay i Lonvaud-Fund,
1994):

A. Obtenci6 dds protoplasts i homogenditzacio cd ular

agrwdE

Es ressuspenen les cdl lules congdlades a - 20°C en 20 ml de tampo |.

S incubala suspens6 a 37°C, durant 45 min, amb agitacié suaul.

Es centrifugaa 17000 x g, 15 min, 4°C, i es ressuspen en 15 ml detampd 11.
Sincubalasuspensé a 0°C durant 2 h.

Degradacié dds acids nucleics amb 10 ng/ml, tant d RNAasa com de
DNAasa, a 37°C durant 15 minuts. Safegeixen 15 m de les solucions
concentrades.

Es centrifuga a 17000 x g, durant 10 min, 4°C, per extreure les envoltes
cdlularsi les cd lules no trencades.

En aguest punt, en & sobrenedant shi troba I'extracte cd-lular tota i de
qual se N’ extreuen diquotes sempre que calgui.

B. Aillament de la membrana plasmética

1

2.

3.

Es torna a centrifugar € sobrenedant per separar les membranes. 32000 x g,
30 min, 4°C.

Es renta @ precipitat de les membranes dues vegades amb 5 ml de tampo 1.
Cddratornar a centrifugar alamateixa velocitat durant 30 min.

Es conserven les mostres en 0,51 ml dd mateix tampo, i es guarden a 4°C
tota la nit agudles que sarviran per a determinar |'activitat ATPasa
especificai a-20°C les mostres per fer electrofores de proteines.

3.7.4. Mesuradel’activitat ATPasa

Es basa en la determinacio de la quantitat de fosfat inorganic (P) aliberat després
d incubar les mostres en prestnciade Mg i ATP. El métode consta de dues parts:

1. Incubacié (Garbay i Lonvaud-Fund, 1994)

Tampo d assaig

tampo acetat 01M
MgCl 10 mM pH 5,6
NaATP 10 mM

(1) Preparacio: 90,4 % d' acetat sodic 0,1M + 9,6 % acétic 0,1M
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> Es prepara una olucio de tampo fosfat 2 mg/ml de pH 7,4 i es fan dilucions
per obtenir patrons des de 0 finsa 25 ng de P.

> Es determina la concentracid proteica de les mostres per s cd diluir-les
S empra € métode Bradford. Es aconsdlable que es trobi entre 1§ 25 ng, s
bé s intenta trebalar anb un interval d entre 101 20 nyg de proteina.

> Sincuben 50 M de suspens6 de membrana (1-25 ng de proteina) en 0,250
ml dedl medi dassaig, a 37°C durant 30 min. El blanc o control es prepara
seguint s mateixos passos perd sense mostra. Es fa també un blanc de
mostra sense afegir MgCh, 1 un dtre sense afegir ATP. Les modires es
determinen per triplicat.

2. Quantificacio defosfats (Ohnishi et al., 1975)

Solucié6  Component Concentracio

A Molibdat amonic 4% plv
EDTA 16 mM

B PV P 40 (polivinilpirrolidona) 4%
Clorur d hidroxilamina 172 mM
H2SO4 87,5 mM

C NaOH 6,47 mM
NaCOs 50 mM

> Saura la reaccio afegint 1 ml de la solucid de parada formada per
A:B:aiguabidedtil lada en laproporcié 2:3:1.

> Safegeixen 100 m del revelador de color C, 2 min després de I'aturada de
lareaccio.

> Es dexa 10 min i es llegeix I'absorbancia a 720 nm. El color es manté 2
hores.

L'activitat ATPasa es determina interpolant els vaors d a@sorbancia obtinguts a la
recta patré de fosfats. S expressa com a nmols de R dliberasminmg™ de proteina,

en forma de mitjana ddstriplicats i amb la desviacié estandard (SD).
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3.7.5. Perfilsproteicsen SDS-PAGE

El procediment per obtenir ds perfils es resumeix en els seglients passos:

Solubilitzaci6 de les proteines

> Un cop determinada la concentracio de proteines de les mostres, es prenen
aiquotes (50 — 300 m), s hi afegeixen 4 0 5 volums d acetonai es mantenen
en gd durant 30 minuts per precipitar les proteines. A continuacio, es
centrifuga a 14000 rpm, 10 min.

> El precipitat se solubilitza amb 50 m de solucio solubilitzedora.

> La composcio de la solucié solubilitzadora és la seglient: 10 mM TrigHCl,
1ImM EDTA, 25% SDS, 3mercaptoetanol d 5,0 % i 0,01 % de blau de
bromofenal.

Desnaturditzacio de les proteines

Immediatament després, es bull la mostra de proteines resuspesa durant 5
minuts en un bany a 100°C . Es deixa atemperatura ambient i es centrifugaa
10000 rpm durant 5 minuts per eiminar qualsevol impuresa soluble.

Electrofores en condicions desnaturditzants (Laemmli, 1970)

En una primera fase, es va utilitzar | pardll PhastSystem™ de Pharmecia,
gue inclou una unitat de separacio, una unitat de tincid o revelat, s ges
(PhastGe®), d tampd (PhastGel® Buffer Strips) i lamajor part dels reactius
necessaris per alatincio.

Per a la separaci6 es va utilitzar @ PhastGel® Homogeneous 20 (rang de
separacio 2-150 kD, 95 Vh) gplicant € meétode de separacié proposat per a
aquests gels en lafitxatecnicade I’ gpardll.

Els gels consten d'una zona de concentracio (stacking) (7,5 % T, 3% C) de
13 mmi unadtrade separacié (20% T, 2% C), de 32 mm.

El tampd del gel conté acetat 0,112 M (i6 principd) i Tris0,112 M, pH 6,5.

Les tires de tampO tenen tricina 0,2 M ({6 trailing o d arrossegament), Tris
0,2M, SDS0,55% apH 8,1.

Per alatincio de plata (Heukeshoven i Dernick, 1986) tambeé s ha aplicat e
metode proposat a la fitxa técnica de I'gparell, amb €s reactius proporcionats
amb & PhastGe® Silver Saining Kit i €s que s han de preparar d moment.

Per a I'etimacio de pesos moleculars de les diferents bandes, sha utilitzat
com a par0 la barga de proteines dd Low Molecular Weight (LMW)
Calibration Kit de Pharmacia

Proteina kDa
Fodforilasa B 94
Albimina 67
Ovodbimina 43
Anhidrasa carbonica 33

Inhibidor de latripsna 20,1
a-Lactodbimina 14
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També shan reditza dectroforess tant amb & Mini-Protear® 1l Cdll

System com amb @ Protean® (Bio-Rad Laboratories), agquest Ultim per intentar
incrementar la capacitat de resolucio de les bandes.

Procediment de preparacid dels gdl's de poliacrilamida:

1
2.

3.

4.

Es netegen dsvidresi es separadors amb dcohol abans d utilitzar-1os.

Es fixen les plagues de vidre en I'estoig de forma que la base es recolzi
sobre la superficie de treball.

Es marca amb un retolador I'dcada a la qual ha d'aribar d gd separador:
gproximadament, un centimetre per sota dels pous.

Es prepara € gel de separacio d 12 % T i 3,3 % C, 0,375 M Tris-HCl pH
8,81 0,1 % SDS, segonsindicalataula3.5.

Taula35. Composici6 dds geds separadors de poliacrilamida per a
electrofores SDS-PAGE.

Preparacio del gel separador Mini- Protean Protean
Composicio Concentracio volum volum
Aiguabidestil lada 1,170 ml 585 ml
TrissHCI pH 8,8 1M 225ml 11,25 ml
SDS 10 % 60 m 300 m
Acril/bisacrilamida | 30%,29: 1 24ml 2ml
Persulfat d amoni 10 % (fresc) 60 m 300 m
TEMED 24m 12m

5. Sdfegeix d ge suaument, anb micropipeta, fins que arribi d nivell marcat.
6. Es diposta un petit volum d'isobutanol o de solucié d'SDS 0,1 % perque

cobreixi lleugerament & gd | aguet quedi pefectament anivelat
pogteriorment. Deixem que € gd polimenitzi a temperatura ambient (30-60
min).

Un cop polimeritzat, Senretira la capa d'isobutanol o SDS dilit mitjancant
una xeringa i es renta € gd amb una mica d'aigua bidegtillada. Es prepara
I’apilador (stacking gel) d 3% T i 33 % C, 0,125 mM Tris-HCl| pH 6,8 i
01 % SDS, immedigtament abans de ser utilitzat, ja que polimeritza
rapidament (taula 3.6).
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Taula3.6. Composicio dels gels gpiladors per a€electrofores SDS-PAGE.

Preparacio del gd apilador Mini- Protean Protean
Composicio Concentracio volum volum
Aigua bidedtil lada 3,775 mi 7,55 ml
Tris-HCl pH 6,8 1M 0,625 ml 1,25 mi
SDS 10% 50 m 100 m

Acril./biscrilamida | 30%, 29: 1 05ml 1ml

Persulfat d amoni 10 % (fresc) 50m 100 m
TEMED 5m 10 m

8. Somple, garebé fins a ddt de tot, la part per sobre de I'dtre gd amb € gd
gpilador, i shi colloca la pinta que serveix de motlle per as pouets, amb
cura que no es formin bombolles.

9. Esdeixareposar uns 30-45 min atemperatura ambient.

10. Es treu la pinta anb molta cura i es renten es pous amb € tampo
d dectrofores 1X per extreure restes de gl no polimeritzat.

11. Es colloca tot & conjunt en la cubeta d electrofores: independentment de s
es reditzen un o dos gels, sha de fer d muntatge de forma que es tingui un
compartiment estanc en la pat interior de I'estoig. Cd comprovar-ho
aegint-hi d tampod de migracid sense que hi hagi cap fuita

12. Somplen, també, els pouets amb @ tampd de migracié i Shi carreguen tot
seguit les modtres ja tractades amb € tampo de solubilitzacio (en funcio de
la quantitat de mostra, n'afegirem entre 51 30 M) axi com un volum smilar
de marcador LMW (habituament, 5-10 m de la ressuspensd d'un vid en
100 m de solucié solubilitzadora).

13. S'acaba d’ omplir lacubetaamb € tampo d dectrofores.

14. Es connecta a la font de voltatge: migracio a 100 V d llarg dd ge gpilador i
200V per al’dtregd.

15. Es deixa que migri fins que @ blau de bromofenol arribi d limit dd ge de
separacio | comenci adifondre’ s en € tampo.

16. Se separa amb cura @ gd dels vidres i es tenyeix. Es pot conservar en aigua
dedtil-ladaa4°C 9 no estenyeix d immediat.

Tinc6 del gdl amb nitrat de plata (Bloom et al., 1987):

1. Fixaci6: Sincuba @ gel en 100 ml de solucié amb 50 % de metanol, 12 %
dacid acétic i 0,5 ml de formadehid dd 37 %, durant 30-60 min. S es vol
parar la tincio, es pot fer en aguest pas i guardar-ho a 4°C, sing, cd
continuar.

Deshidratacio: s incubadurant 10 min, 3 vegades, en 100 ml d etanol 50 %.
Preincubacio: sincuba durant 1 min en 100 ml de solucid amb
NaS;03.5H,0 del 0,22 % (p/v) (equival a la capacitat d una microespatula),
preparada en fresc.

wnN
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4. Rentat: sincuba en 100 ml d'agua bidedtil-lada durant 20 segons, 3
vegades.

5. Tincié: Sincuba durant 20 min en 100 ml de soluci6, que conté 12 ml de
AgNOs (solucié mare 0,1 M, guardada a la nevera), 88 ml d'aiguai 70 m de
formadehid.

6. Rentat: es torna a incubar en 100 ml d'aigua bidestillada durant 20 segons,
3 vegades.

7. Reveage es prepara en fresc, és a dir, d moment, 100 ml d'una solucio
reductora amb NgCOs d 3 % (p/v), 50 m de formddehid | un crigdl de
Na$03.5H,0. Es manté amb lleugera agitacio fins que agpareguin les
bandes.

8. Saura € revdatge incubant € gel 30 min en 100 ml d'una solucié formada
per metanol 50 %, acid acetic 12 %1 0,5 ml de formaldehid del 37 %.

9. Podem guardar € gel a 4°C en 100 ml d'una solucio d 30 % de metanol | 3
% de gliceral.

3.7.6. Sequenciacio dela proteina aillada

Tranderenciaa membrana

Es d pas previ a la segiienciacié de la proteina que cdl identificar. El métode descrit
es basa en d que va proposar Matsudaira (1987). Cd que la quantitat de la proteina en
quiestio es trobi entre 11 5 ng, i com que en @ nogire cas tenim una mostra complexa de
proteines, per ta de conéixer quina quantitat Sha de carregar en @ gd, sesableix un

cacul gproximatiu consderant que en cada banda hi hauriad’ haver com aminim 5 ng.

a) Tractament delamembrana:

> Es tdla un fragment de membrana de PVDF dd tipus Immobilon P®
(Millipore) d'identica mida que d gd i es mulla durant uns minuts amb
metanol 100 %.

> Tot seguit, Sequilibra en tampd de tranderencia Tris-glicina (25 mM Tris,
192 mM dlicing, 20 % metanol) durant 5 min, d maex temps que hi
dexaem d gd ddectrofored, sense tenyir ni assecar, en condicions
nadiues.

> Es posa d gd en contacte amb la membrana d eectrofores, sense que es
formin bomballes, entre 2 lamines de paper 3MM.

b) Electrotranderencia:

> Intengtat congtant: 25 MA, i temps. 30 min (gparell PowerPac 300 de Bio-
Rad Laboratories).

> Un cop acabada, rentem la membrana 2 o 3 vegades amb aigua bidestil lada
atemperatura ambient per reduir possibles contaminants.
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c) Tinci6 delamembrana:

> Es visuditzen les proteines transferides amb Coomassie Blue R-250 (0,1 %
en 50 % metanal), durant 5 min.

> Es detenyeix amb 2-3 banys de 5 min cadascun, en una solucié de 50 %
metanol i 10 % d acétic.

> Esnetgalamembranaamb 2- 3 rentades en aigua destil -lada.

> Sexugaal’arei esguardaa-20°C.

Seguienciacio N-termind i identificacio de la proteina:

Ha edtat reditzada pd Servel de Seqlienciacio de Proteines de I'Indtitut de Biologia
Fonamentad de la U.A.B., mitjancant € métode de degradacié automatica d'Edman en
un sequenciador Beckman LF3000 equipa amb un anditzador de PTH-aminoacids
(System Gold, Beckman).

La seqiencia N-termind obtinguda ha estat comparada amb seqiiencies ja descrites
I incloses en les bases de dades mitjancant I’ enainformaticade I’ EMBL, BLAST2.

3.7.7. Assaigdel’activitat GAPDH

Reactius.
Reactiu Component Concentracio (mM)
trietanolamina 40
Tampé d assaig pH 8,6 * NaHPO, 50
EDTA 5
Substrat 2 DL-GAP 20
Coenzim ® NAD* 20

(1) El tamp6 shade preparar en fresc, tot i que es pot conservar a4°C per unsdies.

(2) i (3) Aquests reactius es poden preparar en solucions concentrades conservades a -20°C en
el congelador, i s'addicionen al tampd de reacci6 en els volums corresponents just abans de
fer I’ assaig.

Espectrofotometre: Hitachi U-2000

Condicions de reaccio:

> Sedabilitzad tampd d assaig a 30°C en un bany daigua.

> Les modres on hem de determinar I'activitat enzimatica shan de mantenir
en gd, a 4°C, fins d moment de I'assaig. Les dilucions de mostra es poden
fer amb & mateix tampd, sense s components (2) i (3).
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> En la mateixa microcubeta d espectrofotometre es pot fer la mecla de
reeccio, afegint ds microvolums (m), excepte la mostra, immediatament
abans de fer lalectura d’ absorbancia, com sindicaen lataula3.7.

Taula3.7. Mescladereaccio enl’assaig d activitat GAPDH.
Blanc Mostra
Tampd 800 750
DL-GAP 100 100
NAD" 100 100
Mostra 50
Volumfind 1ml 1ml

> Es colloca la cubeta en I'espectrofotometre i es llegeix I'absorbancia inicid
(temps zero), sense modira, i tot seguit, S hi addicionen s 50 mi.

> Es monitoritza I'increment d absorbancia corresponent a la formacié de
NADH a 340 nm, durant 4 minutsi aintervals de 30 segons.

> Els diferents pendents obtinguts ens permetran cdcular uns vaors d activitat
enzimética expressats com a pmols NADH-mint-mg* prot.

3.7.8. Immunodeteccié amb anticos de GAPDH

Taula 3.8. Reactius per alaimmunodeteccio de la proteina GAPDH.

Reactiu Composicio Car acter istiques
Tamn6 d 25mM TrispH 8,3 or ¢ c ot
ampo de — eparar en fresc. Conservar una setmana a
trandferencia 192 M glicina 4°C, com amolt.
20 % (v/v) metanol
Tampdb de 0,1% Tween 20 en , L
bloqueig TBST TBS A partir del tampo concentrat TBS 10X
BSA 1%
Ac li Contra GAPDH Origen: ovella. Policlonal *
Ac 2i Anti-Ovdlalcabra lgG Monoclonal. Conjugat a peroxidasa
. . Substrat DAB (3,3 -Diaminobenzidine
Reactiu Past|IIaT§| GMA tetrahydrochloride) degradat per
revelador FAST  DAB . o .
peroxidasa Diluim una pedtillaen 15 ml.

(2) Anticos policlonal contra GAPDH. Biogenesis Ltd. (codi: ab3792-1000).
(2) Monoclonal anti-goat/sheep 1gG peroxidase conjugate clone GT-34. Dilucié 1:10.000 en
immunoblotting. Sigma (ref.: A9452).
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Procediment:

a) Eledrofores en & ssema Mini-Protean® 1l Cdl System (Bio-Rad
Laboratories):

Seguim €s passos ja descrits en d subapartat 3.7.5. Com a novetat, en un dels

dos pouets dels extrems, hi carreguem un marcador de pesos moleculars pretenyit
(Kaleidoscope Prestained Sandards, Bio-Rad) on cadascuna de les bandes té un
color diferent i que ens permetra vadorar la quditat de la transferencia posterior i
dhora dtuar l'dcada dds diferents pesos moleculars sobre la membrana ja
transferida.

b) Electrotransferéncia amb_sisema de transferencia en tanc (Ausubd et al.,
1997):

Descrit per usar-lo en Mini Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell System
(Bio-Rad Laboratories).

Trebalem amb guants per evitar contaminacié amb proteines.

1. Un cop acabada I’ dectrofores, se separa @ gel apilador i es fa un petit tall
en d cantd inferior esquerre. El gel Sequilibra en tampb de trandferéncia, a
temperatura ambient, durant 30 min.

Estdlen 2 peces de paper de filtre Whatman 3MM, de lamidadd gdl.

3. Es tdla una lamina de membrana de nitrocdlulosa de 0,45 nm (Schleicher
& Schudl) que superi en 12 mm cada codet del gd. Es tdla també & canto
inferior esquerre.

4. Simpregna la membrana en aigua Tot seguit, Sequilibra en tampd de
transferencia durant 10-15 min.

5. Es col-loca la banda del catode (-) de I’estoig, de color negre, sobre una

safata plena de tamp0 de transferencia.

A sobre, s'hi posa una pega d’ Scotch-Brite™ o smilar.

Se dtua una lamina de paper de filtre, impregnada de tampd de

trandferéncia, sobre € gd. Sdimina quasevol bombolla d'are amb una

varetade vidre.

Escapgirad conjunt de gdl i paper i es col-loca sobre I’ Scotch-Brite™.

S humitga la superficie dd ge | es cobreix amb la membrana de forma que

coincideixin els cantons retdlats. Un cop I'hem dipodstada sobre € gd, és

millor no separar-la, ja que algunes proteines poden comencar a transferir-se
anicament per capil laritat. Abans de continuar, és bo treure les bombolles.

10. Es cobreix lamembrana amb una dtralamina de paper defiltre.

11. Escol-locaunadtra pegad Scotch-Brite™ a sobrei estancal’ estoig.

12. Somple d tanc de transferencia amb d tampd i shi disposa I'estoig amb la
membrana de cara a I’anode dd tanc (+), de color vermel. Shi acoblen uns
petits recipients adaptats amb agua congelada, per assegurar que la
temperatura no sobrepass es 20°C durant la transferencia.

13. Es connectaalafont de potencid i estrandfereix entre 30 min-1 ha 100 V.

N

NS

© ®
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14. Acabada la transferéncia, s asseca la membrana a I'aire i es consarva a 4°C
ben protegida, finsa moment de laimmunodetecci6.

€) Immunodeteccio:

1. Blogueg: sincuba 30 min-1 h en tampd de bloquelg, amb agitacié suau i a
temperatura ambient. Una dtra opcié és deixar la membrana en @ tampo de
bloqueig totala nit, per assegurar que no hi haura marcatge inespecific.

2. Incubacié amb Ac li: 1 h a temperatura ambient, en d mateix tampd de
bloqueig amb BSA 1%, on shi dilueix I'anticos. El rang de dilucions, entre
1:100i 1:1000, S gusta empiricament.

3. Esrentalamembrana 10-15 min, 4 vegades, amb tampo de blogqueig.

4. Incubacio amb Ac 2i: 30-60 min en agitacidé i a temperatura ambient, en

tampd de bloqueig amb BSA 1% i amb I’ anticds en dilucié 1:10000.

Rentat: comen d pas 3.

Revdage es diluex una padilla de SGMA FAST" DAB en 15 ml i

sincuba fins que apareguin les bandes marcades. Satura la reaccié amb

rentats successius en aigua destil-lada.

7. Sexugalamembranaal’are.

o u

3.7.9. RT-PCR quantitativa

3.7.9.1. Transcripcioreversa (RT)

Fonaments de la tecnica

En concret, sha utilitzat la PCR semiquantitativa (0 relativd) no competitiva, ja
que es refereix d nivell d'expressd d'un gen determinat respecte a un dtre gen que
es pren com a referéncia, anomenat “conditutiv” o “endogen”, cadascun d'dls
estudiats en tubs de reacci diferents.

Breument, la tecnica conssteix en la transcripcid d'un fragment de segliencia
dRNA a DNA (cDNA) per mitja d'una retrotranscriptasa. D’ aguesta seqiiencia
“llargd’ de cDNA s n'amplifica una regio especifica ddimitada per les sequencies
diana d'uns encebadors, de forma exponencid mitjancant PCR. A mesura que se
dgntetitza DNA, <21 quanttifica dmultaniament gracies a I'increment de senyd
fluorescent emés per les molécules de SYBR® Green | (Molecular Probes, Eugene,
USA) que sintercden especificament d DNA de doble cadena (Morrison et al.,
1998).
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Encebadors:
Dissenyats segons ds criteris especificats en € subapartat 4.2.4 de Resultats i

discussio.

Reactius veuretaula 3.9.

Taula3.9. Composicié de lamesclade reaccio per al’ RT.

Component Volum reaccio (m) Concentracio final
H,O bidedtil ladaesteril RF | 7,7 —mi RNA

TagMan RT Buffer 10X 2 1X
MgCl, 25 mM 44 55mM
MescladNTPs 4,0 500 nMI/dNTP
Hexamers inespecifics 1,0 2,5UM
Inhibidor dRNAasa 04 0,4 U/m
Transcriptasa MultiScribe™

ReversepESO U/m) 0.5 1,25 Ufm

Tota (menys mostra) 12,3

Procediment:

1. Es prepara d volum tota (calculat a partir del nombre de mosires) de mescla

NS WN

dereactius dRT combinant tots €ls components no enzimatics.

Es vortga breument.

S afegeixen dsenzims. Transcriptasai inhibidor dRNAasa

Es mescla per inversi6é dd tub.

Es reparteix identic volum de mescla de reacci en cadascun dels tubs dRT.
S afegeix d volum de mostraen d tub corresponent.

Pols de centrifuga dels tubs.

Estrandfereixen estubs d termociclador i esfal'RT.

Condicions de termociclacio;

1

Incubacié 25°C, 10 min

2. Transcripcid reversa 48°C, 30 min

3.

Inactivacio de latranscriptasainversa 95°C, 5 min.

Les mostres de cDNA resultats es poden conservar entre -15°C i -25°C.

3.7.9.2.

PCR quantitativa del cDNA

Apardl: Gene Amp 5700 Sequence Detection System’®, Applied Biosystems.
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Reactiusi modra

Component Caracteristiques

SyberGreen 2X 1:1 SyberGreen i aigua bidestil-lada RF

Encebador F Concentracié find en cada tub de mostra de 0,3
Encebador R nM (veure procediment)

MostracDNA Es completa amb volums i concentracions adequats
PCR del cDNA:
0. Passos previs.

- Cd veificar la concentracié del's encebadors un cop ressuspesos.

- Cd que la quatitat de cDNA inicd Sgui la maexa tat per a les

amplificacions ded cDNA problema com per ales de referencia.

- Volum fina de mescla de reaccié en cadatub de PCR = 25 ni.
1. Es prepara la mescla de 1xSyberGreen, suficient per anditzar es 2 gens
per triplicat (x3) mésles reaccions sense cONA (NTC = No Template Control).
2. Es divideix en 2 tubs i Safegeix a cadascun la quantitat necessaria de
cDNA i dd parell dencebadors que correspongui. Un cop en la mescla de
reaccio, la concentracio final de cadascun d'éls ha de ser 0,3 nM, i haurem fet
lesressuspensonsde td formaque afegirem 1l mdeFilmdeR
3. Encadatub de PCR s hi posen 25 m de mescla de reaccio.

Disseny de la placa de mostres:

Es defineix cada pou de laplacacom a
> UNKN (Unknown) = mostraamb cDNA a determinar.
> NTC (No Template Control): conté aigua enlloc de cDNA.
> STD &andard): conté una quantitat coneguda de copies de cDNA 0 ng

d'RNA total.
> NAC (No Amplification Control): no conté cDNA perd si DNA gendmic
(mogtrasense RT).
Condicions de termociclacio:

50°C, 2 min/ 95°C, 10 min/ 40 cicles; 95°C, 15 s, 60°C, 1 min.
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3.8. Metodologia aplicada en I’estudi de |’ efecte de compostos de la
paret cel-lular de S. cerevisiae sobre O. oeni

3.8.1. Determinacio del’ activitat lactat deshidrogenasa

Reectius:
. Concentracio
Reactiu Component (MM) Volum ()
Tampo fosfat pH 7 NaH,PO4- NapHPO4 300 600
Subdtrat piruvat 10 mM 100
Coenzim NADH 1mM 200
Condicions de reaccio:

> Seddilitzad tampd d g a25°C (temperatura ambient).

> Les mostres provenen de cutius d'O. oeni no congdas i Shan de mantenir
en gd, a 4°C, fins d moment de I'assaig. Les dilucions de mostra es poden
fer anb d tampo fosfat.

> En la mateixa microcubeta d espectrofotometre es pot fer la mescla de
reeccio, afegint es microvolums (M) indicats en la taula superior, més 100
M de modra (degudament diluida) excepte € piruva, immediatament abans
de fer lalectura d’ absorbancia

> Quan la senyad de I espectrofotometre s estabilitza, s afegeixen els 100 mi de
piruva.

> Es monitoritza la disminucié d absorbancia corresponent a la desaparicié de
NADH a 340 nm, durant 4 minutsi aintervals de 30 segons.

> El pendent mesurat indica I'activitat LDH i Sexpressa en nmols de substrat
per minut a 25°C (= 1 U). Activitat epecifica mU/mg de proteina.

3.8.2. Determinacio del’ activitat proteasa exocel -lular

a) Incubaci6 en substrat

Prindipi: Substrat proteic p aminoacids + proteina residud
Reectius.
Reactiu Component Concentracio
Tampo d’assaig pH 5 Citrat de sodi 50 mM
Substrat Mannoproteines de llevats 12 ¢/ 100 ml

(1) Subministrat per M. Guilloux-Benatier (nstitut Universitaire de la Vigne et du Vin, Univ.
de Borgonya, Dijon, Franca).
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Mostra: sobrenedant a partir de cultiu cd-lular en diferents fases de creixement
per centrifugacio 10 min, 8000 x g, 4°C. Es manté una setmana a 4°C (maxim).

Reacci6:
Component Volum ()
Mostra 200
Tampd d' assaig 700

Substrat 100
> El substrat s addicionaatempsO.
> Control: lareacci6 s aturaatemps O, després d’ haver afegit € subgtrat.
> Mostres: temps d’ incubacié de 60 min a 30°C.
> Aturada de la reacciO: per precipitacio de les proteines amb 0,6 ml de TCA

24 % a 4°C, com a minim, 1 h. Passat aquest temps, es centrifuga (13000 X
g, 10 min) i es guarden es sobrenedants resultants a 4°C, fins d moment de
la determinacio dels grups amino primaris dliberas.

b) Determinacié dds grups amino primais dliberats (métode segons Cayot i
Tainturier, 1997):

Principi:

El grup amino primari reacciona anb TNBSA (acid 2,4,6-trinitrobenzeno-1-
aulfonic) per obtenir @ derivat trinitrofenilic corresponert, d qua absorbeix la
[lum aunalongitud d’ ona de 420 nm.

. R
H—tat; ? o

i o
=N MOz : o'—H NOy
-
HO,

MO,

L. Aned MMesenbeimer (420 nm) =

]
W*Hy=—R N HH=R
o= MO a Or=—H M,

MOy B'H
rutroferilasmi Products final
Trinstrotenibumina
A0 um

Figura3.4. Mecanisme de reaccié de la trinitrofenilacio emprat per a la determinacio
dels grups amino lliures.
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Reectius.
Reactius Components Concentracions
Tampd d’assaig pH 10 NaB40- 0,1 M. Tamponat amb NaOH
Substrat TNBSA ! 100X (1M). Es conservaa 18°C

(1) Coeficient d extincié molar del derivat trinitrofenilic a418 nm = 12500 |-mol™*-cm™

Determinacio (veure taula 3.10):
> Modra sobrenedant de cultiu cd-lular, amb una concentracié en grups
amino properaa 10* M, per laqua cosa diluim 1/20.

> Es reditza una corba de cdibratige emprant isoleucina (pm=131,2 g/mol):
solucié mare amb 262 mg/l equivaent a20-10* M.
Punts de lacorba: 0, 0,25, 0,5, 1, 2, 5, 8, 10i 20-10°* M.

Taula 3.10. Meclade reacci6 per aladeterminacio de grups amino lliures,

Components (ml) Blanc Control Mostra
Medi control 0 0,1 0
Mostra 0 0 0,1
Tampo borat 0,5 04 04
TNBSA 20 mM 0,5 0,5 0,5

> Sincubaatemperatura ambient durant 15 min.

> Es llegeix I'absorbancia a 420 nm. La diferencia de DO respecte d blanc
és proporciona ala concentracio de grups amino primaris.
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3.8.3. Extraccidé d’RNA total bacteria

Reactius.
Taula 3.11. Reactius emprats en | extraccio d RNA total d O. oeni.
Reactiu Component Concentracid Observacions
) NaCl 150 mM pH 8,0
Tampo |
NaEDTA 10 mM
Glucosa 50 mM pH 8,0
Tampo 11 NaEDTA 10 mM
Tris-HCI 24 mM
Lisozim 50 mg/ml Conservar a-20°C
Tri-Reagent Reactiu per aextraccio d RNA Molt toxic per inhaacio
Clorof Usem 0,2 ml per 1 ml de Tri- Sense dcohal isoamilic
orororm Reagent ni dtres additius
| sopropanol 0,5 ml per 1 ml de Tri-Reagent
Etanol Etandl i agua 75 %
Aigualliured RNAases H.O 1
(H:0 RF) bidestil-lada Tractadaamb DPCB

(1) L'aigua lliure d RNAases (RF = RNase-free) s'obté incubant aigua bidestil-lada al 10 % (v/v) de
DPCB (dimetilpirocarbonat) durant tota una nit, després d’ haver-la agitada vigorosament, a 37°C.
Per Ultim, s'autoclaval’ aigua per eliminar el DPCB que jahaura degradat les RNA ases.

Procediment:

1.

Es recullen 20 ml de cultiu cd{ular d'O. oeni en fase exponencid (DOgoo nm
=0,7-0,8).

2. Escentrifuguen les cd Jules a 6000-8000 x g, 10 min, a4°C.

3. Esrenta d precipitat amb Tris-HCl 10 mM, pH 8 (podem aturar € procés en
aguest punt i guardar les cd-lules, sense liquid, a-80°C).

4. Es ressugpen d precipitat en un tub Eppendorf amb 04 ml de tampd | i
sincubaen gel 5-10 min.

5. Sdfegeixen 04 ml de tampd 11 i 0,2 ml de lisozim 50 mg/ml, de forma que
la concentracio find sigui de 10 mg/ml.

6. Sincuba 10 min atemperaturaambient.

7. Escentrifuguen les cdllules amb suavitat (7000 x g, 5 min).

8. Es ressusgpén @ precipitat directament en 1 ml de Tri-Reagent i es mescla
pipetgant fins que la lis dgui completa (Sha dobservar una solucié ben
homogeniai gairebé transparent).

9. Un cop ha quedat la mescla ben homogénia, es centrifuga a 12000 x g, 10

min, a 4°C, per diminar d maerid insoluble (membranes, polisacarids i
DNA). El sobrenedant conté els RNA i les proteines.
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10. Estrandfereix aun tub Eppendorf i esdeixa5 min atemperaturaambient.

11. Saddicionen 0,2 ml de cloroform, shomogeneitza vigorosament durant 15
segonsi S esperade 2 a15 min atemperatura ambient.

12. Es centrifuga a 12000 x g, 15 min a 4°C, per recuperar la fase superior (fase
aquosai acolorida) i trandferir-la, amb molta cura, aun nou tub Eppendorf .

13. S afegeixen 0,5 ml d'isopropanal i S espera 5-10 min atemperatura ambient.

14. Es centrifuga a 12000 x g, 10 min, 4°C, per obtenir s RNA en forma de
petit precipitat de tonalitat clara

15. Selimina € sobrenedant, es renta @ precipitat amb 1 ml d'etanol 75 %,
S agitaamb vortex i es recentrifuga a les mateixes condicions anteriors.

16. S'asseca I'RNA durant 510 min, d buit (3 és possible) i a certa temperatura
(al valtant de 37°C).

17. Esressuspen I'RNA en 30 ml d'H20 RF i es conservaa-80°C.

3.8.4. Quantificaci6 del’RNA

L"hem redlitzada en dues fases.
a) dectrofores orientativa en gel de baixa concentracié d’ agarosa (0,8 %, TAE):

> A 120V, durant 15 min.
> Mostresd RNA obtingudes com sindicaal’ apartat anterior, 3.8.3.
> Aportaorientacié de ladilucio de mostra abans de llegir les absorbancies.

b) lectura de les absorbanciesa 260 i 280 nm:

> Normament, les modres es diluexen 1/250: 2 ml mostra + 498 H,O RF
(quan laprimerafase ensindica que hi hapoc RNA, diluim 1/200).

> Es determina I’absorbancia a 260 i 280 nm amb cubetes de quars, a més
d obtenir un escombratge d' absorbancies de 220 a 300 nm que ens pot donar
informaci6 addiciond sobre |’ estat de la mostra

> Es cdcula @ quocient Avgol/Azgo, indicador de la bondat de I’ extraccié i dels
nivells de proteina contaminant a la mostra, que Sha de dtuar entre 1,8 i
2,0.

> Lesconcentracions reals d RNA s obtenen a partir delarelacio:
1 U de DO =40 ng/ml d RNA.
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3.8.5. Electrofores desnaturalitzant d’RNA

Reactius:

Taula 3.12. Reactius emprats en |'dectrofores desnaturditzant d RNA i composicié de
la mescla de mostra per carregar en e gd.

Reactiu Component Concentraci6 mi Conc. final

Acetat de sodi 1M, pH7 20 0,1 M

. MOPS* 1M 40 02 M

Tampo 10X 5
EDTA 05M 4 10 mM
H,0 lliure RNAasss finsa200 ml
Agarosa’ 100 % 36 1,6 %
Gd d' agarosa* Tampo 10X 5 1X

Formadehid 37% 9 9,25 %

Mostraamb RNA 10-15mg RNA | 2-10ni

Formamida pura 0om

Tampo6 10X 2m

Mostra Formadehid 37 % 4ni
Bromur d'etidi 1 mg/ml 1m

Tampo de carrega Veure ap. 3.6.6 5n

(1), (2)i (3) Per abiologiamolecular i Iliures d RNAases.
(4) Podem treballar amb gels, cubetes i volums superiors: per exemple, 72 ml de gel: doblem
els volums del s diferents components.

Procediment:

a) Espreparad gd d agarosa, amb les proporcionsindicades alataula 3. 12.

> Sexdfa d microones I'agarosa en aigua bidedtillada RF fins que es
dissolgui completament.

> Es deixa refredar uns °C per damunt del punt de gdificacio i S afegeix €
tampd i d formadehid.

> Esdispensaenlacubetalliure d RNAasesi es deixa que gdifiqui (1 h).

b) Tractament de lamostra:

> Coneguda la concentracio d'RNA, es dilueix amb HO RF de forma que
prenent 2-10 m la concentracio estrobi entre 101 15 ng d RNA.
> Sdfegeixen dsreactiusindicats alataulaseguint € mateix ordre.
> Sincuba la mogtra a 65°C durant 10 min per evitar la formacio
d estructures secundariesen I'RNA.
c) Carega de ge i migracio:
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> Es dipodita la cubeta, amb d gd ja gdificat i omplerta amb tampd 1X,
parcidment dins dun bany de gd per evitar la desnaturditzacio de les
mosires per ates temperatures mentre avancal’ eectrofores.

> Esfacorrer d gd a60 V, 10 min per s hi ha restes d RNAasa en €s
pous.

> Esdipostales mostresi es connectal’ electrofores a60 V unes 3 hores.

3.8.6. Transferéenciadel’RNA i fixaci6 del gel desnaturalitzant

Un cop acabada I'dectrofores, es comprova que les mosres hagin migrat
correctament obsarvant @ gd d transl-luminador. Se'n fa una fotografia i es cdca ds
contorns, es pous i les bandes fluorescents en un paper transparent, per contrastar
aguestaimatge amb les seglients.

Procediment per alatransferencia per capil laritat:

1. Esdisposaun paper ddumini doblat i Ilis sobre una superficie planai dura.

2. Es colloquen 2 papers de filtre Whatman 3MM de la mateixa mida que €
gd i asobre, € gel amb la part superior mirant cap adalt.

3. En contacte amb € gd, shi colloca molt suaument i comencant per un dels
cantons, una membrana de nil6 (NYTRAN®) préviament humitgada amb
SSC 20X (veureén la composicio a 3.8.8). Cd evitar bombolles i cobrir les
voresamb € paper d dumini.

4. Damunt, shi colloquen 3 papers Whatman com els d'abans, i a sobre d’éls,
un bon feix de paper absorbent (paper de cuina, per exemple).

5. El muntatge es completa amb un pes superior a 1 kg sobre tot € conjunt i
ben repartit, de forma que quedi horitzontd, i es deixa aixi totalanit.

6. El dia seglient, es desfa € muntatge i es torna a cacar la posicié dels pous i
de les bandes amb la membrana sobre € transg|-luminador.

7. Es fixa I'RNA tranderit a la membrana incubant 2 h en un forn a 80°C. A
sota, s hi posa un paper defiltre.

8. Acabada la fixacio, es pot conservar la membrana a 4°C o a temperatura
ambient, recoberta amb un paper de plastic Saran® (Dow).

3.8.7. Obtenci6 de sondes mar cades r adioactivament

Utilitzem & métode de marcatge inespecific random priming.

Préviament, cd amplificar ds fragments dds gens que volem utilitzar com a
sondes, mitjangant PCR. L’amplificacio per a hspl8, mleA i htrA (programa: 92°C, 2
min / 30 cicles 92°C, 30 s, 48°C, 30 s, 72°C, 1 min / 72°C, 2min) es basa en s
encebadors indicats en la taula 3.13. Per a I'amplificacié d'htrA, cd veure | gpartat
3.8.9.
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Taula 3.13. Sequéncies dds encebadors seleccionats per a I'amplificacié dels gens
hspl18 (Lo18F i Lo18R), mleA (MIeAF i MIeAR) i trxA (TrxAF i TrxAR) en O. oeni.

Codi Seguencia pb Tm (°C)
L 018E 5 ATG GAT AGA AAT GAT GGA TT 3 20 54
Lol8R 5 CGT CAGATT TTGGTA GAGTC 3 20 58
MIeAFE 5 GGA AGA TTT TGGCCG TTCGAA TGC T3 25 74
MIeAR 5 ACC AAA ATG GTC GGG TGGACA GC 3 24 72
TrxAE 5 CCGGATTTGGTT GCT TCCTC3 20 62 !
TrxAR 5 AGG AGG AAT TAT ATG GCA AT 3 20 54

(1) Tysegons subministrador: Ty, (1M Na) 66°C, T, (50 mM Na) 45°C, % GC 45).

Reactius de random priming:
La mgor pat de reactius ens d subminidra I'assaig de Life Technologies Random
Primers DNA Labeling System (taula 3.14).

Taula 3.14. Components de I’ assaig de marcatge inespecific.

Component Caracteristiques

18 unitats DO2go/ml d hexonucledtids en
tampo (0,67 HEPES, 0,17 M Tris-HCl, 17 mM

Tampb mescla d’ encebadors

inespecifics MgCl,, 33 mM 2-mercaptoetanol, 1,33 mg/ml BSA)
Solucio dCTP 05mM dCTPen 1 mM Tris-HCI, pH 7,5
Solucio dGTP 05mM dGTPen 1 mM Tris-HCI, pH 7,5
Solucié dTTP 05mM dTTPen 1 mM Tris-HCI, pH 7,5

dela DNA-pO“mH% |) defosfat de potass pH 7,0, 100 mM KCl, 1 mM

DDT, 50 % (v/v) gliceral)

Altresreactius;

- dATP*: nucledtids 0 ATP marcats radicactivament amb P32 (a-32P)dATP
(Easytides).

- sonda prové de la segliéncia del gen o gns en concret que hem amplificat i
dels quas volem detectar-ne s nivells d’ expressid. En € nostre cas, sondes
d hspl8, mleA, htrA i trxA. N'afegirem 1 mi (corresponent a uns 10 ng de
DNA).
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Tots ds reactius es conserven a -20°C i es treuen del congelador en € moment
d utilitzar-los, quan s mantenim en un bany de gd.
Procediment:

> En un tub Eppendorf amb 16,5 m d'aigua, Saddicional m de sondai es
bull 5 min. Acabat aguest temps, esdeixaunsdtres5 minen gd.

S afegeix 7,5 m de tampd amb nucledtids.

S afegeix 1 m de cada nucledtid no marcat.

S addiciona 0,5 m de fragment Klenow i es centrifuga.

Saddiciona 0,5 m de dATP*

Es deixaincubar 2 h 30 min atemperatura ambient (20 — 30°C).

V V V V V

3.8.8. Northern blot

Taula 3.15. Reactius per al’ assaig d hibridacié Northern blot.

Solucions Components Volums o concentracio
NaCl 3M
SSC 20X pH 7,0 Nas-citrat-H,O 0,3M
H,O bidedtil ladz
Ficoll 400 1%
Solucié Denhart (50X) * PVP 1%
BSA 1%
Hzo 9ml
Tampod d' hibridacié SSC 20X 2ml
Denhart (50X) 12ml
Espermade sdmod VeuretaulaANNEX B

(2) En preparar-la, esfiltraamb filtre de 0,22 mi es conserva a -20°C en aliquotes d’ uns 20 ml.

Prehibridacio:
> Es colloca la membrana en un tub d hibridacio amb 10 ml de tampd, S es

tracta d’ una membrana petita, 0 en 20 ml S estracta d’ una membrana gran.
> Esposad forn d hibridacié a 68°C, durant 2-3 h.

Hibridacio:

> Sdiminad tampd de prehibridacio.

> Safegeixen 10 0 20 ml de tampd en funcié de la mida de lamembrana.

> Sexdfa I'eperma de sdmd 5 min a 100°C, es deixa 5 min a 4°C i tot
seguit se n"addiciona uns 250 m per 20 ml de tampo d’ hibridaci6.

> Es prenen 10 m de sonda marcada radioactivament, shi afegeixen uns 500
m de tampd, esfabullir 5 mini esdeixa unsdtres 5 min en un bany de gd.

> Sadegex & voum de sonda tractat anteriorment directament d  tub

d’ hibridaci, amb cura de no abocar-1o directament sobre la membrana.
» Sincubatotalanit a68°C.

87



Materialsi métodes

Rentats de la membrana:

S diminalasondai esfaun primer rentat amb SSC 5X/ SDS 0,1 %

Es redlitza un segon rentat de 10 min a 68°C amb SSC 5X/ SDS 0,1 %

Doble rentat de 10 min a68°C amb SSC 2X/ SDS 0,1 %

Doble rentat de 10 min a68°C amb SSC 1X/ SDS 0,1 %

Ultim rentat de 10 min a68°C amb SSC 0.5X/ SDS 0,1 %

Es disposa la membrana sobre un paper Whatman 3MM, es deixa assecar
durant 15 min i es recobreix amb paper Saran®, a punt per a
I autoradiografia

YV VYV VY VY

3.89. PCR per aladeteccié delsgensprtPi htrA

Reactiusi volums de reaccio (taula 3.16):
Taula 3.16. Reactius emprats en la PCR amb encebadors degenerats.

Reactius Volum
Tampo amb MgCh (25 mM) i Taqg 10m
polimerasa (5 U/ml)

dNTPs (2 mM) 10m
Encebador F (forward) (4 pmol/m) 5m
Encebador R (reverse) (4 pmol/m) 5m
Mostra DNA (10 ng) 2m

H2O bidedtil-lada esteril 68 m

Encebadors:
Es tracta d' encebadors degenerats en e cas del gen prtP, obtinguts per dineacié de
seqiencies daminoacids de les corresponents proteines atament conservades en
diferents epécies bacterianes (Remize et al., UMSINRA, Dijon, Franca):

Taula3.17. Sequencies consens (L. lactis subsp. cremoris) dels encebadors
degenerats seleccionats per aladeteccio del gen PrtP en O. oeni.

Codi Seqiiéncia ™ pb  Tn(°C)*
PriP-oenosE 5 AAR GGT GAA GGY AYV GTY RT 3 20 56-40
PriP-cenosF2 5 TCAATGGCY TCD CCA TTT RT3 20 56-48
PriP-onosR 5 CCR AAR AAG CCCATR TAT GG 3 20 5850

(1) Nomenclatura de les posicions nucleotidiques degenerades: R=AG, Y =CT,D=AGT iV =ACG.
(2) Ty, maximai T, minima: defineixen un interval de Ty, el valor de la qual dependra de quines bases
ocupen les posicions degenerades.
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Per a I'amplificacid d'un fragment del gen htrA i posterior obtencié d'una sonda
per areditzar Northern blot, s han emprat s encebadors indicats alataula 3.18.

Taula 3.18. Sequiencies dels encebadors saleccionats per a la deteccio del gen htrA en
O. oeni.

Codi Seqgliencia pb Tm (°C)
HtrA-oenos-F 5 GGG CTGTTGAGT GCCATC 3 18 58
HtrA-oenos-R 5 CGCTGG CCT CGGTAGAC?3 17 58

Programa d amplificacio:
Per al’amplificacio de prtP, veurel’ ANNEX D.
Per a |'amplificacio d’'htrA: 92°C, 2 min / 30 cicles. 92°C, 30 s, 52°C, 30 s; 72°C, 1
min/ 72°C, 2min.
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Resultats i discussio

4.1. Activitat ATPasade membranaen O. oeni i efectedeles

diferents condicions d’ estres.

Part dels resultats d’aquest apartat, han estat publicats recentment (Carreté et al., 2002): veure
I’ANNEX F.

Com ja sha dit en I'gpartat 1.2.3, quan O. oeni edta reditzant la FML, obté la
magjor part d energia a partir de la degradacié de I'acid L-mdic (Renault et al., 1988;
Firme et al., 1994), i ho fa de forma indirecta, gracies a la intervencié clau de les H-
ATPases de membrang, que canditzen la forca protomotriu (pmf) —generada per
I'augment de pH;, I'entrada d’acid L-mdic i la sortida d'acid L-lactic— per obtenir gran
pat de I'ATP necessari per d crexement cddular i d manteniment de |'activitat
metabolica (Cox i Henick-Kling, 1989; Poolman, 1993). Altrament, en tractar-se
d FoF1-ATPases, poden exercir @ seu mecanisme molecular de forma reversble i
permetre I'eflux de H per mantenir & pH;, sense d qua la viabilitat odlular es veuria
greument compromesa (Garbay i Lonvaud-Funel, 1994; Lengedler et al., 1999).

En base a agquestes dues funcions cd-lulars, i pd fet d'estar dtuada en la membrana
plasmética —que sol ser € primer receptor de la cd-lula enfront de les dteracions del
medi— es congdera que I'activitat ATPasa de membrana és un bon indicador de |’ estat
metabolic cdlular i, per conseglient, de I’ activitat maolactica

Gabay i Lonvaud-Fund (1994) van caracteritzar I'activitat enzimética de I'H*-
ATPasa d'O. oeni, amb un pH optim de 5,6 (milar d que Bender et al. [1986] van
descriure com a pH optim per a I’activitat H-ATPasa de Lb. casei: 5,0) i una Ky, per d
substrat ATP d'1,1 mM, i dependent de Mg". Inhibida per DCCD i no per molibdat,
descartaven aixi la posshilitat que es tractés d'una fodfatasa, alhora que demostraven
que pertanyia a la familia d'FoF1-ATPases, td com succegix en dtres bacteris lactics,
estreptococs (Bender et al., 1986) i diversos lactobacils i lactococs implicats en la
indigria de la Il (Konings et al., 1997). També van desriure que |'activitat
enzimdtica H'-ATPasa depenia de la fase de creixement, dd medi de cultiu i de les
condicions extracd{ulars, de forma smilar d que havien descrit Eraso i Gancedo
(1987) per a S cerevisiae, S bé en € cas des llevats les ATPases de membrana
pertanyen auna dtrafamilia (Serrano, 1991).

Malgrat la deteccio, darrerament, d'una dtra ATPasa de membrana, de tipus P, en
O. oeni (Guzzo et al., 2000), es pot considerar que H-ATPasa continua sent, en gran
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mesura, la responsable principa de les funcions abans esmentades, ja que l'dtra es
troba en proporcions molt baixes.

En d nosre estudi shan anditzat es efectes de diferents components del vi —que
poden actuar com a factors d'estres bacteria a llarg de la FML— sobre I'activitat
ATPasade membranaen O. oeni, després de caracteritzar-ne les congtants cinétiques.

4.1.1. Caracteritzacio del’activitat H-ATPasa en O. oeni

La caracteritzacio d'aguns parametres enzimatics de I'H'™-ATPasa d’'O. oeni es va
reditzar sobre la soca tipus CECT 4100. Préviament, es comprova la repetibilitat de
I'assaig d'activitat especifica H-ATPasa sobre fraccions de membrana de cd-lules de
la mateixa soca, recollides d find de la fase de creixement i no sotmeses a cgp condicio
destres (cdlules control). Els vadors obtinguts, expressats com a nmols de P,
dliberasmintmg? de proteina, es trobaven entre 0,12 i 0,16. La repetibilitat
intraassalg  presentava desviacions molt baixes, de I'ordre de millesmes, com ho

modralataula4.1.

Taula4.l. Tres cultius diferents de la soca CECT 4100 i en d maex medi
(triplicats), amb € vaor de desviaci6 estandard (SD) en I’ activitat especifica

Mostres 1 2 3 A.E. mitjana 5D
mmolsP, mintmgtprot 0,128 0,130 0,127 0,128 0,002

A patir dels resultats obtinguts per Garbay i Lonvaud-Fune (1994), que van
caacteritzar d maeix enzim en una dtra soca d'O. oeni, dllada de vins egpanyols
(LODQ04), es va creure oportu trebalar amb es mateixos pH optim de reaccio (5,6) i
temperatura de reaccié (37°C). Es va observar que I'enzim presenta una cinética de
Michedis-Menten gparent de primer ordre (figura 4.1), anb una concentracié saturant
de substrat de 10 mM, mentre que & vaor de K, obtingut és d'1,2 mM £ 0,1, molt
amilar a descrit per Garbay 1 Lonvaud-Fund (1994) d'1,1 mM, o per Kobayashi et al.
(1984) per a S faecalis (1,7 mM). En ’'ANNEX C es poden veure les corbes que
indiquen lalineditat de I’ assaig anivel detempsi de concentracio.
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y =9.746x + 7.994 r=0.993
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Figura 41. Recta de Lineweaver-Burk per a I'activitat enzimdtica de I'H*-ATPasa
d' O. oeni. AE = Activitat especifica (nmols P min't-mg*prot).

Per td de verificar que les nostres mesures corresponien a I'activitat de I'H*-

ATPasa de membrana, es va comprovar |'efecte inhibidor d'una concentracio de 200

nMV de DCCD (Bender et al., 1986) sobre una fraccid cd-lular de membrana plasmética

extreta d’ un cultiu en fase exponencid tardana de creixement.
Els resultats obtinguts mostren una inhibici6 dd 80 % sobre fraccions de

membrana de cd -lules control, com es pot veure en lataula 4.2.

Taula4.2. Inhibici6 de!’activitat H*- ATPasa per part de DCCD.

A.E. (mmols P -min*mg*prot)

Cdlules control, fase exponencid fina 0,14+0,02
Cdllules control amb 200 MM DCCD 0,028+0,008

Estad descrit, també, que totes les FoF1-ATPases bacterianes son dependents de
Mg (Lengdler et al., 1999). Els resultats obtinguts aixi ho demostren (veure taula
4.3), presentant un 85 % dinhibicié quan no hi ha prestncia de Mg d tampd de
substrat. Aixi doncs, tots ds assaigs es reditzaren amb Mg com a cosubstrat, en
proporcié 1:1 amb I’ATP, seguint € que es troba descrit a la bibliografia (Kobayashi et
al., 1984; Bdli i Marquis, 1991; Garbay i Lonvaud-Fune, 1994, entre d dtres).
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Taula4.3. ng deP dliberatsamb i sense presénciade Mg i % d'inhibicio.

A.E. (mmols P, -min*-mg* prot)

Mg* (1:1amb ATP) 8,14+0,5
Absénciade Mg 1,25+0,2
% d'inhibidi6 85 %

4.1.2. Activitat ATPasaal llarg del creixement cel-lular

Es va portar a terme @ seguiment de |'activitat ATPasa de membrana d llarg de
creixement cd-ular, en medi ric MRSFM, sobre les 3 soques d'estudi representatives:
la soca de colleccio CECT 4100, la soca CR1 i la soca comercid Vitilactic. La
finditat, a part de comprovar com afectava la fase de creixement ds nivells d activitat
enzimatica, era edablir en quin moment dd creixement cdlular aguesta era més
elevada per poder estudiar-hi les modificacions produides pels diferents components
d estres assgjats.

Els resultats obtinguts manifetaven que en O. oeni I'activitat ATPasa depén de
I'etapa de creixement, ja que augmentava fins arribar ds vaors maxims cap a find de
la fase exponencid i davdlava progressvament durant la fase estacionaria (veure figura
4.2). Aquests maxims sOn smilars per a les tres soques: 0,28 mmols B -mint ‘mg* prot
per a CECT 4100, 0,25 mmols R -min* ‘mg* prot per aCR1i 0,26 nmols B mint .mg*
prot per a Vitilactic. Garbay i Lonvaud-Fund (1994) van descriure unes tendencies
smilars per a la seva soca d'O. oeni, dhora que indicaven diferencies sgnificaives en
es vaors absoluts degudes d medi de cultiu empra, i judificaven |'augment de
I'activitat d llarg dd creixement cd{ular com una resposta a I'acidificacio progressiva
dd medi, en consonancia amb les conclusons que Eraso i Gancedo (1987) havien
extret per a S cerevisiae en sStuacions smilars de crexement. Tot | aixi, sembla més
plausble que I'increment d'activitat vagi associat a la necesstat d'obtencid d' energia
per a |'activacio de la biosintes cd-lular, ja qie en € medi utilitzat per a I'obtencié de
la biomassa cd-lula, MRSFM (pH 5,0), es produia una lleu desacidificacio en ser
transformat I’L-mdic aL-lactic.
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Figura 4.2. Creixement (expressat en UFC/ml amb  ~—®~ ) i activitat especifica ATPasa
(expressada com a mmols Rmintmg?! prot mitjancant barres) de les soques d'O. oeni
CECT 4100 @), CR1 ) i Vitilactic (c), en les diferents fases de crexement en medi
MRSFM.
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En base a aguedts resultats, es va decidir recollir les mostres de cultiu cd-lular a
find de la fase exponencid de creixement, on gpareixia la maxima activitat ATPasa,
perqué les incidéncies de les diferents condicions d'estrés sobre les H-ATPases de
membrana hi serien més dgnificatives i ahora la resposta molecular d aguestes,
manifestada a través de la mesura de I'activitat enzimética, podria ser més faciiment
detectable.

4.1.3. Efectedelesdiferentscondicionsd’estressobrel’activitat AT Pasa

Ja han estat comentats (gpartat 1.2.3), quins son es principas efectes de diferents
components ddl vi sobre d creixement | d metabolisme dO. oeni. Per d seglent
estudi, n"hem sdeccionat aguns d'ells en base a la importancia d aquests efectes | a les
implicacions que poden comportar en diferents moments de la vinificacio. Les
concentracions  escollides corresponen a nivells la incidencia des quas sobre d
creixement ja ha edta clarament descrita en trebdls reditzats anteriorment: I'etanol a
12 %, concentracio habitua en ds nodres vins, inhibeix claament d creixement d'O.
oeni (Bedman et al., 1977; Capucho i San Roméo, 1994); d'igud forma, 10 mg/l de
coure Hn suficients no tan sols per inhibir-ne @ creixement, Sné també per endarrerir
I"acabament de la FML, com van descriure Vida et al. (2001). Pel que respecta as
acids grassos, tot i que Capucho i San Roméo (1994) van detectar que C10 i C12, per
sota de 125 mg/l i 25 mg/l, respectivament, activaven & creixement d' O. oeni, quan es
presentaven en concentracions superiors (20 mg/l de C10 i 5 mg/l de C12) inhibien
claament la FML (Vidd et al., 2001). De SO, Sassgaren nivells moderats,
corresponents a un 2,5 %, i nivdls dts, dun 5 %, de la forma lliure (SO..H20) i més
activa en solucié (Romano i Suzzi, 1993), consderant que I’ efecte del SO, és dtament
dependent del pH. Precisament, € pH ha estat un dtre dels factors estudiats en la soca
tipus CECT 4100, tenint en compte que, tot i la capacitat d'O. oeni de desenvolupar-se
a pHs forca baixos (3,0-3,5), aguests no son s optims per d creixement (Van Vuuren i
Dicks, 1993). A més, |'éfecte snérgic dd pH sobre la resta de factors d'edtrés ja
esmentats no és gens menyspresble (Lafon-Lafourcade i Peynaud, 1974; Capucho et
al., 1994; Vidd et al., 2001), i per aix0 també ha estat motiu de la nostra atencid. Per
ultim, com a control d’accié clara d estrés sobre I’ activitat enzimética de I'H*-ATPasa
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de membrana, sha sdeccionat € xoc termic a 42°C, temperatura a la qual comencen a
manifestar- se fendmens de desnaturditzacio proteica (Lengeler et al., 1999).

Efecte dd xoc térmic, de I'etanol i de la disminucié dd pH en O .oceni CECT
4100:

Com es pot veure en la figura 4.3, ds resultats obtinguts mostren una eevada
inhibicié de I'activitat H*-ATPasa durant & xoc térmic —atrament esperada— causada
probablement per un conjunt de factors, com ara € desencaixament de les unitats F |
F1, unides per forces moleculars labils (Amzel i Pedersen, 1983); la desnaturditzacio
parcid dagunes subunitats que conformen Fo i F1 (Boyer, 1997) i la modificacié de
I'edtructura i fluidesa de la membrana, ja que R —involucrada en la trandocacio de H—
shi troba incorporada (Amzel i Pedersen, 1983; Fillingame, 1997). En relacio a aguest
Ultim aspecte, sha suggerit que per a dguns organismes termofils, quan es troben a
temperatures molt devades (superiors als 80°C), €s circuits i gradients de H no poden
mantenir-se molt de temps per culpa de I'excessva permeabilitzacié de la membrana
(Lengdler et al., 1999).

Pd que respecta a |'etanol, sobsava una molt lleu disminucé de I'activitat
especifica en concentracions de 12 %. Garbay i Lonvaud-Fund (1994) també van
detectar una certa disminucié de l'activitaa en cdlules d'O. oeni incubades en
concentracions similars d' etanol, mentre que en condicions in vitro (una suspensio de
la fracci6 de membrana en tampO | presencia d'eanol) no hi havia disminucio.
Possblement, I'etanol podria actuar a través de la membrana plasmatica, modificant-ne
la fluidesa, ta i com Dombek i Ingram (1984) van descriure per a E. coli , i afectant
flux de protons transmembrana. Ara bé no es pot consderar que aguesta disminucio
d activitat 9gui molt significativa (no supera € 10 %), i és de suposar que O. oeni
presenta major capacitat d' adaptar-se a les condicions dd vi i regular d maxim I’entorn
lipidic de I’ ATPasa de membrana

Per la seva banda, la disminucié d'activitat H'-ATPasa causada pe pH acid (3,0)
és més consderable, dd 30 %, i I'augment d'una unitat de pH (de 3,0 a 4,0) es
reflecteix en un increment proporciona de I'activitat. A partir dds resultats mostrats en
la figura 4.3, es pot consderar que, en ser d pH del medi de cultiu control de 5,0, la
davalada d'activitat enzimética H'-ATPasa és proporciond a la davalada de pH.
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Segons Kobayashi et al. (1986), a partir dels seus estudis sobre Streptococcus mutans,
I'activitat ATPasa en bacteris sempre augmenta en resposta a la demanda de transport
de H', i segons s mateixos autors i Nannen i Hutkins (1990) (en L. lactis), aquest
increment, lluny de correspondre a una resposta conditutiva, podria ser consequiencia
de I'amplificacié en la sintes d'H'-ATPasa grécies a la regulacié de I'expresso génica
per pat de pH. Bdli i Marquis (1991), trebdlant sobre soques d'S. mutans i
Enterococcus hirae, van comprovar que aguestes eren capaces d adaptar-se
progressvament a mesura que secidificava d medi, mostrant una corrdacio directa
entre d pH d qua es desenvolupava activita glucolitica i I'increment d activitat
ATPasa. Aquesta capacitat de preadaptacié progressiva també fou descrita en O. oeni
per Drici-Cachon et al. (1996).

Tanmateix, S es consdera que I'H"™-ATPasa de membrana d'O. oeni és reversible,
és dificil determinar quin percentatge de I'activitat calculada correspondria a I extrusié
de H' i quin a la produccié d ATP a partir de la pmf. En reditat, quan es reditza la
mesura experimental a partir de la quantitat de P, obtingut per dissociacio de I'ATP
sobre una modra de fraccid6 de membrana, sobté un vaor dactivitat especifica
corresponent a totd de molécules de I'enzim que es troben actives, sense que Sgui
possible discriminar quina fraccio d aquestes molécules extreia o incorporava H' a
I'interior cd{ular, o en quina intendtet, una mateixa molécula, feia una sola o totes
dues funcions. Per tot plegat, dels resultats mostrats només es pot concloure que, en les
condicions d'incubacio a les quas s ha sotmes la fraccié de membrana, és a dir, 1 hora
en un tampd a pH 3 o pH 4, sense font de nitrogen, no s ha observat un increment de
I'activitat ATPasa tota, snd tot a contrari, que aquesta disminueix s ho fad pH. S la
hiptes d'en Kobayashi et al. (1986) és certa, és a dir, que I'increment d activitat
ATPasa és consegliencia directa d'un augment en I'expressid i sintes, la manca de font
de nitrogen en e tampo d'incubacié podria explicar, en part, agquest fenomen.

D’dtra banda, Hartke et al. (1996) van comprovar, en L. lactis, que la mgoria de
proteines expressades en cd-lules en creixement sota pH neutre son reprimides en un
Xoc &cid, sense que aixo impedeixi que L. lactis activi €s mecanismes d ATR Guzzo et
al. (1994), ja havien observat un fenomen smilar en cdlules dO. oeni. En aquesta
linia, O'Sullivan i Condon (1997) demostraren que I'ATR i I’habilitat de mantenir un
pH, eevat desgpareixien quan sinhibia la sintes proteica amb cloramfenicol durant
I’adaptacio de cdlules de L. lactis. Possblement, una pat dels aminoacids lliures
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resultants podria ser redirigida cap a la sintes d' H™-ATPasa, perd cadrien més estudis
experimentals per comprovar aquesta hipotes.

Pard ldament, i reforcant la idea que la deteccié d'una disminucié de I'activitat
ATPasa tota no implica necessxiament una davalada del bombeig de H" cap a
I’exterior de la cd{ula, Pérez Chaia et al. (1994) van concloure que, en condicions que
davoreixen I'entrada de H™ a la odlula les H™-ATPases de membrana consumirien
més ATP per bombgar més protons i aixo es traduiria en un augment del consum de
glucosa per via glucolitica, disminucié de la taxa de creixement i de la biomassa find.
Es a dir, que encara que I'activitat estigui disminuida respecte d control, in vivo pot
succeir que d baang find d activitat H'-ATPasa corresponent a bombeig de H™ sgui
més important.

% activitat AT Pasa especifica
3

0 T T T T T 1
control 42°C  EtOH 12 % Cu 20 mg/l pH 4 pH 3

condicions d'estres

Figura4.3. Activitat especifica (A.E.) H-ATPasa de membrana en la soca CECT
4100, expressada com a mmols P, mintmg?! prot, davant dd xoc térmic, de la
presenciad etanol (12 %) i de coure (20 mg/l) i de condicions acides (pHs 31 4).

Efecte dd coure:

En la figura 4.3, es verifiquen nivels dinhibicid de I'adtivitat H'-ATPasa per part
de 20 mg/l de coure a voltant ddl 25 % en la soca CECT 4100. Tot i tractar-se d una

concentracio de coure molt e€levada perqué pugui trobar-se en condicions reds de
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vinificad6, Vidd et al. (2001) van descriure diferents nivells de resséncia o de
capacitat d adaptacio d coure en funcié de la soca d'O. oeni, per la qua cosa es va
condderar interessant comprovar S aguestes diferéencies també es reflectien a nivell
d'H*-ATPasa de membrana en preséncia d'una concentracié eevada de coure, perd
smila a la concentracié6 minima inhibitdria o MIC (Minimal Inhibitory Concentration)
de les soques més resigtents a coure descrites pels anteriors autors. Sembla evident,
doncs, que la resstencia d coure sSha d explicar a través d'dtres mecanismes i que €
paper de 'H™-ATPasa hi seria, en tot cas, secundari. Vida et al. (2001) suggereixen
que I'efecte inhibidor dagues metdl, egpecidment sobre I'enzim dcohol-
deshidrogenasa (ADH) podria consdtir en la capacitat de desplacar 1 subdtituir
pacidment d cofactor, en @ seu cas @ Zn?*. Possblement, un fenomen comptitiu
idéntic podria esdevenir-se en I'H*-ATPasa, on € cofactor és é Mg™ (Kobayashi i
Anraku, 1972; Boyer, 1997).

Efecte dels acids grassos C10i C12:

Es va continuar prenent com a referéncia la soca tipus CECT 4100 i shi va
constatar un efecte inhibidor dels &cids grassos sobre I'activitat H*-ATPasa, que
S accentua a mesura que disminueix @ pH: I'efecte inhibidor de C10 a pH 5 és inferior
que a pH 4, amb una disminucié dd 29 % de I'activitat (veure figura 4.4). S tenim en
compte que d pKa (pK aparent) dels acids grassos és 4,9 (Freese et al., 1973), a pHs
més baixos hi ha més percentatge de forma no dissociada, la qua pot penetrar d
ctoplasma travessat més facilment la membrana plasmatica (Viegas i S& Correig,
1991; Capucho i San Roméao, 1994). Segons Freese et al. (1973), la forma no
dissociada és més soluble en ds fosfolipids de membrana. Podriem suposar, doncs, que
una pat daguedts acids grassos protonats no arribés d citoplasma sSné que
sincorporés a la membrana, associada a la pat hidrofobica, modificant la seva
composicié i permesbilitat de forma amilar a com ho faria I'etanol. D’ aguesta forma,
tot i la disminucié dd pH; per la dissociacié de les molécules incorporades d'acid gras i
la necessitat de compensar aguesta davallada restablint I'equilibri ectroguimic de H,
les H'-ATPases es veurien influides per modificacions en les interaccions de les
subunitats proteiques en contacte amb I’'embolcal hidrofob de la membrana. Aquestes

suposicions es veuen refermades per I’ efecte snergic mostrat per C10 i I'etanol (veure
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figura 4.4): totes dues molécules contribuirien a modificar la fluidesa de la membrana
(Tourdot-Maréchd, 1991), comportament que també ha estat observat en es llevats
(S&-Correia, 1986).

100 - ' T
90 A
80 -
70 - T T
60 -

50 A

40 A

30 -

20 -

10
0 . . . . .

control C10 ClO0pH4 EtOH +C10 C12

condicionsd'estreés

% activitat AT Pasa especifica

Figura4.4. Activitat especifica H-ATPasa de membrana en la soca CECT 4100,
expressada com ammols P, -min-mg* prot, en preséncia dels &cids grassos C10 i C12.

L’ efecte de C12 ha edtat estudiat, a més d’'en la soca tipus CECT 4100, en CR1 i en
Vitilactic. C12 i C10 s6n, d'entre s acids grassos presents en € vi, uns des que
mostren concentracions més eevades i que inhibeixen, en mgor grau, tant la velocitat
de creixement cd-lular com la degradacié de I'acid L-mdic (Edwards i Bedman, 1987,
Guilloux-Benatier et al., 1998). A més, Cl12 presenta una toxicitat relativa superior a
C10 peque laugment de la cadena hidrocarbonada també n’incrementa la
liposolubilitat (S& Correla, 1986). Com es pot veure en la grafica de la figura 4.5, en
totes tres soques S experimenta un descens de I'activitat, més acusat en la soca tipus
CECT 4100 (de I’ ordre dd 60 %), mentre que en CR1 i Vitilactic aguest descens, 11 %
I 5 % respectivament, és més timid, fet que reflecteix una mgor capacitat d adaptacio a
les condicions reals de vinificacié. Es de suposar, a partir d'dlo que s ha observat per a
C10 en CECT 4100, que I’efecte inhibidor de C12 s accentuaria en preséncia d'etanol o
d' un pH més baix, tal com s observaen € creixement (Capucho i San Roméo, 1994).
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Figura4.5. Modificacions de |I'activitat especifica (A.E) H'-ATPasa de diferents
soques d' O. oeni sotmeses a edtrés per acid gras C12: CECT = CECT 4100, CR1 i Viti
= Vitilactic.

Efecte dd SO,:

Com es pot veure en la figura 4.6, nivells moderats de SO, molecular lliure
corresponents d 2,5 % —equiparables a 20 mg/l de bt en vinificad6— i nivdls devds,
corresponents a 5 % —equiparables a 40 mg/l- exerceixen inhibicions smilars sobre
I'activitat H*-ATPasa, i en tot cas superiors a les observades amb qualsevol dels dtres
factors d'estres. Els resultats suggereixen que Sasoleix un maxim dinhibicié sobre
I'enzim i que hi ha una activitaa ATPasa residud del 40 %, condderacidé que vindria
corroborada pels obtinguts per Guzzo et al. (2000), segons els quas hi hauria dos tipus
d' ATPases en O. oeni: una F1-ATPasa i una RATPasa, una de les quas es modraria
més sensble d SO, Aix0 indicaia que lI'enzim és dtament sensble a les
concentracions de SO, actiu presents en vinificacid quan les cd-lules shi incuben en
repds metabolic durant 1 hora, i que en la ressténcia d SO, la cd-lula ha de posar en
joc dtres mecanismes diferents de I'H*-ATPasa de membrana, ja que s bé ds nivels
de SO, decten la viabilitaa dO. oeni en d vi, ho fan de forma proporciond a la
concentracié (Lafon-Lafourcade et al., 1974; Vidd, 1997) mentre aquesta no assoleixi
un llindar proper ds 5 % de SO,.H,O (Romano i Suzzi, 1993; Guzzo et al., 1998). La
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forma molecular activa dd SO,, SO,.H,O, sincorpora per difusé passva a la cdula i
un eeva percentatge es transforma en HSO3™ en modificar-se € pH. En € citoplasma,
HSO3™ pot reaccionar amb proteines, acids nucleics i dguns cofactors (Romano i Suzzi,
1993) i inhibir I'activitat de nombrosos enzims, portant a la mort cd-lular. Com que
una pat de I'H™-ATPasa de membrana es troba en contacte amb € citoplasma
(Fillingame, 1997), també es veuria afectada per HSOs".

A nivel de soca, és CECT 4100 la que sembla més perjudicada, amb una reduccié
de I’ activitat ATPasa de membrana del 55 % per a 2,5 % de SO, actiu i del 63 % per d
5 % de SO, actiu. Per a CR1 i Vitilactic la inhibicié també supera d 50 %, S bé la soca
comercia es mostra lleugerament més sensible ala presencia de SO..

% activitat ATPasa especifica
g
—

O T T T T T 1
Control CECT 25% CECT 5% CR125% CR15% Viti 2,5%

soques sotmeses a estrés per SO,

Figura4.6. Modificacions de I'activitat especifica (A.E) ATPasa de les 3 soques
d' estudi O. oeni sotmeses a estrés per 2,5 % i 5 % de SO, lliure: C4100 = CECT 4100,
CRL1i Viti = Vitilactic.
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4.2. Estudi dels perfils de proteines de membrana i de la possible
expressio de proteines d’ estres en soques d’ O. oeni

4.2.1. Electroforesis en condicions desnaturalitzants (SDS-PAGE) de les

fraccionsde membrana

Per a |I'estudi de les possbles modificacions en es patrons de perfils proteics de les
fraccions de membrana d'O. oeni, Shan emprat les mateixes condicions d estrés que
Shan utilitzat en I'estudi sobre I’ activitat ATPasa

Previament, es comprova que no 1 2 3 4 5 6 7 8

exigien dferences sggnificives en |,
e pefil eectroforétic de les fraccions

de membrana d llarg de les diferents 22
fases de creixement, per la qual cosa
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d L L

les conclusons sobre expressié
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ware
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proteica que es poguessin extreure
enfront de diverses situacions d'estrés =~ 20

en mogtres recollides cap d find de la

t
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»
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fase exponencid, eren extensbles as

dires estadis o craxement | es Figura4.7.  Electroforess SDS-PAGE de fraccio

demostrava que  no depenien de membrana de la soca CECT 4100 en diferents
etapes de creixement: fase exponencid: inici (7),
d’ aguests (veure figura 4.7). mig (41 8) i find (2); fase estacionaria: inici (3) i

mig (6); 1) i 5): LWM (marcador de p. m.)

Efecte dd xoc t&rmic, de I'etanol i de la disminucid dd pH en la soca tipus
CECT 4100:

Pd que fa d xoc térmic, que condsteix en una incubacié del cultiu cd-lular a 42°C
cap a find de la fase exponencid de creixement, es modra en la figura 4.8 d perfil
corresponent a CECT 4100, on s observa I'augment d’ expressd d'una banda proteica
Stuada d voltant dels 18 kDa i que possiblement es tracti de la proteina Lol8 descrita
per Guzzo et al. (1994). Es confirmaria, doncs, que aguesta banda se sobreexpressa en
les diverses soques d' O. oeni enfront d'un xoc termic, com ho corroboren es resultats
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obtinguts amb CR1 (figura 4.9) i Vitilactic (resultats no modtrats), tot i que també

gpareiX, atenuada, en les condicions contral.
1

kDa

94
67

43

30

20

14,

4

Figura 4.8. Perfil electroforétic SDS-PAGE de fraccid
de membrana de la soca CECT 4100 en diferents
condicions d'estres. Relacié de mostres. 1) LMW, 2)
Control, 3) Cu 20 mg/l, 4) C12 5 mg/l, 5) LMW, 6) xoc
termic 42 °C, 7) 20 mg/l SO,, 8) soca CR1 20 mg/l SO,.

kDa

en conjunt, & perfil proteic resultant de les fraccions de membrana sotmeses a una

94
67

43

30

20

14,4

2

3 4

5 6 7 8

1

2

3

18 kDa

Figura 4.9. Pefil electroforétic SDS
PAGE de fracci6 de membrana de la
soca CR1 en diferents condicions
destrés: 1) LMW, 2) Control, 3) xoc
termic 42 °C, 4) C125mg/l.

Figures 4.10, 4.11 i 4.12. Perfils electroforétics SDS-PAGE de fraccié de membrana de
la soca CR1: 1) LMW, 2) 12 % etanol i 3) 20 mg/l SO, (figura 4.10); soca CECT 4100: 1) C1z
5 mg/l, 2) LMW, 3) Contral, 4) xoc &cid pH 3 (figura 4.11); soca CR1: 1) LMW, 2) Control, 3)
xoc termic 42 °C, 4) xoc acid, pH 3 (fiqura4.12).

L’etanol (12 %) mostra una certa induccio de la proteina de p.m. de 18 kDa, s bé,

incubacio en presencia d'etanol durant 1 hora és molt smilar ds controls (veure figura
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4.10). Respecte a I'estrés provocat per un increment de les condicions acides, que
consstia en la incubacié de cdlules crescudes a pH 5, durant 1 hora a pH 3, es pot
observar una disminucid, en generd, de la sintes proteica (figura 4.11), tot i que en
CECT 4100 sembla que se sobreexpress una banda proteica d’ uns 40 kDa, que apareix
més atenuada en es controls. Aquesta inhibici6 generd de I'expressé de bandes
proteiques es pot fer extensble a cas de CR1, com es pot veure en la figura 4.12, i
possiblement també a cas de Vitilactic, tot i que no disposem de dades per acabar-ho
de confirmar.

Efectedel’ &cid gras C12;

En la figura 4.11 (referida a CECT 4100), es congtata una certa inhibicié generd de
I’expressid proteica en € cas de C12, andoga a la descrita en xoc acid, que no es
manifesa en CR1 (figura 4.9). Possiblement, en CECT 4100, podria explicar-se perqué
Cl12 davoriria I'acidificacié dd medi intern en dissociar-se, i les conseqliéncies sobre
e metabolisme cdlular i la sintes proteica serien smilars a les produides pd pH acid.
Les modificacions de DY i de pmf a través de la membrana plasmatica, aixi com les
dteracions de la composicio d'aquesta, implicarien canvis 1 dificultats en d transport
d aminoacids i d oligopéeptids des dd medi extracdlular fins a citoplasma (Konings et
al., 1994). En canvi, CR1, millor adaptada a condicions reas de vinificaci6, disposaria
de més recursos metabolics per contrarestar aquests efectes, com per exemple, una
major capecitat de regular I’ activitat H'-ATPasa, com s havist en | gpartat 4.1.3.

1 2 3 4 5

Efecte dd coure:

(veure figura 4.11), mentre que Sinhibex parcidment lg

L
En CECT 4100 (figura 4.13), sha observat que en | __ —-
concentracions de 10 i 20 mg/l de coure se sobreexpressa | = - -
una banda de 40 kDa, com també succeeix en e xoc acid | == == ®
® - T e
—

sintes d’'una proteina de p.m. aparent de 24 kDa, com en —— -
d cas dd xoc aid (veure figura 4.11 i 4.13).

-
Mdauradament, no es disposa de pefils proteics ‘.-.

corresponents a les dtres dues soques, S bé ds resultats

40 kDa

24 kDa

obtinguts en dtres condicions fan pensa que ens Figura 4.13. Perfil dectroforétic SDS
PAGE de fraccions de membrana de
trobariem davant d' unes respostes smilars. CECT 4100: 1) LMW, 2) xoc ecidic
pH 3, 3) Cu 10 mg/l, 4) Control, 5)

LMW,
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Efecte del SO.:

L’ observacio que en CECT 4100 se sobreexpressava una proteina de p.m. d’'uns 40
kDa, que no es produia en la resta de condicions, va fer creure convenient comprovar
tal sobreexpresso en les dtres dues soques utilitzades en les microvinificacions: CR1 i
Vitilactic. Efectivament, en totes tres soques es podia observar la mateixa banda
sobreexpressada (figura 4.14). Es va consderar convenient reditzar una serie de proves
de caa a una caracteritzacio d'aguesta proteina, principament perqué S expressava
especificament en presencia de SO, que fins ara ha estat un factor inhibidor d'O. oeni
poc estudiat a nivell d'incidencies moleculars sobre aquest bacteri i dd qua no es tenia
coneixenca de cap proteina especifica davant d'aguela condicio d'edtrés. Els resultats
obsarvats en la inhibicié dds nivels dH'-ATPasa, superiors ds produits pels altres
components d'edtres, i la condderacio que € aulfitaige és una practica habitua en
vinificaci6, refermaven aguest criteri.

Figura4.14.  Pedfil d'dectrofores reditzada amb & sisema Mini-Protean® 1l Cell
Sysem (Bio-Rad Laboratories) de les fraccions de membrana de les 3 soques d’O. oeni,
en presencia de 20 mg/l de SO,: 11 8) LMW, 2) Control CECT 4100, 3) CECT 4100 20
mg/l SO, 4) Control CR1, 5) CR1 20 mg/l SO, 6) Control Vitilactic, 7) Vitilactic 20
mg/l SO, . (Tincié amb nitrat de plata).
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4.2.2. Determinaci6 dela sequéencia N-terminal dela proteinade 42 kDa

Per caracteritzar la proteina de pm. propera a 40 kDa sobreexpressada en presencia
de SO, i dtres condicions d'estres cdia, § més no, sequenciar-ne d fragment N-
temind. Per aguesta rad, es va trandferir la proteiha en questio des de ge
d' dectrofores a una membrana de PVDF seguint € metode descrit per Matsudaira
(1987) (apartat 3.7.6 de Materials i métodes), pas previ requerit per a poder reditzar la
seqlenciacio per degradacio automatica d Edman. D’aquesta forma, es va obtenir una
seqiencia de 17 aminoacids que va permetre idertificar la protéina com a una
glicerddehid- 3-fosfat- deshidrogenasa (GADPH), amb la qual també es corresponia €
pes molecular de 40 kDa.

L’dineament amb seqiéncies homologues dels bancs de dades (Swiss-Prot)
mitjancant I’eina informatica BLASTP, com sindica a la taula 4.4, mostra uns eevats
nivels didentitat entre d fragment N-termind en quedtio i la familia de GAPDHSs,
entre un 62 i un 83 %. Entre les seqliencies amb un nivel didentitat més devat, es
troben les corresponents a un receptor proteic en Streptococcus equisimilis (Gase et al.,
1996) Q59906) i en Sreptococcus pyogenes (Lottenberg et al., 1992) (P50467), i a
dues proteines de supeficie de membrana (Q9R5J2) (Pancholi i Fischetti, 1992) i
(Q9R495) (Kolberg i Setten, 1996), pertanyents iguament a genere Streptococcus,
relativament proper aO. oeni (Dickset al., 1995b).
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Taula4.4. Cercade sequiiencies N-t homologues mitjancant BLASTP.

BLASTP 2. OMP- WashU
Copyright (C) 1996-2001 WAshi ngton University, Saint Louis, Mssouri USA.
Al'l Rights Reserved.
Reference: G sh, W (1996-2001) http://blast.wustl.edu
Query= (17 letters)
Dat abase: swal |
892, 628 sequences; 282,614,701 total letters.
Searching....10....20....30....40....50....60....70....80....90....100% done
Smal | est
Sum
Hi gh Probabi (*)
Sequences produci ng Hi gh-scoring Segment Pairs: Score P(N) ™
SWALL: QR5J2 QQR5J2 Surface dehydrogenase (Fragnent). 68 0.11 1
SWALL: TYPH_LACCA P19663 Thym di ne phosphorylase (EC 2.4.2... 65 0.21 1
SWALL: QQY7H1 QQY7H1 G yceral dehyde 3-phosphate dehydrogen... 63 0.31 1
SWALL: P90514 P90514 d yceral dehyde- 3- phophat e dehydrogena. . . 62 0.38 1
SWALL: Q9R495 QOR495 40 kDa streptococcal group A surface ... 62 0.38 1
SWALL: @BWNYO0 QBWNYO G yceral dehyde- 3-phosphat e dehydrogen. .. 61 0.46 1
SWALL: BACO7472 BACO7472 G yceral dehyde- 3- phosphat e-dehydr. .. 61 0.46 1
SWALL: BACO7473 BAC07473 d yceral dehyde- 3- phosphat e-dehydr. .. 61 0.46 1
SWALL: 9NJT5 QONJT5 Putative glycosomal glyceral dehyde-3-... 60 0.54 1
SWALL: G3P_STREQ 59906 d yceral dehyde 3-phosphate dehydro... 68 0.55 1
SWALL: G3P_STRPY P50467 d yceral dehyde 3-phosphate dehydro. .. 68 0.55 1
SWALL: @97NL1 Q97NL1 G yceral dehyde 3-phosphate dehydrogen. .. 68 0.55 1
SWALL: @8X221 Q8X221 G yceral dehyde 3-phosphate dehydrogen... 62 0.55 1
SWALL: QALW2 QQALW2 G yceral dehyde 3-phosphate dehydrogen. .. 68 0.56 1
SWALL: @8VVB9 QBVVB9 G yceral dehyde- 3- phosphat e dehydrogen. .. 68 0.56 1
SWALL: QQCDH4 QQCDH4 G ycer al dehyde 3-phosphate dehydrogen.. . 68 0.56 1
SWALL: BAC0O5494 BAC05494 Nephritis-associated plasmn rece... 68 0.56 1
SWALL: BACO5495 BAC05495 Nephritis-associated plasmn rece. .. 68 0.56 1
SWALL: BAC0O5496 BAC05496 Nephritis-associated plasmn rece... 68 0.56 1
SWALL: BAC0O5497 BAC05497 Nephritis-associated plasmn rece. .. 68 0.56 1
SWALL: AAM73770 AAM/3770 G yceral dehyde- 3- phosphate dehydr. .. 68 0.56 1
SWALL: AAM73771 AAM/3771 G yceral dehyde- 3-phosphate dehydr. .. 68 0.56 1
SWALL: AAM73772 AAM/3772 G yceral dehyde- 3- phosphate dehydr. .. 68 0.56 1
SWALL: AAM73773 AAM/3773 G yceral dehyde- 3- phosphate dehydr. .. 68 0.56 1
SWALL: AAM74950 AAM74950 Nephritis-associated plasmn rece... 68 0.56 1
SWALL: AAM78808 AAM/8808 G yceral dehyde- 3- phosphate dehydr. .. 68 0.56 1
SWALL: G3P_LACDE (032755 G yceral dehyde 3-phosphate dehydro. .. 68 0.56 1
SWALL: AAL00628 AAL00628 4 yceral dehyde 3-phosphate dehydr. .. 68 0.59 1
SWALL: 928H9 (928H9 Gap protein. 67 0.65 1
SWALL: Q8Y411 Q8Y4l1l Gap protein. 67 0.65 1
SWALL: @8X222 8X222 G yceral dehyde 3-phosphate dehydrogen. .. 62 0.68 1
SWALL: 015558 015558 d ycer al dehyde- 3- phosphat e dehydrogen. .. 58 0.72 1
SWALL: O15559 015559 G yceral dehyde- 3- phosphat e dehydr ogen. . . 58 0.72 1
SWALL: QQTQZ5 QPTQZ5 G yceral dehyde 3-phosphate dehydrogen.. . 57 0.80 1
SWALL: G3P2_JACOR P80447 d yceral dehyde 3-phosphate dehydr. .. 56 0.87 1
SWALL: 97652 097652 d yceral dehyde- 3- phosphat e dehydrogen. .. 56 0.87 1
SWALL: 397653 97653 d ycer al dehyde- 3- phosphat e dehydrogen. .. 56 0.87 1
SWALL: QMZ05 QOMZO5 G ycer al dehyde- 3- phosphat e dehydrogen. .. 56 0.87 1
SWALL: P97617 P97617 G yceral dehyde 3-phosphate dehydrogen.. . 56 0.87 1
SWALL: Q9L5X6 QQL5X6 Extracel lul ar glyceral dehyde- 3-phosph. .. 63 0.93 1

(*) El vaors de puntuacié High Score) i de probabilitat (P) son parametres interns ce
BlastP que condderen, conjuntament, els % didentitat i d'homologies pogitives
(aminoacids idéentics + aminoacids amb idéntiaues pronigtats) i en fan una baremacic
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Com es pot advertir, una de les sequiencies amb mgjor identitat és catalogada com a
timidina fosforilasa 19663), descrita en Lb. casel (Avraham et al., 1990), tot i que en
presentar un pm. de 80 kDa i no exigir cap referencia sobre locditzacio no
citoplasmatica es descata la possbilitaa que la banda proteica sobreexpressada
correspongués a aquest enzim.

El fet que la sequenciacié i d poderior dineament indiquessin que es tractava
d'una proteina de la familia de les GAPDHSs, principdment descrites com a enzims
citoplasmétics participants de la via glucolitica, féu necessaria una andis exhaudtiva de
les diferents seqléncies obtingudes amb I'dineament BLASTP per comprovar d§
exigien referencies sobre membres 0 homolegs d'aguesta familia enzimética, E.C.
12112 (Bergmeyer, 1974), en dtres locditzacions cd-lulars. Efectivament, han edtat
descrites dtres funcions diferents de la glucolitica Com ja sha apuntat més amunt, en
Sreptococcus fou identificada | purificada una proteina de supeficie amb activitat
deshidrogenasa i devada capacitat d'uni0 amb dtres proteines, com ara lisozim,
plasmina, fibronectina i proteines citoesqueletiques com I'actina i la miosna (Panchali
| Fschetti, 1992), i que presentava, dhora activitat ADP-ribosladora (Pancholi i
Fischetti, 1993) i una edtructura tetraoligomerica, amb mondmers de 36 kDa. Per dtra
part, ja se sap des de fa temps, segons Arnold i Pette (1968), que en cd-lules eucariotes
els enzims glucolitics es poden trobar associats a membrana 0 a estructures
citoesquel etiques.

També en cd-lules eucariotes, Sirover (1996, 1999) ha descrit que GAPDH es
trobaria implicada en dtres funcions essencials per a la viabilitat cdlular, a pat de la
classcament acceptada de la glucolis: com a proteina de membrana, intervindria en
I’endocitos, mentre que en € citoplasma, paticiparia en € control de la traduccio en
I'expressid genica, i en d nudli, en I'exportacié de tRNA nuclear i en la replicacio i
reparacio del DNA.

Més endavant, Gase et al. (1996) van aportar dades sobre I'existéncia d'una
protéina d'unié a plasmina i plasminogen amb activitaa GAPDH (Q59906) que seria
trangportada a la paret cd-lular d Sreptococcus equisimilis, Kolberg i Setten (1996)
sobre una proteina de 40 kDa (Q9R495) reconeguda per anticossos monoclonals contra
la paret cdlular d Sreptococcus pneumoniae amb la maeixa activitaa enzimdica i
Modun i Williams (1999), han detectat una proteina d'unio a trandferring, de 42 kDa i
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ubicada també a nivell de paret cd-ular i membrana plasmética en Saphylococcus
aureusi Staphylococcus epidermidis, que presenta activitat GAPDH (veure taula 4.5).

Taula 4.5. Alineament muitiple de la seqlencia problema, mitjancant CLUSTAL W
1.82 (Thompson et al., 2000) amb 16 seqliencies de GAPDHSs d' dtres organismes, amb
les quals presenta valors d’homologia més devats 1 o que es troben en locdlitzacions no
citoplasmatiques.

CLUSTAL W (1.82) nultiple sequence alignnent

QY7HL - MVI KVG NGFGRI GRLVFRSSFERDD- - - - | EVWAVNDPFI NLDYMVYLTKYDSTHGRF 55
Q15558 - - - VKVA NGFGRI GRWFRAAQVRPD- - - - | EI VG ND- LLDAEYNAYSLKYDSTHGRFE 52
@7NLL - MWKVG NGFGRI GRLAFRRI QWVEG - - - VEVTRI ND- LTDPVM_AHLLKYDTTQGRF 54
QQL5X6 - - - KVG NGFGRI GRLAFRRI Q\WVEG - - - VEVTRI ND- LTDPVM_AHLLKYDTTQGRF 51
GBWR9 - MWKVG NGFGRI GRLAFRRI QWVEG - - - VEVTRI ND- LTDPVM_AHLLKYDTTQGRF 54
QAL - MWKVG NGFGRI GRLAFRRI QWVEG - - - VEVTRI ND- LTDPNM_AHLLKYDTTQGRF 54
G3P_STREQ - - WKVG NGFGRI GRLAFRRI QWEG - - - VEVTRI ND- LTDPNM_AHLLKYDTTQGRF 53
G3P_STRP - YWKVG NGFGRI GRLAFRRI QNI EG - - - VEVTRI ND- LTDPNM_AHLLKYDTTQGRF 54
QQR5J2 - - WKVG NGFGRI GRLAFRRI QNI EG- - - - VEVTAI ND- LTDPNM - = - < = == = < = - - - 39
QQR495 - - VWKVG NGFGXI GXLAFDXI QNV- - = = = = = = = =« = mw e mm e e e 23
QCDHA - MWKVG NGFGRI GRLAFRRI QWVEG - - - VEWAI ND- LTDPAM_AHLLKYDTTQGRF 54
TYPH_LACCA - MVKI G NEFGRI GRLAFRRI YEL- - - < = = =« = <« o e e e e e e eme oo 23
G3P_LACDE - MIVKI Gl NGFGR! GRLAFRRI MDLGEETKDI EWAI ND- LTTPAM.AHLLKYDSTHGTF 58
40KDa ~ IMVKI G NGFGXI XRLAF- - = - < = = = =« @ x o m o e et oe e 17

Q15559 - MWKVAI NGFGRI GRLVFRACRKL YP- - KDVQWAI HD- LGDI KTNVYLLKYDTAHRAF 56
P90514 MBHI KVG NGFGRI GRLVFRAAVESGK- - - - VDWAI NEPFNBVG: - - - - - - - - - LHG V 45
@BX221 - MWKVG NGFGRI GRI VFRNAVSTMVB- - - - RSLPCTTPSLKPNVLRI CI KYDSTHGQF 55

* . %k k% * . *

(1) Com acriteri de selecci6 per ala presentacio dels resultats, s'ha considerat que |’ alineament entre la
sequéncia N-t problema de 17 aminoacids i cada sequiéncia homologa ha d’incloure tots els aminoacids.
Es a dir, que la determinacio del percentatge o identitat realitzada per |’ aplicacié Clustal 1.0 es faci en
base alatotalitat de la seqiiencia obtinguda de 17 aminoacids.

Simbols consens de ClustalW: “*”: significa que els aminoacids d’ una columna sén identics per a
totes les sequiéncies alineades; “”: es refereix a substitucions d aminoacids conservades segons els
criterisfisico-quimics; “.”: esrefereix a substitucions semiconservades.

4.2.3. Caracteritzaci6 parcial delaproteinade40kDa

Assaigs d’ activitat GAPDH

Per comprovar, doncs, § la proteina sobreexpressada en O. oeni presentava
activitaa GAPDH, es reditzaren assaigs enziméics en I'extracte cdiular totd, la
fraccié citoplasmética i la fraccié de membrana en cdl-lules de les soques CECT 4100,
CR1 i Vitilactic, incubades en condicions control, per una banda, i per I'dtra en
preséncia de 2,5 % de SO, en forma molecular, SO,.H,O. Els resultats, com es pot
veure en la figura 4.15, demostren que |’ activitat especifica només es troba locditzada
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en la fracci6 citoplasméatica per a totes tres soques, | €s vaors sdn molt smilars as de
I’extracte cd-lular total. Aixi, en @ cas de CECT 4100, que presenta menor activitat en
relaci6 a les dtres dues soques, I'extracte cd{ular totd i la fraccio citoplasmética
controls presenten vaors d voltant de 8 nmols NADH min ! mg prot tota %, mentre
gue en la fracci6 de membrana no ha estat possible observar cap mena d'activitat, fet
gue es pot estendre a les dtres dues soques, que mostren, en canvi, mgor activitat en
I'extracte cel-lular totd i la fraccié citoplasméticas 9,5 i 10,9 nmols NADH-min*mg
prot total™, respectivament, en € cas de CR1, i 19,1 i 18,5 mmols NADHmin1-mg prot
total ™, respectivament, en & cas de Vitilactic.

20,07 O Extracte total
18,0+ citoplasma
16,0- membrana

14,0+
12,0
10,0+
8,0
6,0
4,0

= = T EI.

0,0 T T T T T 1
CECT CECT20 CR1 CR120 VITI VITIZ20

mostres

nmolsmin*mg prot™

Figura4.15.  Activitaa GAPDH en les fraccions d'extracte cdlular tota, citoplasma
I membrana, de les soques CECT 4100 (CECT), CR1 i Vitilactic (VITI): condicions
control (CECT, CR1 i VITI) i condicions d’ estrés (20 mg/l de SO, corresponents a 2,5
% de SO lliure molecular).

Les mostres de fraccid citoplasmética de cd-lules incubades en presencia de SO»
pateixen una inhibicié d aquesta activitat forca accentuada, com també es pot veure en
la figura 4.15, mentre que a nivell de membrana plasméatica tampoc gpareix cap mena
d activitat. En CECT 4100, |'activitat davala fins a valors 16 vegades inferiors as de la
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condicié control, i en CR1 i Vitilactic, aquesta disminucié és de gairebé 10 vegades.
Davant ddls resultats obtinguts, en qué no apareixia cap mena d activitat GAPDH en les
fraccions de membrana mentre que S que Sobservava en @ citoplasma, tot semblava
indicar que aguesta havia de correspondre totament a I’enzim glucolitic, d’ ubicacio en
e citoplasma, i que ha edtat caracteritzat en dguns bacteris lactics, com per exemple, L.
lactis (Even et al., 1999) i del qua, concretament de la soca L. lactis ssp. lactis 1L1403,
es disposa ja de la seqguencia dd genoma complet (Bolotin et al., 2001). Es va
comprovar, en la cerca d’homologia amb la segiencia N-terminad de la proteina
sobreexpressada a través del programa BLASTP, que hi havia un 75 % d'identitat amb
la seqliencia d'aminoacids N-terminds derivada de I'ORF corresponent a la GAPDH
citosolicaen lasocad' L. lactis anteriorment esmentada.

En O. oeni, tot i que encara no es disposa de la sequiencia completa del genomai no
sha ailla ni purifica 'enzim GAPDH, d que es conelx que es tracta d'un enzim
conditutiu del seu metabolisme energetic, com en la resta de bacteris lactics, ja Sguin
homo o heterofermentatius (Desmazeaud | Roissart, 1994). Tot plegat, fa pensar que
I’ activitat detectada es corresponia integrament, doncs, a agquest enzim.

S fos axi, es podria interpretar que, en veures inhibida I'activitat de I'enzim
glucdlitic glicerddehid- 3-fosfat-deshidrogenasa pe SO,, aguest dfectaria directament €
catabolisme dels sucres i, per tant, un dels dos mecanismes d obtencié d energia claus
en d desenvolupament dO. oeni en € vi, essent I'dtre la degradacio d'L-mdic
(RibérealrGayon et al., 1998). Magrat que son diverses les evidencies aportades pe
que respecta a I'efecte dd SO, sobre @ creixement dels bacteris lactics i la FML
(Romano i Suzzi, 1993; Henick-Kling i Park, 1994; Vidd et al., 2001, entre molts
dtres), fins ara ningl nhavia edudia la influencia sobre la via heterofermentativa
d' hexoses i pentoses. Darrerament, Even et al. (1999) han demostrat & paper clau
daguest enzim en d control dd flux de la glucdlis i I'orientacio de catabolisme de
I'acid pirdvic en L. lactis, exemple de bacteri lactic homofermentatiu. A més, la
intengtat de I'efecte directe del SO, sobre @ metabolisme seria dependent de soca,
segons @ que es pot extreure de la mateixa grafica4.15.

Tanmateix, 9 bé aparentment no s observava activitat en la fraccié de membrana,
no es podia concloure definitivament que la proteina sobreexpressada no presentés, in
vivo, aguesta activitat. No era descartable la possbilitat que, d llarg de procés de

fraccionament subcdl -lular, es produis una certa desnaturditzacio d' aguest proteina o bé
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gue no fos activa en les condicions en que es trobava resuspesa la fraccié de membrana.
Congderant aguedta Ultima hipotes, i com que d tampd de I'extracte cdlular i de la
fraccio citoplasmatica (tampd 1) no era ben bé & mateix que @ de I'dtra fraccio
(tampo 111) (per a coneixer la composicié dels dos tampons, veure gpartat 3.7.3), esva
modificar d darrer pas de purificacié de la membrana plasméatica per a ressuspendre-la

en e tampo 11, tot i que tampoc no S hi va detectar cap mena d' activitat GAPDH.

I mmunoblotting

La reditzaci6 d'un immunoassaig tipus Western blot podia agportar informacio
addiciona sobre s la proteina sobreexpressada es tractava d’'una GAPDH encara que
no presentés activitat especifica en la fracci6 de membrana, per les possibles causes
més amunt esmentades.

Par aguesta rad, es va reditzar una cerca dds diferents anticossos disponibles
comercidment que tinguessn com a antigen la protéiha GAPDH | que mostressn
egpecificitat  també amb enzims GAPDH dorigen bacteria.  L’anticos seleccionat
responia a aguests prerequisits, ja que a pat de reconéixer I'enzim provinent de
cdlules eucariotes també havia eda dexrita la interaccid6 amb  Bacillus
stearothermophilusi E. coli (BiogenesisLtd. Antibody datasheet).

Com es pot veure en la figura 4.16, no gpareix hibridacio dgnificativa amb cap
banda proteica de les diferents fraccions de membranes assgjades. En €s carrils 21 9
sorgeixen les bandes corresponents a una mostra purificada de GAPDH de cd-lules de
teixit muscular de conill (Sigma, G 0763), d'un p.m. de 36 kDa (es tracta d'un tetramer
amb 4 subunitats d'idéntic p.m. que se separen en una electrofores desnaturalitzant)
(Bode et al., 1975), emprades com a control de |'assaig. La resta de carrils, des dd 3r
fins d 8¢ corresponen a les fraccions subcd-lulars de membrana plasmética de les
mateixes modres, | en identiques condicions que hem vig en I'assag dactivitat
enzimatica, és a dir: CECT 4100 control, CECT 4100 2,5 % SO,, CR1 control, CR1 2,5
% SO, Vitilactic control i Vitilactic 25 % SO,, respectivament. Tot i aixi, en d
recorregut corresponent a la modtra Vitilactic control, Sintueix una banda molt
lleument tenyida a la mateixa dcada que ds controls, i I'explicacio podria ser que es

tractés no pas de la proteina sobreexpressada —e p.m. de la qua no shi correspondria—
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siné de I'enzim glucadlitic que, de forma residud, podia haver-se associat a la fraccio de
membrana

Amb tot, cal remarcar que, en consultes posteriors en les bases de dades
bioinformatiques disponibles on-line, es va comprovar que la segiiéncia immunogenica
de I'epitop de GAPDH contra la qual mostrava especificitat I'anticos emprat, per bé
que representava la regio més conservada de GAPDH d’huma i ratoli, no mostrava cap
percentatge d'identitat amb la sequiencia completa dE. coli
(www.expasy.ch/sprot/hamap/hamap_gat.html). Caldria, per tant, disposar d'un anticos

primari especific d'una GAPDH d origen bacteria per poder arrodonir I'estudi reditzat,
anticos que no etava disponible comercidment en d moment que es reditzaren

aquests assags.

pm. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
(kDa)

216
132
78 -

457 -

<4— 36 kDa
325
18,4

7,6

Figura4.16. Immunoassaig Western blot de les diferents fraccions cd-lulars de les 3
soques d'estudi d’O. oeni en presencia de I’anticos policlonal contra GAPDH: 1) i 10)
marcador de p.m., 2) i 9) control positiu (GAPDH de conill) , 3) CECT 4100 control, 4)
CECT 4100 2,5 % SO, 5) CR1 control, 6) CR1 2,5 % SO», 7) Vitilactic control i 8)
Vitilactic 2,5 % SO,
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4.2.4. Estudi del’expressié genicad’ Hspl8 en la soca tipus CECT 4100

Com sha vig en l'sgpata 4.2.1, ds pefils dectroforétics de la fraccio de
membrana de les tres soques estudiades només mostraven sobreexpressid sgnificativa
d'una banda a voltant dels 18 kDa en d cas dd xoc térmic, i en menor intengitat, en
presenciad’ etanol a 12 %, estudiats en CECT 4100 com asocatipusi en CR1.

Guzzo et al. (1997) indicaren que la proteina Lol8 era induida en preséncia de
diferents classes d'edtrés (pH acid i concentracions elevades d etanol, a part dd xoc
termic) i, segons Jobin et al. (1997), I'express6 semblava regulada a nivel
transcripciona, com succeelx en la mgoria de gens descrits que codifiquen Hsps
(Narberhaus, 2002). D’dtra banda, e€ls mateixos autors comprovaren que Lol8 es
trobava associada periféricament a la membrana citoplasmética i que sedimentava
parcidment amb la fraccid de membrana gracies a aquesta associacid. En presencia
durea 0 de substancies basiques, s olubilitzava, fet que suggeria una interaccio
proteina-proteéina amb altres proteines associades a membrana. A partir dels resultats
obtinguts, Jobin et al. (1997) hipotetitzaren que Lol8 edaria involucrada en €
manteniment de la integritat de membrana en condiciors d'estres. Cal afegir, a mes,
que en condicions normas de creixement, €s nivells tant de proteéina com d mRNA
d’'hspl8 eren inexigents, per la qua cosa deduiren que hspl8 no es tracta d'un gen
d'expressé conditutiva (gen constitutiu), a diferencia de la mgoria de gens hsps
descrits fins ara, que S expressen també en absencia d'estrés | sovint sOn necessaris per
d crexement cd-lular (Straus et al., 1987; Narberhaus, 2002). Magrat aixo, com es pot
veure en les figures 4.8 a 4.12, sembla que en les ondicions d'incubecié utilitzades en
€s nodres experiments, s que apareixia un cet nivel basd daguesta proteina
Independentment del contacte 0 no amb agents estressants.

Mitjancant Northern blot, Guzzo et al. (1998) van detectar certa expresso del gen
hspl8 en concentracions molt elevades de SO, (60 mg/l), ben inferior pero, ds nivels
descrits en cd-lules sotmeses a xoc térmic de 42°C. A concentracions inferiors de SO;
(30 mg/l) tampoc van ser capacos de detectar cap mena d’ expressio. Aquestes dades, |
e fet que ds maexos autors, uns anys abans, haguessn comprovat que en
concentracions moderades d'etanol (10 %) tampoc es detectava la proteina Lol8
(Guzzo et al., 1994), fan pensar que, S bé Lol8 es tracta d’'una smHsp que S expressa

clarament en condicions de xoc termic i que possblement intervingui en les respostes
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genériques d'estres, requereix que aguestes dSguin drastiques perqué Sexpress de
forma dgnificativa Per comprovar, doncs, § hi havia induccié dd gen d'hspl8 en
dgunes de les condicions d'estrés estudiades, en € nostre trebal, sobre |'efecte de
I’ATPasa i la sintes de proteines, i en quina magnitud es produia aguesta induccio, es
reditzaren assaigs per quantificar s nivels dmRNA dd gen en diferents condicions
mitjangant RT i PCR semiquantitativa, una combinacio de dues técniques que permet
quantificar nivells baixos de transcrits cd-lulars ja que és més sensble que d Northern
blot, tecnica aguesta Ultima respecte a la qud incrementa I'eficiencia d hibridacié |
redueix €els riscos de degradaci6 de I'RNA (Ambion Technica Bulletin, # 500;
Grintzig et al., 2001).

Disseny dels encebadors per al’amplificacié del gen dereferencia

Préviament, cdia desgnar un gen de referencia respecte d qud indicar ds nivels
d'expressd de gen problema (normditzacid). All0 que ens interessava no eren ds
vaors absoluts de quantitat de transcrit, Snd les diferencies reatives en abundancia
d mRNA entre les diferents mosires, que permeten obtenir resultats comparaius més
ttils dhora dinterpretar-los (Kdlog et al., 1990; Zhang i Byrne, 1999). El gen de
referencia, 0 conditutiu, havia de complir una série de condicions, principdment que
I’expressid fos condtant i independent de factors d'edtrés externs i que les eficiencies de
sintes de cDNA i damplificaci6 PCR d'aguest cDNA fossn, sné idéntiques, s molt
amilarsalesdd gen problema (en & nodtre cas, hspl8) (Ferre, 1992).

Per determinar I'expressié geénica tempord en bacteris, fins ara ha edat forca
emprada la quantificacio de 16S rRNA com a referencia (Cheung et al., 1994; Mathews
et al., 1999, Goerke et al., 2001), ja que compleix bé la funcié de control endogen i
permet normditzar les diferéncies en la quantificacio per modificacions de I'eficiencia
dRT i I'estat dd cDNA. Mitjancant una cerca en les bases de dades de I'EMBL
(European Molecular Biology Laboratory), es revisaren tots ds fragments de seqliencia
de 16S rRNA publicats fins a la data (gener de 2002) per a les diverses soques d O.
oeni i es reditza un dineament mlltiple de seglencia mitjancant I'gplicacié ClustaW
(vers6 1.81; Higgins et al., 1996) de I’EMBL, amb |’ objectiu de determinar quina era la
regid més conservada, la qual es prendria com a motlle per dissenyar ds encebadors per
alaPCR quantitativa
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CLUSTAL W (1.81)

enbl _OOE297751
enbl ~O0E297752
enbl _OOE297753
enbl _OOE297756
enbl _OOE297757
enbl_ OOE297760
enbl _OOE297758

enbl _COE297751
enbl _00E297752

enbl_ OOE297753
enbl _OOE297756
enbl _OOE297757
enbl _OOE297760
enbl _OOE297758

enbl _OOE297751
enbl _OOE297752
enbl _00E297753
enbl _00E297756
enbl _00E297757
enbl _00E297760
enbl _OCE297758

enbl _O0E297751
embl _OOE297752
enbl _O0E297753
enbl _O0E297756
enbl _OCE297757
enbl _O0E297760
enbl _O0E297758

enbl _OCE297751
embl_OOE297752
enbl _OCE297753
embl_OCE297756
enbl _OCE297757
enbl _O0E297760
enbl__OOE297758

enbl _OOE297751
enbl_ OOE297752
enbl _00E297753
enbl _00E297756
enbl _OOE297757
enbl “00E297760
enbl _00E297758

enbl _OOE297751
enbl _OOE297752
enbl _OOE297753
enbl _OOE297756
enbl _OOE297757
enbl _OOE297760
enbl _OOE297758

mul ti pl e sequence alignnment

TGAAAACTTTCTCTGAATTCAGT TATTCTTCCCTTACAACAGT CCTTTACGACCOGAAAG 60
TGAAAACTTTCTCTGAATTCAGI TATTCTTCCCT TACAACAGT GCTTTACGACCCGAAAG 60
TGAAAACTTTCTCTGAATTCAGI TATTCTTCCCTTACAACAGT GCTTTACGACCCGAAAG 60
TGAAAACTTTCTCTGAATTCAGT TATTCTTCCCTTACAACAGT GCTTTACGACCCGAAAG 60
TGAAAACTTTCTCTGAATTCAGI TATTCTTCCCT TACAACAGT GCTTTACGACCCGAAAG 60

- - AAAACTTTCTCTGAATTCAGI TATTCTTCCCT TACAACAGTGCT TTACGACCCGAAAG 58

TGAAAACTTTCTCTGAATTCAGT TATTCTTCCCTTACAACAGT GCTTTACGACCCGAAAG 60

R R S S S R R S S S R R S T R R R S S O R O

CCTTCATCACACACGOGECGTOGRCTCOGT CACACT TTOGTGCATTGCGGAAAATTCCCTA 120
CCTTCATCACACACGCGECGTCECTCOGT CACACT TTOGTGCATTGOGGAAAATTCCCTA 120
CCTTCATCACACACGOGECGT CGCTCCGT CACACT TTCGTGCATTGOGGAAAATTCCCTA 120
CCTTCATCACACACGOGE0GT CECTCOGTCACACT TTCGTGCATTGCGGAAAATTCCCTA 120
CCTTCATCACACACGOGECGT CGCTCCGT CACACT TTCGTGCATTGOGGAAAATTCCCTA 120
CCTTCATCACACACGCGECGTCGCTCOGT CACACT TTOCGTGCATTGOGGAAAATTCCCTA 118
CCTTCATCACACACGOGE0GT CGCTCCGT CACACT TTCGTGCATTGOGGAAAATTCCCTA 120

R I S S I S O I O O R S O R S R S O R R

CTGCAGCCT CCCGTAGGAGT TTGGGCAGT GT CTCAGTCOCAATGT GBOCEE0CAGICTCT 180
CTGCAGCCTCCCGTAGGAGT TTGEECAGT GT CTCAGTCCCAAT GTGEOCGECCAGTCTCT 180
CTGCAGCCTCCCGTAGGAGT TTGEECAGT GTCTCAGT CCCAATGTGECCGECCAGICTCT 180
CTGCAGCCTCCCGTAGGAGT TTGGEGCAGT GT'CTCAGT CCCAATGTGEO0GE0CAGICTCT 180
CTGCAGCCTCCCGTAGGAGT TTGEECAGT GTCTCAGT CCCAATGTGECCGECCAGICTCT 180
CTGCAGCCTCOOGTAGGAGT TTGEECAGT GTCTCAGTOCCAATGT GEBOCGECCAGICTCT 178
CTGCAGCCTCCCGT AGGAGT TTGGEGECAGT GT CTCAGT CCCAAT GTGE00GEE0CAGICTCT 180

R S I O S I R O S O

CAACTCGGECTACGCATCATTGCCT TGGTAGECT TCTACCCTACCAACAAGCTAATACGCC 240
CAACTCGECTACGCATCATTGCCTTGGTAGGCT TCTACCCTACCAACAAGCTAATACC 240
CAACTCGGECTACGCATCATTGCCT TGGTAGECT TCTACCCTACCAACAAGCTAATACGCC 240
CAACTCGGECTACGCATCATTGCCT TGGTAGECT TCTACCCTACCAACAAGCTAATACGCC 240
CAACTCGECTACGCATCATTGCCT TGGTAGECT TCTACCCTACCAACAAGCTAATACEC 240
CAACTCGECTACGCATCATTGCCT TGGTAGECT TCTACCCTACCAACAAGCTAATACGCC 238
CAACTCGGECTACGCATCATTGCCT TGGTAGECT TCTACCCTACCAACAAGCTAATACGCC 240

IR S O O S S I R O S O O

GCAAGACCAT CCTCTAGCGATCCAAAAGCGACCT TTCAAACAGATCACATGTGTGATTTGT 300
GCAAGACCAT CCTCTAGCGAT CCAAAAGGACCT TTCAAACAGATCACATGTIGTGATTTGT 300
GCAAGACCAT CCTCTAGCGATCCAAAAGCGACCT TTCAAACAGATCACATGTGTGATTTGT 300

GCAAGACCATCCTCTAGOGATCCAAAAGGACCT TTCAAACAGATCACATGIGTGATTTGT 300
GCAAGACCAT CCTCTAGCGATCCAAAAGCGACCT TTCAAACAGATCACATGTGTGATTTGT 300
GCAAGACCAT CCTCTAGCGATCCAAAAGCGACCT TTCAAACAGATCACATGTGTGATTTGT 298

GCAAGACCATCCTCTAGCGATCCAAAAGGACCT TTCAAACAGATCACATGIGTGATTTGT 300

R S S S S O

TGITACGCGGTATTAGCATCTGI TTCCAAATGI TATCCCOCACTAAAGGECAGGT TTCTT 360
TGTTACGCGGTATTAGCATCTGI TTCCAAATGT TATOCOOCACTAAAGEECAGGTTTCTT 360
TGITACGCGGTATTAGCATCTGI TTCCAAATGI TATCCCOCACTAAAGGECAGGTTTCTT 360
TGITACCCGGTATTAGCATCTGI TTCCAAATGI TATCCCOCACTAAAGCECAGGTTTCTT 360

TGTTACGCGGTATTAGCAT CTGI TTCCAAATGT TATOOOOCACTAAAGEECAGGTTTCTIT 360
TGITACCCGGTATTAGCATCTGI TTCCAAATGI TATCCCOCACTAAAGCSECAGGTTTCTT 358
TGITACGCGGTATTAGCATCTGI TTCCAAATGI TATCCCOCACTAAAGGECAGGT TTCTT 360

R R I S R R T R R R R R R

ACGTGTTACTCACCAGT TCGCCACTCTAGT CATTGCCTCACTTCACCCGAAGGA 414
ACGTGTTACTCACCAGTTCGCCACTCTAGTCATTGCCTCACTTCACCCGAAGGA 414
ACGTGTTACTCACCAGTTCGCCACTCTAGTCATTGCCTCACTTCACCCGAAGGA 414
ACGTGTTACTCACCAGT TCGCCACTCTAGTCATTGCCTCACTTCACCCGAAGGA 414
ACGTGTTACTCACCAGTTCGCCACTCTAGTCATTGCCTCACTTCACCCGAAGGA 414
ACGTGTTACTCACCAGT TCGCCACTCTAGT CATTGCCTCACTTCACCCGAAGGA 412
ACGTGTTACTCACCAGTTCGCCACTCTAGTCATTGCCTCACTTCACCCGAAGGA 414

R R R I I I R R R I I I R I I I

Figura4.17.

Alineament de fragments de sequiéncia 16S rRNA d' O. oeni.
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Existeixen dos subgrups de fragments de seqiéncies en funcid de la llargada: un
ddls, format per 8 seqiencies a voltant dels 1450 pb corresponents a 8 soques d'O.
oeni diferents (Yang i Woese, 1989; MartinezMurcia i Coallins, 1990 i Mori 1994), i
I’adtre, també format per 8 fragments més curts, d’'uns 400 pb, corresponents a 8 soques
diferents i seqlienciats per Felhmann (2000). L’adineament de la regié dd segon grup
mostra un dt grau d’homologia entre totes les seqiencies (veure figura 4.17), per la
qual cosa es va consgderar que era € fragment de seqiéncia optim a partir del qud
dissenyar els encebadors.

Per d disseny des encebadors, es va fer Us de I'eina informatica PrimerExpress™
(vers6é 15, ABI PRISM™ i Applied Biosystems), que incorpora una sgérie de
parametres i normes que han de complir es encebadors compatibles amb la PCR
quarntitetiva en I'gpadl Gene Amp 5700 Sequence Detection System (Applied
Biosystems), quan es donen les segiients condicions de termociclacio:

50°C, 2 min/ 95°C, 10 min/ 40 cicles: 95°C, 15 s, 60°C, 1 min.

En la seglient taula s indiquen els parametres que han de complir s encebadors.

Taula4.6. Parametres més importants que han de complir s encebadors per a la PCR
quantitetiva

Tmentre58i 60°C
Longitud optima: 20 pb
Diferenciade T, dels dos encebadors inferior a 2°C.

No més de 3 basesigualsjuntes.

g M~ w NP

No mésde 2 G juntes per evitar dimers d’ encebadors. Si hi ha dimers
queimpliquen A i T no hi haproblema, perqué es dissociaran a 60°C.

6. Més A/T que C/G ales Ultimes cinc bases de |’ extrem 3’

A banda, cdia que ds encebadors complissin dtres condicions sempre que fos
possible, indicades en lataula 4.7.
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Taula4.7. Condicions addicionds que han de complir els encebadors i I'amplicd
per alaPCR quantitativa.

7. Percentatge de G/C el més proper possiblea50 % i similar entre|’ encebador 5'-3' o
forward (F) i d 3'-5' oreverse (R) i amb I’amplico.

8. GoCal'extrem 3 per afavorir unaunié fortaa lloc d'inici de la polimeritzacio.
Tmmolt similars del's dos encebadors per afavorir que tinguin eficiencies similars.

10. Absencia de seqiiencies palindromiques per evitar dimers d’ encebadors o, de forma
addicional, estructures secundaries.

11. Distribucié homogeénia, sobretot de C/G.

| per dltim, I'amplicd hauriade complir:
1. Tmmaximade 85°C.

2 Longitud entre 50 i 150 pb.

3. % G/C proper a 50 %.
4

Abseéncia d’ homopolimers per evitar estructures secundaries.

Introduida la segliencia de trebal en I'gplicacié PrimerExpress™, van apareixer
200 resultats per defecte —0 menys en dguns casos- que @ programa havia trobat que
complien les 6 condicions de la taula 4.6, ordenats de menor a mgor penalty (index de
vaoracio intern ddl programa, que té en compte € conjunt de parametres esmentats).

Cdia revisar un per un €es padls dencebadors proposats, perque complissn,
sempre que fos possble, les condicions suggerides en la taula 4.7. S cagp ddls les
complia completament, es modificava lleugerament I'opci6 més propera a |'optim
(escurcant una o dues bases, fixant només la seqiencia d’'un dels encebadors, etc.) i es
tornava a sotmetre a I'adgoritme dd programa, fins que sobtenia una configuracié del
pard| d’ encebadors per compromis de parametres.

En € casdd 16SrRNA, aguest és d parell d encebadors sdleccionats:

Taula4.8. Encebadors sdleccionats per a PCR quantitativa del gen 16S rRNA.

Codi Seqguencia Longitud (pb) Tm (°C) % GC
F 5’ cgacccgaaagccttcatc 3' 19 59 58
R 5 cgcaatgcacgaaagtgtg 3 19 58 53

Com es pot veure en la taula 4.8, les seqliencies compleixen les condicions
anteriorment esmentades, s bé en @ cas de I'encebador R hi ha més G que A/T ales
Ultimes cinc bases de I'extrem 3, fat que podria facilitar la formacié de dimers i
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comprometre € bon funcionament de la PCR quantitativa, per bé que no fou possible
obtenir una combinacié millor a partir de la seqliencia consens de 16S rRNA emprada.

Per tal d'esvair es dubtes sobre la possbilitat de formacié de dimers, es va recorrer
a I'golicacio informatica Amplify 1.2. (© B. Enges, 1992), la qua permet comprovar
les seqliencies dels productes finds tedrics d'una reacci6 de PCR a patir de la
sequencia motlle 1 dels encebadors. El resultat mostrava que només havia d gparéixer
un sol producte find de reaccio, de 61 pb (corresponent a I'amplicd esperat), i que €
risc de formacié de dimers d' encebadors no era significatiu.

Ara, Unicament cdia esbrinar 9§ ds encebadors de la taula 4.8 es podien hibridar
amb dgun dtre dds fragments de seqiéncia d'O. oeni publicats a les bases de dades.
Com que, malauradament, encara no es digposa de la seqliencia completa del genoma
d' O. oeni, per reduir d maxim € grau d'incertesa que aix0 pressuposa, es \areditzar
una cerca d’homologia de la seqiencia dels encebadors contra tota la biblioteca de
sequéncies  disponibles de procariotes en les bases de dades, mitjangant I'eina
informética FASTA (Pearson, 1990; versé 3.3t09 Maig 18, 2001). Afortunadament, no
es va detectar cgp homologia dgnificativa amb cap dtra sequéncia, de forma que
podiem pensar que I'amplicd que es formaria en la PCR correspondria Unicament a del
gen destudi (tot i que no es mostren, s parametres de I'amplicod resultant se cenyien
dsedablertsenlataula4.7).

Disseny dels encebadorsdel gen problema, hspl8

La seqliencia d' hspl8, de 700 pb, fou determinada per Jobin et al. (1997) i estroba
publicada en les bases de dades de I’ EMBL (GenBank).

Es va seguir la mateixa metodologia que en d cas de 16S rRNA per dissenyar €
parell d encebadors per a la PCR quantitativa d hspl8. En la taula 4.9 es pot observar €

resultet.

Taula4.9. Encebadors sdleccionats per a PCR quantitativa del gen hspl8.

Codi Seqguencia Longitud (pb) T (°C) % GC
F 5’ tgggcaacttgatgaacaactt 3 22 58 41
R 5’ ttatgccgggceactttee 3 18 58 56
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Tot i que no es tracta d'una opcio6 ided, si que és la millor opcid possible, ja que la
resta de combinacions obtingudes, adgunes amb penditzacions més baixes, no complien
regles essencids, com que & nombre de Gs juntes no fos superior a dos o la proporcié
de G/C i T/A. Els possibles inconvenients dels encebadors de la taula 4.9 serien que F
no acabaper G o Ci qued % de G/C s dlunyalleugerament del 50 %.

Pe que fa a la prediccio de productes de PCR amb I’Amplify 1.2., tampoc se'n
dedueix la formacié de productes secundaris o dimers d encebadors, mentre que la
confrontacié de la seqiéncia d'F i R amb les bases de dades (GenBank) de procariotes,

atravésdel FASTA, no indicava hibridacié amb cap sequiéncia coneguda.

Disseny experimental d’aplicacio de les condicions d’ estres

Les condicions d'estrés seleccionades per a I'estudi de I'expressé genica en CECT
4100 foren d xoc teérmic a 42°C (1 h), com a control positiu de I'expressd d hspls8;
presencia de 5 mg/l de C12, coure en concentracions de 20 mg/l i SO, amb un 2,5 % de
forma molecular activa, SO,.H,O. Es tracta de condicions |'efecte de les quds ja ha
edat estudiat en es dtres apartats d'aguest trebal, sobre I'activitat ATPasa i les
modificacions dels perfils proteics de la fraccié de membrana, i respecte a les quas hi
ha poques dades representatives de com indueixen la sintes proteica i, en concret, la
d'una proteina d' estrés com Lo18.

Les mostres estudiades corresponen a 3 i 24 hores de creixement d'un cultiu
inoculat en MRSFM en un percentatge eevat, de forma que la DO inicid es trobés d
voltant de 0,5 (equivalent a unes 3-10° UFC/ml). Aixi doncs, la mostra corresponent a 3
h de creixement seria representativa de la resposta adaptativa del cultiu en condicions
exponencials, mentre que la corresponent a 24 h ho seria de I'inici de fase estacionaria.
A més, en tractar-se de xocs d estres de caire quimic (i ho pas fisc, com seria @ cas dd
control a 42°C), es va condderar adient prolongar es temps dexposicié a les

condicions d’ estrés per damunt d’ 1 hora.

RT-PCR del’RNA total aillat deles diferents mostres

Cdia que € metode de retrotranscripcio seleccionat permetés reditzar una RT amb
la maeixa eficencia, tat per d gen endogen com per d gen problema
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independentment de la quantitat proporciona en que es trobés cadascun d'éls en
I’'RNA totd i dd tipus de seqiéncia o d'estructura secundaria de seu mRNA. D’entre
els tres métodes descrits fins ara, es va seleccionar @ de random hexamers, o hexamers
inespecifics, mentre que ds dtres dos (oligodTs i gene-specific primers [GSP] ) van ser
descartats, principament perque en € cas dd métode doligodTs aguest només era
aplicable en cd-lules eucariotes, on 'mRNA s que presenta les cues de 3' poliAs, i en
el cas dd méode GSP, aguest no era aconsdlable perqué facilment podia introduir
devades diferencies d'eficiencia i rendiments varicbles entre la retrotranscripcié  del
gen endogen i del gen problema.

Amb d méode dds hexamers inespecifics, Saconsegueix que qualsevol mMRNA
sgui un motlle potencid per a la retrotranscriptasa, | €ls encebadors en la PCR
quantitetiva conferiran  |'especificitat necessxria  perqué  samplifiquin - només  les
sequencies d'interes d’ entre @ conjunt de cDNA sintetitzat.

En base a les indicacions dd protocol per a la Transcriptasa MultiScribe™ Reverse
dApplied Biosysems (veure també |'apartat 3.7.9.1 de Materials i Méetodes) es va
fixar la concentraci6 d'RNA totd en la modra per retrotranscriure en 10 ng/mi, de
forma que la quantitat total ' RNA es convertis en cDNA, en trobar-se per sota de la
concentracio saturant per a I'enzim retrotranscriptasa. Per aix0, un cop determinada la
concentracid6 d'RNA extret en cada mostra (veure métode dextraccio en | apartat
3.8.3), aguesta es vadiluir amb H,O hidestil 1ada lliure d RNAases, finsa 10 ng/m.

Una vegada finditzada la reacci6 d RT-PCR, € cDNA resultant de les diferents
mostres podia ser sotmes a PCR quantitativa, prévia dilucio, perque la concentracio de
DNA estrobés dins del rang de larecta patr6 dissenyada.

Quantificacio del productede PCR

El programai dd Gene Amp 5700 Sequence Detection System (Applied
Biosysems) peme fer un seguiment en temps red dd senyd acumulaiu de
fluorescéncia (a 485 nm) emés per les molécules de SYBR® Green | unides d DNA
que es va formant. Es tracta dun senyd que Sexpressa numericament amb €
parametre ?R,, @ qua representa la intendtat de fluorescencia normditzada respecte a
una referéncia passiva present a tampd de reaccio, i que és directament proporciond a
la quantitat d'un cDNA determinat en la mostra. La referencia passiva és un colorant
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gue no paticipa en la reaccié d'amplificacio | d senyd que emet serveix com a
referéncia interna respecte a la qua I'emissé dd complex DNA-SYBR® Green | pot
s normditzada, esmorteint aixi les fluctuacions de fluorescéncia causades per petites
modificacions en les concentracionsi €s volums de reaccio.

Ara bé d paamere que habitudment Sempra com a mesura quantitativa del
producte de PCR és G (threshold cycle), que es refereix d vaor fraccionari del cide
(C) a patir dd qud es detecta un increment sgnificativament estadistic d ?R,, i que de
forma grdfica representa  moment en que la corba ?R,/C inicda una evolucid
exponencid, tad i com es pot veure en la figura 4.18. Segons Heid et al. (1996), d vdor
de Cr sassgna de forma arbitraria en base a la varigbilitat de la linia de base de la
corba esmentada (veure la mateixa figura 4.18), per bé que € protocol d Applied
Biosystems aconsdlla designar com a Cr d vador més bax a patir de qua la corba
?R,/C presenta d maxim pendent. L’avantatge que gporta la mesura indirecta de Cr
respecte la directa d'?R, és que amplia d rang de concentracions d'assaig i permet
elaborar rectes patrons de 4 o 5 rangs decimas, mentre que de I'dtra forma no se
superarien es 3 rangs decimds (Heid et al., 1996). Aixi, els vdors de Cr obtinguts per
a cada mostra poden ser comparats amb una recta patr6é resultant de la regressié lined

delsvaors Cy corresponents a quantitats conegudes de DNA (Griintzig et al., 2001).
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Figura 4.18. Representacio de la corba ?R,/C i dd llindar dR, exollit per a la
determinecié de Cr, per d gen 16 S (corba verda) i per d gen hspl8 (corbes blava i
vermella, que representen un duplicat).
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Selecci6 dela concentracio d’ encebador s

Abans de quantificar s nivells de transcrit de cada mostra, sassgjaren diferents
concentracions de cadascuna de les parelles d'encebadors, per td doptimitzar la
concentracidé minima  necessaxria per obtenir d maxim rendiment de producte de PCR
que permetés una bona lectura de G i evitar la formacid de productes secundaris que
podrien emmascarar o interferir en la quantificacié, com ara ds dimers d’ encebadors o
dtres amplificacions inespecifiques.

Com es pot veure en la taula 4.10, els valors més baixos de Gr s obtenien amb 300
nM per a ambdos encebadors, per la qual cosa es va optar per trebalar amb aquesta
concentracié per assegurar d maxim I'eficencia de PCR sense que la quantitat
d encebador present en la mecla de reaccio fos un factor limitant, tot i que, com
sSobsarva en la maeixa taula, €s nivells de G NAC i Ct NTC son més devas S s
comparem amb s que s obtenen per a 200, 100 i 50 nM. En € cas dds controls NAC
(No Amplification Control) poden ser-hi presents restes de DNA genomic, fet que
explicaria €s vdors de Cr NAC rdativament dts, mentre que ds vaors des controls
NTC (No Template Control) serien consegiiencia, principdment, de la inespecificitat
que incorpora & SYBR® Green |, ja que s adhereix a qualsevol producte secundari de
DNA, i com més devades sguin les concentracions d encebadors, € risc de formacio
d aguests subproductes augmenta (Morrison et al., 1998).

Mdgra tot, com que s caculs es refereixen sempre a nivells d'expressio rddiva
respecte un gen conditutiu (16 S), d'expressd gairebé identica e totes les condicions,
Sha optat per introduir una correccié en es vaors de concentracio inicia de cDNA que
consgeix en substreure d vaor de concentracio de cada mostra, resultant d'interpolar
Cr en la recta patrd, la concentracié tedrica del control NAC corresponent. D’dtra
banda, a efectes practics no caddria consderar aguesta correccio, ja que les
concentracions assignades as controls NAC son, pel cap baix, de 3 ordres decimas
inferiors a les concentracions reals de cDNA de les modires, i d percentatge d' error que
implicarien srianegligible.
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Taula4.10. Vaors de Cy obtinguts en €s assags per determinar la concentracio
d encebadors optima per ala PCR quantitativa.

Concentracio 16S hspl8
encebadors (nM) Cr Cr NAC | Gt NTC Cr Cr NAC | Gt NTC
300 141 21,83 231 22,465 | 26,325 | 31,395
200 14,425 23,62 30,41 22,68 26,32 31,51
100 15,135 24,30 32,870 23,05 27,015 | 33,825
50 17,255 28,98 35,09 25,155 29,25 35,67

Corba de dissociacio dels productes de PCR

Un aspecte addiciond que cdia comprovar era la corba de dissociacio dels
productes de PCR, també en temps red, ja que és & millor indicador per conéixer 9 es
forma mgoritariament un Unic producte damplificaci6 i 9 aguest correspon a
I"amplificat destjat, és a dir, que ds encebadors emprats s han hibridat correctament a
la sequiéncia diana. Aquesta corba de dissociacio es defineix com la representacid de la
derivada negativa del senyd de fluorescéncia dependent de la temperatura, respecte la

mateixatemperatura: -(dF/dT)/T (Morrison et al., 1998; Hiratsuka et al., 2001).

J(dFidTIT
[
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Temparatura ["C)

16S hsp18

Figura 4.19. Corbes de dissociacidé corresponents a 16S i hspl8, reditzades per
duplicat.
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Com es pot veure en la figura 4.19, per a ambdds gens en estudi gpareix, clarament,
un sol producte d amplificat mgoritari, corresponent a la seva Tr: en @ cas de 16S,
I'amplicd tindria una Ty, tedrica de 83,5°C, mentre que hspl8, de 82°C. El senyd de
fons que es detecta en es controls NTC seria aribuible as productes inespecifics que
en la corba es mostren com a una linia base irregular, amb nombrosos pics de petita
midaentreels 62 i 80°C.

Disseny delarecta patr6

Ja sha ingnuat més amunt la necessitat de generar una recta patr6 a partir d'una
sie de dilucions d'una mostra de referencia per poder interpolar-hi les mesures
d amplificacio generades per les mostres en estudi. Com a mostra de referéncia es va
sdeccionar  DNA genomic de CECT 4100, ja que inclou la seqiéncia diana dels dos
gens, 16Si hspl8.

El segon objectiu que preteniem amb la recta patré era acabar de vaidar la bondat
dels encebadors per a ser utilitzats en I’ experiment; és a dir, que a part d oferir rectes de
dissociacié amb un Unic pic, permetessin |'obtencié d'un rang de lineditat de la recta
patré que es trobés entre 4 i 5 magnituds decimals de concentracio.

Com es pot veure en les figures 4.20 i 4.21, tots dos objectius S assoleixen en
obtenir corbes linedls en e rang de concentracié de 4-102 a 4-10°° ng/m (corresponent a
0,1-1-10* ng) amb uns coeficients de corrdacid devats (0,9987 per a la recta de 16S i
0,9978 per a la d'hgpl8). Tot i que no sindiquen, les correlacions de regressio per a 5
graus de magnitud (1 a 1-10“ ng de cDNA) també son forca eevades, de 0,9941 i
0,9926, respectivament.

Un dtre aspecte que ca destacar son ds pendents tan similars de totes dues rectes,
que indiquen que I'eficiencia d'amplificacié per ds dos gens és equiparable, fet que
relativitza la importancia de les rectes patrons en € nostre cas, ja que la proporcié entre
el nombre de molecules de cDNA de cadascun dels dos gens i € senyd de

fluorescéncia que emeten es manté congtant d Ilarg del rang de ng de la recta patro.

129



Resultatsi discussio
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Figura4.20. Recta par6 per d Figura4.2l. Recta pardé per 4
gen de referencia 16S, obtinguda per gen de referencia hspl8, obtinguds
amplificacié quantitetiva a partir dels per amplificacié quantitativa a partir
encebadors dissenyats. dels encebadors dissenyats.

Expressio relativa del gen hspl8 en les condicions d’ estr és estudiades

Un cop es disposava dels encebadors adequats i es coneixia € rang de la recta patrd
en d qua podiem trebdlar, es comprova I'increment d’expressd d' hspl8 en front d'un
Xoc térmic descrit per Jobin et al. (1997) per mitja de Northern blot. Tant les mostres
de cultiu de 3 h'i de 24 h, un cop sotmeses a xoc termic durant 1 hora, mostraven uns
nivells de transcrit clarament superiors ds dels controls corresponents (taula 4.11), que
en d cas de les cdlules en plena fase exponencid de creixement (3 hores), suggereixen
un factor d'inducci6 de 50 respecte d control. Aquests resultats savenen amb ds
gportats per Narberhaus (2002), segons € qua la mgoria d'Hsps descrites responen
amb induccions de 2 a 100 vegades € nivell de mRNA, s bé & mateix autor comenta
resultats molt recents en qué les smHsps demostren una cepecitat d expressé en
condicions d'estres més eevada que les dtres Hps, en aguns casos fins a factors
dinducci6 de 300, com en E. coli, detectats per mitja d'expressé en pefils de
microarrays en € cas dels gens ibpA i ibpB, que codifiquen per a les respectives a-Hsps
(Richmond et al., 1999).
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Taula4.11. Nivelsd expressio relativade gen hspl8 en condicions de xoc térmic.

Tostra ng/ul (recta patro) Normalitzacio | Expressd | Expressio
16S hspl8 hspl18/16S relativa (a) | relativa(b)
C3h 1,21410" | 3,79-10° | 3,12210° 1,0
3h,xoctérmic | 1,06410" | 1,648-10° | 1,549.10" 49,6
C24h 1,135.10" | 2,322:10" | 2,046-10°° 1,0 0,65
24 h, xoctérmic | 1,236-10" | 1,145:10° | 9,267-10° 453 29,7

(*) Xoc termic aplicat durant 1 horaa42°C.

(8 Expressio relativaalamostracontrol corresponent al mateix temps de creixement.

(b) Expressio, de cél-lules cap al final de la fase exponencial, relativa a la mostra control corresponent
al cultiu de 3 hores.

En les grafiques seglients, figures 4.26 i 4.27, es pot observar que la resposta
d expressé genica d'O. oeni sotmeés a les condicions d' estres esmentades, en preséncia
de C12, coure i SOy, no és ni molt menys comparable a la que té lloc en d xoc termic.
Unicament, en la resposta de cdl-lules en fase exponencid de creixement en contacte
durant 3 hores amb una concentracio de 20 mg/l de coure (Cu 3 h) d factor d'induccié
augmenta lleugerament, d voltant d'1,5. En canvi, en cdlules en d mateix eda de
creixement, la induccié es veu molt lleument reprimida quan Sincuben en presencia de
5 mg/l de C12, i clarament inhibida quan I'agent d'estrés és d SO, (2,5 % SO,.H,0).
Les cd-lules incubades durant 24 hores mosiren unes tendéncies smilars excepte en €
cas dd coure, amb uns nivells de transcrit rdativament inferiors fins i tot ds de C12,
aquests Ultims equiparables as dd control. Cd comentar, també que I'expressd
d hspl8 en € control de 24 h (C 24 h) representa un 0,6 de |’ expressié en € control a 3
h (C 3 h) (veure taula 4.11, Ultima columna), per la qua cosa es podria deduir que les
cdlules que es troben en plena fase de creixement exponencid gaudirien d'una
capacitat d'expressd d'hspl8 lleugerament superior, independentment de quines fossin

les condicions d’ estres.
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Figura4.22. Expressé génica reativa d'hspl8, en cd-lules en fase exponencid
de creixement, de la soca d'O. oeni CECT 4100 en les condicions control (C 3 h) i
en presénciade C12, coure (Cu) i SO,.
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Figura 4.23. Expressé génica relativa d'hspl8, en cdiules d find de la fase
exponencid de creixement, de la soca CECT 4100 d'O. oeni en les condicions

control (C 24 h) i en presencia de C12, coure (Cu) i SO;.
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Tanmateix, ds resultats corresponents a les incubacions durant 3 i 24 h de
creixement no son totalment comparables amb es obtinguts en & xoc térmic, ja que
aguest darrer conssteix en una incubacié d unes cd-lules en condicions normas, en d
mateix estadi de creixement que les dtres, durant 1 hora. La rad d' aguesta diferéncia en
els temps d' exposicio as factors d'estrés és deguda a que, mentre en un cas ens trobem
davant d'una influencia de tipus fisc sobre les cdlules (la temperatura) i molt marcada
(42°C), en ds dtres casos les influencies sin de tipus quimic, més lentes i graduds, i
cd prolongar-ne I'exposicid per observar manifestacions de resposta cd-lular (Sanders
et al., 1999). Per aguest motiu, es va optar per una incubacié de 3 hores, temps que es
consderava suficient perqué € metabolisme cdlular pogués posar en joc es diversos
mecanismes de resposta, ahora que no se superava € temps de generacié cd-lular (de
3-4 hores en les millors condicions, segons Garbay i Lonvaud-Fund [1996]). D’dtra
banda, com que ha edtat descrit que la sintes de proteines d estres també depen de la
fase de creixement (Gonzdez-Mérquez et al., 1997), semblava interessant comprovar S
les noves cd-lules generades per diviso requerien |'activacio de I'expresso d hspl8
per respondre a les condicions quimicament adverses del medi.

A patir dels resultats obtinguts, es pot confirmar que e paper d'Lol8 no sembla
essencid ni per d meabolisme ni @ crexement cdlularss dO. oeni en les tres
condicions estudiades d'estres quimic moderat (5 mg/l de C12, 20 mg/l de coure i 2,5
% de SO,.H;0), en la soca tipus CECT 4100 i en un medi de creixement ric, com és
MRSFM. Per conéixer a bastament, pero, la importancia red de I'expressé genica
d hspl8 davant daguestes condicions, caddria anditzar mostres a temps inferiors
d'incubacio, ja que e sap que la sintes de la mgoria de proteines d estres és indida
rapidament (Arnau et al., 1996).
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4.3. Estudi dels efectes dels compostos de |la paret cel-lular de S.
cerevisiae sobre O. oeni

En la introducci6 sha esmentat que les mannoproteines de la paret cd-lular dels
llevats que porten a terme la FA, habituament S. cerevisiae, poden contribuir a la
nutricid nitrogenada d'O. oeni. Edudis previs reditzats per Guilloux-Benatier et al.
(1993) i Radldn et al. (1993) indicaven que aguestes macromolécules podrien induir la
produccié de peptidases, proteases i glicosdases per pat dd bacteri. Tanmatex, la
desconeixenca des sstemes proteolitics que hi intervindrien va fer creure convenient
reditzar un estudi preliminar sobre la presencia d activitat proteolitica en cultius d'O.
oeni en contacte amb mannoproteines de llevats, aixi com I'andis de les possbles
proteines secretades, la cerca de gens homolegs ads involucrats en es sstemes
proteolitics d'dtres bacteris lactics i la deteccio de modificacions en |'expresso
d dguns gensjadescritsen O. oeni.

Per a reditzar aquests estudis s empraren dues soques: O. oeni Lo 84.13 (Institut
d Enologie de Bordeus, Franga) com a soca control, i O. oeni S3. Com S ha assenyalat
en |'apartat 3.2, les soques foren cultivades en un medi (FT 80 modificat) amb diferents
concentracions d' etanol, on I’Gnica font de nitrogen era extracte de llevat, de forma que
des dd moment de la inoculacio ja safavoria I'express® dels gens que haurien de
codificar les proteines involucrades en d ssema protedlitic, induida per la carencia de
nitrogen directament assimilable en d medi de cultiu (Fariss et al., 1996; Baumberg,
1999).

Modires d'aguests cultius, en diferents moments del creixement, eren centrifugades
I s€n separava d sobrenedant del precipitet cd-lular. El  sobrenedant, tedricament,
hauria de contenir les exoproteases secretades per les cd-lules d'O. oeni (Manca de
Nadra et al., 1999; Farias i Manca de Nadra, 2000). Préviament als assaigs d activitat
proteesa, es determinava 9 exidia activitat lactat-deshidrogenasa (LDH) en €
sobrenedant, indicadora de I'estat cdllular. S les cd-lules es trobessn mameses (ja fos
per condicions adverses durant € creixement, com nivells deanol devats, o bé pe
propi procés de centrifugacio i separacio) la presencia d'aqudl enzim citoplasméatic en
e sobrenedant indicaria que possblement també shaurien dliberat dtres enzims, entre
dls proteases intracdlulas, que emmascararien les determinacions  d activitat
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exoproteasa. Afortunadament, en cap cas es va detectar activitat LDH dgnificativa en
el sobrenedant.

4.3.1. Relacio del’efecte inhibidor de |’etanol amb |’ activitat exoproteasa
d’ O. oeni

Com sobsarva en les figures 4.24 1 4.25 (es cultius es reditzaren per duplicat), les
cdlules foren inoculades en concentracions elevades per disposar d'una biomassa
auficient per d modtratge i extraccid d' RNA posteriors i perque, epecidment en les
condicions de 12 % i 14 % deanal, la fase inicid d'adgptacié o latencia no disminuis
excessvament la viadilita i e nombre totd de cdlules, i no es prolongués
exageradament € seguiment del creixement. Es ben conegut I'efecte inhibidor sobre
aguest creixement en O. oeni exercit per I'etanol (Capucho i San Roméo, 1994; Vaillant
et al., 1995, entre molts dtres) i les grafiques ho corroboren, s bé la soca tipus Lo
84.13 es mostra més senghble per a concentracions moderades (7 i 10 %) per0 sense
diferencies dgnificatives respecte S3 quan les concentracions d'etanol sdn més
elevades (12 % i 14 %). Aquest factor d'estrés ha edtat seleccionat perque, segons
Remize et al. (2001), I'activitat proteolitica es veu esimulada per la presencia d'etanol.
A més, é conseguencia directa del metabolisme dds llevats i, per tant, es crea
convenient obtenir més informacio de com es veu afecta & dstema proteolitic d O.

oeni adiferents concentracions d’ etanal.
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Figura4.24. Creixement de la soca dO. oeni Lo 84.13 (mesurat per dendtat
optica) a 600 nm en presencia de diferents concentracions d'estres i en un medi amb
extracte de llevat com a Unicafont de nitrogen.
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Figura4.25.  Creixement de la soca S3 (mesurat per denditat optica) a 600 nm en
presencia de diferents concentracions d'estrés i en un medi amb extracte de llevat
com aunicafont de nitrogen.

Es reditzaren preses de mostra en €s seglients temps de creixement (coincideixen
amb €s punts de les corbes de les figures 4.24 i 4.25): 0 i 4 hores (inic de la fase
exponencid), 24 hores (a la meitat de la fase exponencid), 43 hores (fina de la fase

exponencid) i 96 hores (fase estacionaria).

La presencia d'exoproteases en d medi de cultiu sobrenedant dels volums de
mostra, un cop sSeparades les cd-lules per centrifugacio, podia detectar-se, de forma
indirecta, mitjancant & métode descrit en I'gpartat 3.8.2 de Materials i métodes. Les
proteases exocdlulars del sobrenedant, en contacte amb mannoproteines de llevat com
a subdrat, haurien d'actuar trencant els enllagos peptidics i dliberant aminoacids o
oligopéptids, de forma que @ bdang find de grups amino lliures hauria d augmentar
respecte & sobrenedant que no es posava en contacte amb € substrat mannoproteic
(mostra control).

Els resultats obtinguts en |la mgoria de casos indiquen que | activitat proteasa en €
sobrenedant no és sgnificativa, excepte a 24 hores de creixement i en presencia de
dosis devades d etanol (14 %), amb nivells forca baixos, tant per a Lo 84.13 0,44 +
0,01) com per a S3 (0,38 + 0,09), expressats com amg NH; aliberatsng de proteina .

Tots els assags es reditzaren per duplicat, en cadascun dels replicats fets amb les
mateixes condicions de cultiu, i sobtingueren identics resultats. Les condatacions de
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Rolldn et al. (1993) i de Guilloux-Benatier et al. (1993) —€ls primers dds quas van
detectar dues activitats proteolitiques extracd-lulars diferents en quatre soques d O.
oeni, mentre que ds segons també detectaren un augment d'activitat peptidasa quan O.
oeni es cultivava en presencia de macromolecules de llevats- felen pensar que cdia
optimitzar € meode experimenta utilitzat. D’dtra banda, €s vaors d'absorbancia a
420 nm obtinguts per as controls (mostres en absencia de mannoproteines) indicaven
que € substrat contenia un devat nombre resdud de grups a-amino, provinent dd
preparat de mannoproteines, per la qual cosa es va creure convenient reditzar un pas
previ de didid per diminar d maxim possble ds aminoecids lliures i oligopéptids de
petita mida presents en d subsrat. TanmateiX, les determinacions reditzades amb
aquest substrat dialitzat tampoc mostraren cap increment d absorbancia respecte d
contral, tot i que i que @ vaor absolut d’agquesta es veia reduida en totes les mostres
respecte als assaigs anteriors.

Atés que Laan et al. (1993) i Mejer et al. (1996) aportaven dades sobre una
produccio de proteases dependent de la composiciéo dd medi en lactococs, molt baixa,
per exemple, en medis de cultiu rics en fonts peptidiques i aminoacidiques;, i que
Marugg et al. (1996) havien detectat, en L. lactis, nivels dts de produccié de mRNASs
especifics de proteases provinents de cd-lules que havien crescut en medis amb baixa
concentracié de peptids, va semblar convenient assgjar uns cultius smulant condicions
reds de caréncia nutriciond de nitrogen, per la qua cosa es redui 10 vegades la
concentracié d aquest: de 500 mg/l emprats en € medi FT80 modificat, a 50 mg/l. En la
taula 4.12 es presenten els 3 components nitrogenats emprats per eaborar 3 medis

diferents en funcio de larelacio N a-aminat/ pes sec del component.

Taula4.12. Diferents components emprats per elaborar 3 medis pobres en N (50 mg/l)
I amb diferents proporcions de N a-amind.

Component nitrogenat Codi del medi % N a-aminat g per 50 mg N/I
Extracte de llevat sense sd estandard 5,7 0,44
Extracte dellevat DI 54 50 % P 2,2 0,58
Peptona de llevat peptona 4,5 0,41
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Per td de comprovar d, efectivament, la induccid i sintes de proteases
extracd Jularsen O. oeni es vela davorida per la mancanca de nitrogen disponible en €
medi, i com afectava I'etanol en aquest proces, es reditzaren cultius a 24 hores, partint
de la mateixa quantitet d'inocul de les 2 soques Lo 84.13 i S3 emprada en |’ anterior
experiment. Com era d'esperar, € creixement va ser poc considerable, passant, en es
controls mes afavorits, d'una DO inicid propera a 05 a una DO find a 24 hores de
0,75 com a maxim. En la gréfica de la figura 4.26 s observen les relacions, expressades
en percentatge, d'increment de DO i disminucid de concentracié proteica per a cada
condicio estudiada. L’efecte de I'etanol es manifesta clarament en els dos parametres i
en tots es casos, reduint tant & creixement com € consum de font nitrogenada. Sembla
gue la soca que respon millor, en generd, sSgui la soca tipus Lo 84.13, especidment
sense etanol d medi. Fins i tot, quan la font de nitrogen correspon a I'extracte de llevat
estandard, en que la variacio de concentracié proteica és idéentica per a ambdues soques,
e rendiment, en termes de biomassa, és favorable a Lo 84.13. La millor adaptacio
d aguesta soca a les condicions del medi FT80 modificat i pobre en N es fa encara més
palesa quan la font de nitrogen és |’ extracte 50 % P o la peptona, €s % de N a-amina
dels quas son inferiors a I'extracte estandard, que vol dir que € percentatge de nitrogen
assmilable directament és inferior. En aguests casos, Lo 84.13 modtra un creixement
lleugerament superior amb una mgor incidéncia en la desaparicié de proteina dd medi.
Es tracta de tendencies que son reproduibles quan hi ha presencia d'etanol d 14 %, d
bé les diferencies es redueixen considerablement perque € creixement ja és de per s
molt baix. En tot cas, es pot deduir, amenys en ds medis N estandard i N 50 % P, que
I'avantatge d'Lo 84.13 respecte S3 desgpareix, fet que seria explicable en tractar-se
aguesta Ultima d’'una soca millor adaptada a condicions de vinificacio. D’dtra banda, s
Sedableix una reacié entre d percentatge de disminucié de proteina i I'increment de
DO, sobserva que, proporcionament, la taxa de consum de font de nitrogen respecte a
creixement, és superior en presencia d' etanol, especidment en els medis estandard |
peptona, que presenten major fraccié de N a-amina. En d medi estandard, mentre que
per a Lo 84.13 la reacio % proteinal % DO es troba a voltant de 0,6 sense etanal,
aguesta augmenta fins a 1,3 en presencia de 14 % detanol; per a S3, I'augment és
menys important, de 0,7 a 1,2. En € medi peptona, en canvi, és S3 qui mostra un
increment molt destacable, des d'1,3 a 2,2. Aquestes dades, doncs, indueixen a pensar

en una possible activacié de I activitat exoproteasa en presenciad’ etanol.
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Figura4.26. Representacio, en diagrama de barres, dels increments de biomassa i de
la disminucié de concentracié proteica en les diferents condicions estudiades en medis
pobres en nitrogen, per ales soques Lo 84.131 S3.

A continuacio, les mostres corresponents a les 24 hores foren centrifugades per
separar-ne € sobrenedant | poder-hi determinar I'activitat proteolitica Maauradament,
perd, en cap cas es va poder detectar cap mena d activitat, per la qual cosa semblava
que, aparentment, no hi hauria hagut induccid o excrecié d exoproteases d medi.

No obstant ax0, diversos indicis experimentds, principdment provinents dels
edudis reditzats en bacteris lactics de la llet, fan pensar que, segons quines sguin les
soques d'estudi i les condicions de creixement, és possble que €s grups a-amino
lliures no augmentin considerablement per efecte de les proteases exocd lulars (Kunji
et al., 1996). Sha descrit que aguestes tenen una elevada especificitat i sOn capaces
ddliberar un gran nombre doligopeptids dentre 4 i 8 aminoacids, perd mai

aminoacids lliures, ja que totes les peptidases es concentren intrace lularment
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(Christensen et al., 1999) i actuen sobre es péptids introduits gracies ds sstemes de
trangport de membrana especifics. Monnet et al. (1986) en Streptococcus lactis i més
tard en L. lactis (1989), o Visser et al. (1989) en Streptococcus cremoris, axi ho varen
congtatar.

A més, la mgoria de proteases descrites (en diferents espécies de lactocococs |
lactobacils) es locditzen a la paret cd-lular (Kunji et al., 1996). Totes eles pertanyen a
la familia de les serinproteases PrtP, € subgtrat de les quas és la caseina. Diverses
evidencies experimentals n'han suggerit la locditzacié exocd lular: les proteases poden
ser dliberades de la paret cd-lular per lis minima amb tractament de les cdlules amb
tampd lliure de C&* o amb lisoZim (Laoi et al., 1991; Coolbear et al., 1992);
mitjancant marcatge immunologic, Hugenholtz et al. (1987) en confirmaren també
I’associacié a paret, mentre que Kok i De Vos (1994), entre d dtres, comprovaren que
els gens que codificaven proteases especificaven una sequéncia de senyd N-termind
per d trangport al’ exterior de lacdlula.

En d nodre disseny expeimentd, possblement hauria cagut introduir un
tractament suau amb lisozim o SDS abans de centrifugar | separar € precipitat cd-lular,
ja que § —com succeeix en lactobacils i lactococs de la llet— les proteases son
asociades a membrana, la fracci6 mgoritaria d' aguestes seria arrossegada amb
sediment cdlular i en & sobrenedant en restaria una fraccié massa baixa per detectar
activitat dgnificativa

D’dtra banda, € fet que fos Unicament en les mostres de cultiu en presencia de 14
% detanol on shi trobés certa degradacio proteolitica, no ens permet assegurar que
agquesta fos deguda Unicament a I'activitat d’ exoproteases, ja que I'etanol també pot
exercir un lleu efecte desnaturditzant sobre les proteines (Mathews i van Holde, 1996).
lguament podria haver succeit que I'etanol col-laborés a dliberar una fracci6 més
important de proteases de paret cd-lular a medi. No obstant aixo, Rollan et al. (1998)
congtataren que e SO- i I'etanol en d vi podien incrementar |’ activiteat proteolitica

Per complementar els edtudis dactivitat exocd-lular, es va creure corvenient
reditzar  una €eectrofores en condicions desnaurditzants (SDS-PAGE) des
sobrenedants corresponents as creixements en @ medi inicid, més ric en nitrogen, i
confirmar § € lleu increment dactivitat proteolitica en presencia de 14 % d etanol

podia associar-se a |’ gparicid de noves bandes proteiques 0 a la sobreexpressio d altres.
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Efectivament, I'etanol induia la sobreexpressé d'una banda duns 14 kDa,
epecidment en la soca S3. En € pefil d'aguesta soca també s hi podia observar una
banda d’ un p.m. proper a 10 kDa que no apareixiaen Lo 84.13 (veure figura4.27).

1 2 3 4 5 6
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Figura4.27.  Electrofores SDS-PAGE (12 % poliacrilamida) dels sobrenedants de
cultius d'O. oeni: 1) marcador de p.m., 2) Control: medi de cultiu, 3) soca Lo 84.13

amb 0 % d'etanol, 4) soca S3 amb 0 % d etanol, 5) soca Lo 84.13 amb 14 % d etanol i
6) soca S3 amb 14 % d etanal.
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Per tot plegat, es pot afirmar que € perfil de proteines secretades d medi depén de
lapresenciad etanol i delasocad O. oeni.

4.3.2. Cercadegensimplicatsen lasintesi d’ exoproteases

Com que no es disposava encara de les seqliencies dels gens corresponents a O.
oeni que codifiquen exoproteases, perd Si que es trobaven publicades les sequiéncies del
gen PrtP en dtres egpécies de bacteris lactics, es procedi a I'intent d'identificacio
d aquest en les soques Lo 84.13 i S3 d'O. oeni, amb I'guda d’ encebadors degenerats
disenyats per Remize et al. (UMS INRA Dijon), a patir de regions fortament
conservades de les sequéncies descrites de PrtP i per comparacio entre les diferents
especies.

Foren sdeccionades les seqliencies proteiques disponibles de les especies més
properes a O. oeni: L. lactis subsp. cremoris (Kok et al., 1988), on per primer cop esva
sequenciar PrtP; Lb. paracasel (Holck iNaes, 1992), Lb. helveticus (Pederson et al.,
1999) i Lb. delbrueckii (Germond, 1999). Mitjancant un dineament muditiple de
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sequencia (Clustd W [1.81]) (veure ANNEX D) es pogueren cercar els blocs de
sequiencia aminoacidica més consarvas que ens haurien de servir com a seqlencies
consens per a disseny dels encebadors degenerats, que no son atra cosa que mescles
d' encebadors de PCR per intentar cobrir d maxim de possbilitats d hibridecio a
seqiencia diana, quan dguna de les bases nitrogenades d aguesta no stn conegudes per
rad de ladegeneracio del codi genétic.

Els encebadors PrtP-oenos-F i PrtP-oenos-R (taula 3.17 de Materials i metodes)
amplificarien un fragment d'uns 1870 pb, ja que la primera base nitrogenada de PrtP-
oenos-F hibrida en la podcio +1824 (prenent com a motlle la seqiencia de L. lactis
subsp. cremoris) i la de PrtP-oenos-R ho fa en +3693. Tanmateix, com es pot veure en
la mateixa taula, I'encebador PrtP-oenos-F presenta un grau de degeneracid excessiu,
gue accentua la pérdua despecificitat, ja que en la mescla d'encebadors F que
utilitzariem n'hi hauria fins a 96 de diferents dds quas Unicament hibridarien
correctament amb la seqiiéncia diana aguns d' élls, perd que potser es trobarien en una
concentracié massa baixa per oferir un producte final de PCR detectable.

Efectivament, en les condicions de PCR assgades, no fou possble detectar la
formacié de cap banda de producte. En I’ANNEX D sindiquen els parametres de les
reaccions d’ amplificacio.

En la primera prova sescolli un vaor de temperatura d hibridacio (annealing) (Ta)
establint, com a suposicio de partida, que des encebadors que componien la mescla
degenerada poguessin hibridar agquells la T, dels quas es trobés a voltant de 46°C, un
vaor de compromis entre PrtP-oenos-F i PrtP-oenos-R (veure, a la taula 3.17 de
Materialsi métodes, dsintervas de Ty, corresponents).

Reprenent la condderacio ja esmentada que PrtP-oenos-F era excessvament
degenerat, es cerca un segon encebador en una dtre fragment també d'eevada
homologia, tot i que amb un grau de degeneracié més baix, de 8, ta com sobserva en
lamateixataula3.17 (veure també ANNEX D).

En la segona prova de PCR, se suavitzaren les condicions del cicle inicid: de 94 a
92°C i de 3 a2 minuts i Sescalli una T, de compromis per a's encebadors PrtP-oenos-
F2 i PrtP-oenos-R 52°C, condicions que S assgaren també amb I’anterior encebador

PrtP-oenos-F, sense obtenir resultats postius en cep dels casos. En € cas de PrtP-
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oenos-F2, es redui també & temps d' eongacio per a cada cicle, de 2 a1 minut, ja que la
longitud ddl fragment aamplificar disminuia respecte € primer cas.

Per redtringir les condicions de PCR es porta a terme una tercera prova
incrementant T, fins a 54°C, que tampoc dona cap amplificacio.

Cd destacar que, en cap dels casos, la mostra de DNA de L. lactis, que condtituia
control postiu —a que se sap del cert que és portadora del gen PrtP— va donar positiu.
Tot fa pensar que @ grau de degeneracié dels encebadors emprats comportava una
dificultat addicional ahora de trobar les condicions de PCR optimes i que, 0 bé haurien
cdgut més assaigs modificant adguns d aguells parametres, o bé redissenyar dgun des
encebadors.

En padld a PrtP, Poquet et al. (2000) han identificat, més recentment, una
serinproteasa exportada en L. lactis, pertanyent a la familia HtrA i lligada a membrana,
anb d centre caditic exposat a la superficie Sembla que no edigui directament
implicada en la sintes nitrogenada com ho esa PrtP, snd que intervingui en la
degradacio i maduracio de proteines exportades pel propi bacteri, com s es tractés d'un
“control de quditat”. Gracies a les dades sobre seqliencies genomiques d'O. oeni de
que disposa  grup de 'UMS INRA de Dijon (Franca), dirigit per Jean Guzzo, fou
possble identificar un fragment d'eevada homologia amb la regié d HtrA corresponent
de L. lactis i es dissenyaren sengles encebadors per a I'obtenci6 d’'un producte
amplificat de 231 pb (veure encebadors en lataula 3.18).

Com es pot veure en la figura 4.29, s obtingué una banda de producte amplificat en
la zona esperada. Aquest producte, doncs, seria utilitzat per elaborar una sonda per a la
deteccid d expressié del gen hrtA mitjancant Northern blot.

4.3.3. Anadlisi delsRNAs per Northern blot

Aquestaandis perseguia un doble objectiu:
- veificar I'expressé d'HtrA enfront d'un estrés nutricional per manca de
nitrogen,
- avduar l'activitaa madolactica i la resposta dedres en les condicions
d estudi, mitjancant sondes dels gens mleA, hspl8i trxA.
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Obtenci6 de les sondes dels gens

Préviament, doncs, va cadre obtenir les sondes d aquests tres darrers gens, per
amplificacio amb encebadors dissenyats a partir de seqliencies ja conegudes en O. oeni.

Labarre et al. (1996a, 1996b) havien caracteritzat € locus mle en O. oeni, que
indou € gen de I'enzim maolectic, mleA, i € gen de maa permessa, mleP (veure
figura4.28).

_n.}.n‘zi‘i‘w?_@”“ ---------- i i s _]|m_-.
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Figura4.28.  Caacteritzacio de locus mle (enzim mdolactic) segons Labarre et al.
(19964, 1996b).

Aixi doncs, fou possible obtenir sengles encebadors a partir de la seqiiencia d' mlieA
(1625 pb) (GenBank, AC X82326) que donarien lloc a un amplificat d’'uns 416 pb
(veuretaula 3.13 i figura4.29).

Al seu torn, les seqiencies del gen hspl8 (GenBank, AC X99468) (Jobin et al.,
1997) i dd gen trxA (Jobin et al., 1999), que codifica per a la tioredoxing, ens
permeteren eaborar €ls encebadors indicats en la taula 3.13 i obtenir les sondes amb

446 pb i 312 pb, respectivament (veure també la figura 4.29).

12345678
a) b)

416pb Wy '“-- -

446 pb
& ‘ - < 231

- 312pb

Figura4.29. Imatges dds gels amb ds fragments amplificats dds gens mleA, hspl8
I trxA (a)en les soques Lo 84.13 1 S3: 1 i 8) Marcador de p.m. de DNA, 2) mleA Lo
84.13, 3) mleA S3, 4) hspl8 Lo 84.13, 5) hspl8 S3, 6) trxA Lo 84.13i 7) trxA S3. En b,
amplificat d htrA.
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A continuacié, mitjancant & méode de marcaige inespecific amb P*? descrit en
I’ gpartat 3.8.7, se Sntetitzaren les sondes per ala deteccio de transcrits d mRNA.

Extraccié dels RNAstotals

En ésser les mostres de cultius crescuts en presencia de 14 % d' etanol agquelles que
oferien una certa activitat proteoliticaen € sobrenedant, se seleccionaren per al’ andis
dels seus RNA, aixi com és contrals corresponents (0 % d' etanal). Els temps
d incubacio corresponien as 30 min i 24 hores per atotes les condicions.

L’extraccio, quantificacio, dectrofores en condicions desnaturditzants i la
trandferéncia i fixacié dd gd resultant es reditzaren td com Sindica, respectivament,
dels gpartats 3.8.3 a 3.8.6. En la figura 4.30, es mogtra la tincié amb bromur d' etidi del
ge de formamida-agarosa reditzat en condicions desnaturditzants, que fou carrega
anb la mateixa concentraci6 d'RNA en totes les mostres (10 nyg). Clarament hi
sobresurten les bandes magjoritaries, 23S rRNA 1 16S rRNA, i una petita banda inferior,
corresponent a 5S rRNA. Les dues dareres posicions presenten, aparentment, una
menor quantitat d’'RNA totd, derivades possblement d'error experimenta i degradacio

parcia delamostra 1 2 3 45067 8
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Figura4.30.  Electrofores en condicions desnaturditzants de I’ RNA tota de dues
soques d’ O. oeni, crescudes en les seglients condicions. Lo 84.13: 1) 0 % etanol, 30
min; 2) 14 % etanol, 30 min; 5) 0 % etanol, 24 h; 6) 14 % etanol, 24 h. S3: 3) 0%
etanol, 30 min; 4) 14 % etanol, 30 min; 7) 0 % etanol, 24 h; 14 % etanol, 24 h.
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La hibridacié amb la sonda per mleA revelava I'exigencia dd transcrit tant en ds
controls com en les mostres amb etanol, per bé que en aguestes Ultimes & senyd era
més intens, com es pot veure en la figura 4.31, mentre que en aguelles ds nivels eren
molt febles. De forma semblant succeia amb € transcrit de trxA. El gen trxA, segons
Jobin et al. (1999), Sexpressa de forma smilar d llarg de les diferents fases de
creixement cd-lular, excepte en la fase edacionaria, en que ho fa amb certa mgor
intengtat, mentre que en presencia d'H,O, (estres oxidatiu) o de xoc termic (42°C)
augmenten es nivels dd ssu mRNA, per la qud cosa ds autors descriven la
tioredoxina TrxA com una dtra proteéina destres. Efectivament, €s resultats obtinguts
mostren que, a 30 minuts d'incubacié i davant d'una Stuacié fortament estressant com
ho és I'etanal d 14 %, ds nivels de transcrit de trxA son superiors as dels controls. En
cavi, a les 24 hores (find de fase exponencid i inici d estacionaria) es congtata que
I’expressid d' aguest gen no depen de I estres per etanol, perd que si que en depen la de
I’'enzim maolactic, augmentada, dmenys en la soca tipus Lo 84.13 (mdauradament, no
disposem d'uns resultats prou fiables per a S3, com es pot recordar d’alo que s ha dit

més amunt).
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Figura4.3l.  Autoradiograma dd Northern blot després de la hibridacié amb les
sondes per a mleA i trxA. Les fletxes indiquen les posicions respectives de 23S, 16S i
dels transcrits corresponents. Relacio de mostres. Lo 84.13: 1) 0 % etanol, 30 min; 2)
14 % etanol, 30 min; 5) 0 % etanal, 24 h; 6) 14 % etanol, 24 h. S3: 3) 0 % etanol, 30
min; 4) 14 % etanol, 30 min; 7) 0 % etanol, 24 h; 14 % etanol, 24 h.

Pd que fa a I'expressd del gen que codifica per a la proteina d'estrés Hsp18
(també catalogada com a Lol18), es pot comprovar en la figura 4.32 que € nivel de
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transcrit és superior en les modres corresponents d finad de la fase exponencid i inici
de la fase estacionaria, fet que coincideix amb les gportacions d'en Guzzo et al. (1997,
2000). Les incubacions durant 30 minuts amb etanol mosiren clarament una certa
induccié, lleument superior en la soca S3, quan en s controls no N gpareix de
sgnificaiva En canvi, a les 24 hores la Stuacid es capgira, i sembla que la presencia
detanol d medi inhibeixi lleument I'expressio. En reditat, és probable que en ds
cultius anb 14 % d'etanol les cdlules encara no hagin aribat d find de la fase
exponencia de creixement, que és molt nés lent, com es pot recordar de les grafiques
de les figures 4.24 i 4.25, pa la qua cosa €s resultats no sdn completament
extrapolables, ja que les cd-lules control i les exposades a etanol no es troben en la
mateixa fase de creixement. Tanmateix, hom pot deduir que la soca S3 presenta una
major capacitat d expressidé d'Hspl8, en coheréncia amb € fet que es tracti d’'una soca

magjor adaptada a les condicions de vinificacio.

1 2 3 456 7 8
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Figura4.32.  Autoradiograma dd Northern blot després de la hibridacio amb les
sondes per a hspl8i htrA. Les fletxes indiquen les posicions respectives dels transcrits
corresponents. HtrA, pero, no es detecta. Relacioé de mostres. Lo 84.13: 1) 0 % etanal,
30 min; 2) 14 % etanol, 30 min; 5) 0 % etanal, 24 h; 6) 14 % etanol, 24 h. S3: 3) 0 %
etanol, 30 min; 4) 14 % etanol, 30 min; 7) 0 % etanol, 24 h; 14 % etanol, 24 h.

D’dtra banda, no fou possble detectar cap mena d expressd d’'htrA, ni quan es
reditza la hibridacié Unicament amb aguesta sonda, per evitar possbles interferencies
S es feia conjuntament amb hspl8. Tot i que cadrien més assaigs experimentals, es pot
afirmar que aguest gen no s expressa en cap de les condicions estudiades en les soques
Lo84.13i S3.
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4.4. Estudi de la influencia d’alguns components del vi sobre la
dinamica de poblacions dels bacterislacticsdurant laFA i laFML en

microvinificacions ssmulades amb most

4.4.1. Caracteristiquesdelesvinificacions

Per poder fer un seguiment més directe de la incidéncia d'dguns dels components
de vi sobre la dinamica d'evolucié de les poblacions de diferents soques d’'O. oeni d
llarg de les fermentacions viniques, es va creure convenient smular una srie de
vinificacions a escda de laboratori (microvinificacions), a partir dun most comercid i
amb la seguretat que no duia cap carrega microbiologica previa. Aix0 ens permetia
controlar, ja des de I'inici, la presencia de microorganismes i dinocular-los en les
concentracions  desitjades, molt smilars a les condicions reds de vinificacio, tant ds
llevats com €ls bacteris lactics. D’aguests Ultims, s sdeccionaren 3 soques d estudi
representatives, com son la soca de col-leccio6 CECT 4100, la soca CR1 aillada pel
nostre grup de recerca (Reguant, 2001) i la soca comercid Vitilactic (Sofralab [Martin
Vidaite] SA., Epernay, Franga).

Alhora, es digposava de |'avantatge dutilitzar un matex tipus de modt |
d'incorporar-hi, de forma unifactorid, cadascun dels components d’ estres que es volien
edudiar. Per uniformitzar la composicio de partida respecte a aguns parametres que
podien afectar directament € desenvolupament dels bacteris lactics, es reditzaren una

serie de correccions sobre lacompaosicio inicid d aquell most:

> Concentracid de sucres corregida fins a 220 g/l, amb addicié de glucosa i
fructosaen proporcio 1:1.

> Concentracié dacid L-mdic de 3 ¢/l, amb addici6 dacid DL-mdic
considerant que & 50 % correspon al’ estereoisomer L.

> pH gustat a3,5amb NaOH i HCl 10 N.

En la tala 4.13 sindiquen cadascun dels components d'estrés i la nomenclatura
emprada per ales diferents microfermentacions, les quals s han redlitzat per duplicat.
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Taula 4.13. Condicions d'estres, codis i soques d'O. oeni inoculades en les diferents
microvinificacions.

Component d’estrés Nomenclatura Soca inoculada
C llevats Senseinocular
C CECT 4100 CECT 4100
Controls CCR1 CR1
C Vitilactic Vitilactic
C mixt CECT 4100, CR1, Vitilactic
C12 CECT 4100 CECT 4100
Cl12CR1 CR1
5mg/l C12
C12 Vitilactic Vitilactic
C12 mixt CECT 4100, CR1, Vitilactic
Cu CECT 4100 CECT 4100
4 CuCR1 CR1
10 mg/l Cu
Cu Vitilactic Vitilactic
Cu mixt CECT 4100, CR1, Vitilactic
SO, CECT 4100 CECT 4100
CR1L CR1
40 mg/l SO, total * %2
SO, Vitilactic Vitilactic
SO, mixt CECT 4100, CR1, Vitilactic

(1) Els nivells de SO, lliure presents al most de partida eren de 2 mg/l. Els nivells de SO, lliure d final
de la FA oscil-laven entre 8 i 10 mg/l en les diferents microvinificacions, valors que es mantenien al llarg
delaFML (métode d' assaig GAB, GarciaBarcel 6, 1990).

Tot just abans d'afegir es esmentats components i un cop corregit d mog, shi
inoculaven €es llevats i ds bacteris lactics en € volum totd que després es repartiria en
es diferents matrassos, per assegurar aixi que les poblacions inicids eren d més
homogénies possible i d seguiment de les diferents fermentacions permetés extreure
conclusions comparatives.

Com jashaindicat en I'gpartat 3.4.1 de Materials i métodes, es va utilitzar la soca
de llevat comercid Lavin RV1, de Ldlemand, dllada a la Facultat dEnologia de la
nostra universitat (Torija et al., 1999). La poblacid inicid inoculada era de 5-10°
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UFC/ml, addicionada després de reectivar € preparat liofilitzat comercid segons les
indicacions del fabricant.

Pel que fa ala inoculacié de les 3 soques d’O. oeni, es va optar per introduir un pas
previ de preadaptacio per reduir d maxim la mortditat inicid que sesdevindria en
iniciadors crescuts directament en medi ric MRSFM  (Wibowo et al., 1988). Aquesta
preadaptacio es reditzava en @ propi most, rebaixada la concentracio de sucres per
diluc6 amb H,O en proporcié 1.1, amb 5 g/l dextracte de llevat com a complement
nutritiu i pH 35 (Nault et al., 1995). Quan les cd-lules dd cultiu iniciador es trobaven
en plena fase exponencid (48-52 hores de creixement) es preparava un banc de
dilucions per poder inocular una poblacié inicid en d most d’entre 10° i 10' UFC/ml,
tant en € cas en que es tractava d'una sola soca (controls de soca) com quan
sinoculaven totes tres en idéntiques proporcions, de forma que cadascuna deles
representés 1/3 de I’inocul tota (inocul mixt).

Aixi doncs, un cop finditzada la inoculacié i repartits s volums (250 ml) en es
diferents matrassos Erlenmeyer, Sinicia d procés de vinificacio a petita escda en un
incubador a 25 °C, dd qud Sana fent d seguiment i I'aillament de colonies per a
tipificacio td com Siindicaen I’ gpartat 3.6 de M aterialsi métodes (veure figura 3.2).

4.4.2. Efectessobrela FML

En la tala 4.14, sindiquen ds dies de finditzacié de la FML per a les
microvinificacions control de soca i, en la figura 4.33, la degradacié de I'acid L-mdic
d llarg de les FMLs corresponents as mostos inoculats amb les 3 soques i en presencia

dels diferents components d' estudi.

Taula 4.14. Temps de durada (dies) de la vinificacid (FA+FML) en presencia dels
diferents components, per ales microvinificacions on intervé una sola soca.

Control C12 Cu SO,
CECT 4100 22 31 24 29
CR1 16 24 20 22
Vitilactic 15 23 19 23
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Es pot comprovar que |'efecte retardador més acusat correspon a Cl12, que
endarrereix la finditzacié de la FML entre uns 7 dies (per d cas de Vitilactic) i 10 dies
en @ cas de CECT 4100. El SOy, d seu torn, també endarrereix consderablement la
FML, essent la soca CR1 la que presenta major capacitat per finaitzar abans € proces.
En € cas de Vitilactic, I'efecte és equipardble d de Cl2. Els 10 mg/l de coure
endarrereixen entre 2 i 4 dies la FML, i sembla que la soca que millor shi adapta sigui
Vitilactic, com en € cas de C12. Aquesta soca ja es mosira, en € control, capac de
finditzar la FML abans que les dtres dues, mentre que CECT 4100 és, en diferéncia, la
menys adaptada en tots els casos.

Pd que fa a les FMLs portades a terme per les 3 soques inoculades conjuntament,
es pot veure en la grédfica de la figura 4.33 com les 3 condicions d'estrés estudiades
denteixen € procés més d'una setmana i que, S bé la davdlada de I'acid L-mdic es
comenca a fer palesa un cop acabada la FA, en € cas del control és molt més acusada,
mentre que la FML sembla que es prolongui en € dtres casos, ja Sgui perqué s
primers dies la disminucio d'acid L-mdic sgui molt més lenta (amb un pendent menys
elevat que € control) o bé perqué, en d cas ded Cu mixt, a mitja FML gparegui un petit
periode destancament que es tradueix en un punt d'inflexié i una evoluci6 find de
procés molt smilar a les dtres dues condicions d'estres estudiades. Curiosament,
agquest punt d'inflexié agpareix en tots tres casos, en C12 mixt també a mitja FML,
mentre que en SO, mixt, ho fa a I'inic de la FML, d voltant dels 25 g/l dL-mdic.

35 —&—Control
—A—Cl12
301% —e—Cu
——
_ 251 S02
)
2 2,0
®
£
— 1,54
o
g
1,0 1
0,5 1
0,0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25

diesvinificacio
Figura4.33. Degradacio de I'acid L-mdic durant les vinificacions en presencia de

les 3 soques. CECT 4100, CR1 i Vitilactic, en condicio control i en preséncia de C12,
coure (Cu) i SO;.
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4.4.3. Efectesobreel creixement delsbacterislactics

Amb I'estudi de I'evolucié de biomassa es podra contrastar encara meés les dades
anteriors. En les figures 4.34, 4.35 i 4.36 es representa € creixement de CECT 4100,
CR11i Vitilactic, respectivament, en cadascuna de les condicions estudiades.

En tots es casos es pot establir una reacio directa entre la velocitat de creixement |
la durada de la FML. Al mateix temps, a Smple vista es comprova que en tots s
controls, la quantitat de biomassa find és sensblement superior, de I'ordre de 2-10°
UFC/ml, i que és C12 qui presenta un mgor efecte inhibidor sobre CECT 4100 i CR1,
ja des de I'inici de la vinificacié —en que la fase de latencia és acusada i amb una
davallada de la poblacio tota— fins d find de la FML, en qué € nombre de viables no
supera4-10” UFC/ml (figures 4.34i 4.35).

1,0E+10 3

1,0E+08 A
3 FI FA

1,0E+06 1

UFC/ml

—e— CECT 4100 control
—A—C12

——Cu

—¥%—S02

1,0E+04 3

1,0E+02 A

1,0E+00
0 5 10 15 20 25 30 35

diesvinificacié

Figura4.34.  Evolucié de la poblaci6 vigdble de la soca CECT 4100 d llarg de les
vinificacions en preséncia dels diferents components estudiats.
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1,0E+10 3
] FI FA
1,0E+08 - l
_ 1,0E+06 §
£ ]
2 ]
——
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Figura4.35. Evoluci6 de la poblacio vidble de la soca CR1 d llag de les
vinificacions en presencia dels diferents components etudiats.
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Figura4.36. Evoludd de la poblacio viable de la soca Vitilactic d llarg de les
vinificacions en presencia dels diferents components etudiats.
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En canvi, com es pot observar en la figura 4.36, és d sulfurés qui hi mostra un
efecte inhibidor més important, lleugerament superior ad de l'acid gras Cl12,
epecidment en la fase inicid de latencia, on I'index de mortditat se Stua un ordre de
magnitud per sobre del provocat per C12.

Si que és generditzable la condtatacié que @ sulfurés endarrereix, en tots s casos,
I'inid de la FML, i especidment sobre CECT 4100, on es produeix una fase inicid de
laténcia durant els 5 primers dies, amb una mortditat cd-lular superior d 100 %. Com
es pot veure en la figura 4.34, la poblacié es recupera en la Ultima fase de FA, d find
de la qua presenta nivells smilars ds de I'inocul (dia 0), moment a patir dd qud la
taxa de creixement és similar a la dd control, trigant uns 8 dies més a finditzar la FML,
sne aribar d maex nivdl de biomessa find. La diferencia principd dd
comportament de CECT 4100 i Vitilactic en preséncia de SO, rau, doncs, en la
capacitat de recuperacio cd-lular després de la davalada inicid, capacitat molt superior
en Vitilactic.

En canvi, la soca menys afectada per SO, és CR1 —fet que ja S apuntava en la taula
4.14— i que modra una cata fase de laencia a I'inici de la vinificacié, s bé sense
mortditat sgnificativa en comparacio amb les dtres dues soques. A més, ja a meitat de
FA lataxade creixement sigudaaladd contral (figura4.35).

Pel que fa a I'efecte dd coure, aguest produeix una lleu disminucié sobre € nombre
de cd-lules i endarrereix lleugerament la finditzacio de la FML (3-4 dies) per a totes 3
soques. Curiosament, la forma d'actuar d'aguest component es manifesta diferert que
en s casos de C12 i SO,, ja que la corba de creixement és molt smilar ala del contral,
sobretot en CR1 i Vitilactic, en qué I'inocul inicid no es veu Sgnificativament afectat.
Tan 0Is es diferencia en I'estancament de I'augment de biomassa quan aguesta supera
10° UFC/ml, i que implicaria un dentiment de la degradacié d'&cid L-maic (dades no
mostrades), prolongant aguns dies més la FML i portant a uns nivels de poblacio find
considerablement diferents a's dels controls (a voltant de 510" UFC/m).

Per Ultim, cadria remarcar que CR1 i sobretot Vitilactic manifesten, en s controls
| en preséncia de coure, un creixement diauxic (Lengeler et al., 1999) ja acabada la FA
(també durant aquesta es pot constatar com €els primers dies després d'inocular, €
creixement és més accelerat perque catabolitzen part de glucosa i fructosa i després la
competéncia des llevats simposa). Wibowo et al. (1988) varen observar un fenomen

gmilar en vins audrdians on hi resava entre 2 i 3 g/l de sucres resduals un cop
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finditzada la FA. Ara bé en @ nostre cas la rad de I'aparent diauxia no es podria
explicar de la mateixa forma, ja que com es podra veure en la figures 4.43c i 4.43d, ds
nivells de sucres reductors sdn molt baixos acabada la FA i la seva degadacio no
modtra diferencies sgnificatives amb les dtres condicions.

En la figura 4.37, es pot observar I'evolucié poblaciona a partir d'un inocul

conformat per identiques proporcions de totes 3 soques.

1,0E+10 7

3 FI FA
1,0E+08 E l
1,0E+06 -

E
O
5 | —e— Control
1,0E+04 - ontro
] —— C12
= ——Cu
1,0E+02 —<— 802
1,0E+00 + T T T T 1
0 5 10 15 20 25

diesvinificacio

Figura4.37. Evducié de la poblacio vidble a partir dun inocul amb identiques
proporcions de les 3 soques (CECT 4100, CR1 i Vitilactic), d llarg de les vinificacions
en presencia dels diferents components estudiats.

Es reprodueixen, de forma smilar, es efectes dels diferents components d estres
gue hem vist sobre cadascuna de les soques per separat. El temps de durada (15 dies) de
la FML i la dinamica d’'aquesta pd que fa d control, son smilars ds controls de CR1 i
Vitilectic, la qua cosa ja conditueix un indic de quines poden ser les soques
responsables de portar a terme la FML. Més encara S observem la petita fase de
laténcia inicid, corresponent as dos primers dies, que podria condituir la manifestacio
externa de la pérdua de viabilitat originada, en gran part, sobre € percentatge de cultiu
iniciador corresponent a CECT 4100.
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La vinificacd en Cu mixt presenta una gran Smilitud amb & control en d
creixement de biomassa mentre dura la FA, tot i que no asoleixi la mateixa dendtat
cd-ular, i sembla que es beneficiin d’'una fraccidé dels sucres reductors com a subgtrats.
Després dd trashds, perd, d pendent de creixement cd-lular es veu dgnificativament
digminiit i d nivdl de biomassa find é d'un ordre de magnitud inferior repecte d
control, i lleugerament menor d de les dtres condicions estudiades. Aquest fet es
correspon, d aguna manera, amb la inflexié en d consum d'acid L-malic observada en
lagrafica4.33.

El comportament de les vinificacions C12 mixt i SO, mixt és dmilar. La fase de
latencia inicid és lleugerament més important en C12 mixt, S bé a partir del 6é dia de
control, fins que també s denteix abans d arribar a 10’ UFC/ml, cosa que es eflecteix
igudment en € consum dadd L-mdic. Per la seva banda, SO, mixt augmenta
progressvament la biomassa ja des dd principi, i tot i que també sSdenteix abans
d'arribar a 10° UFC/ml, finditza un pardl de dies abans que C12 mixti Cu mixt, amb
una biomassafind |leugerament superior respecte aguestes atres dues.

S hom compara, doncs, les microvinificacions portades a terme amb una Unica
soca d'O. oeni, amb les desenvolupades per un inocul mixt de les 3 soques, es pot dir,
en resum, que:

> en oondicions Control i C12 la durada és molt smilar entre C Vitilactici C mixt i
C12 Vitilactici C12 mixt, respectivament.

> la micovinificacd Cu mixt es veu dgnificativament dessfavorida respecte Cu
CR1i Cu Vitilactic.

> SO, mixt finditza abans la FML que en quaseval de les microvinificacions amb

una solasocai en presencia de SO,.
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4.4.4. Efectesobreladinamicapoblacional d’ O. oeni

Per comprovar la participacio de cadascuna de les soques en les microvinificacions
portades a terme pel cultiu iniciador mixt i congixer quina o quines simposaven d llarg
de la FML, ha edat convenient tipificar una modra suficientment representativa de
colonies allades. Seguint un plantgament Smilar a Reguant (2001), shan fet
aillaments de colonies a partir de les mostres de most 0 de vi corresponents a I'inici de
la vinificacio (dia 0), a la meitat de la FA (dia 6), d find de la FA (dia 10) i a I'inici,
meitat i fina de cadaFML.

La metodologia d'allament és la descrita en I'gpatat 3.6.1 de Materials i
meétodes. De les 30 colonies dillades de cada placa, 24 han edtat tipificades a nivel de
soca amb la PCR-RAPD muitiple, segons I'gpartat 3.6.5. de Materials i métodes
(veurefigura 4.38).

M CECT CR1 \Viti

pb

6557

2176
1766

1230
1033

234

Figura4.38.  Pefils resultants de PCR-RAPD muiltiple de les 3 soques emprades en
les microvinificacions CECT (CECT 4100), CR1 i Viti (Vitilactic). Electrofores en
gd d'agarosa: M) Marcador de p.m. Marker Il + Marker VI, Boehringer Mannheim),
de qud només sSindiquen les mides d'dgunes de les bandes, en pb (pardls de
bases).
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Figura4.39. Evolucié de les proporcions de les 3 soques (CECT 4100, CR1 i
Vitilactic) d llarg de totala microvinificacié C mixt.
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Figura4.40. Evolucié de les proporcions de les 3 soques (CECT 4100, CR1 i
Vitilactic) d llarg de totalamicrovinificacié C12 mixt.
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Figura4.4l. Evolucio de les proporcions de les 3 soques (CECT 4100, CR1 i
Vitilactic) d llarg de totalamicrovinificacid Cu mixt.
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Figura4.42. Evoluci6 de les proporcions de les 3 soques (CECT 4100, CR1 i
Vitilactic) d llarg de totalamicrovinificacié SO, mixt.
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Allo que resdta més clarament de les quatre grafiques anteriors és que la soca de
colleccio6 CECT4100 perd tota viabilitat enfront de les atres dues i que, ja quan es
troba a la meitat de la FA, no apareix (Wibowo et al. [1985] observaren que soques de
col-leccio provinents de Cdifornia i inoculades en vins audrdians dificilment portaven
aterme la FML). Es a dir, que independentment de la composicié de most, CECT 4100
es veu completament inhibida en presencia de CR1 i Vitilactic, ja Sgui perque aguestes
dues soques disposen de mgor capacitat metabolica per captar, catabolitzar o sintetitzar
cats nutrients, o també perqué dliberin d medi acid L-lactic i dtres substancies
provinents del metabolisme secundari 0 algunes bacteriocines (Orberg | Sandine, 1984;
Rammesberg i Radler, 1990; Piard i Desmazeaud, 1992), magrat que Navarro et al.
(2000) només detectaren activitat antimicrobiana en dgunes soques de Lb. plantarum
d'un totd de 42 soques de bacteris lactics dllades de vins de La Rigja, 6 de les quas
eren O. oeni. Els reslltats obtinguts confirmarien la hipotes que |’ estancament o
disminucié de poblacio de bacteris lactics viables ds primers dies de la vinificacio seria
provocada per la inhibicié de la proporcio de poblacid iniciadora corresponent a la soca
tipus (figura4.34).

CR1 i Vitilactic conviuen d llarg de b FA, per bé que la primera és mgoritaria en
tots els casos excepte en Cu mixt, on la soca comercid predomina tant a la meitat com
a find dela FA. En cap cas, pero, Vitilactic no simposara a CR1 durant la FML, i sera
aguedta Ultima la responsable de dur-la a terme en gran mesura, exceptuant € cas de C
mixt, en qué la presencia de Vitilactic es mantindra fins arribar d 50 % d find de la
FML, i on és de suposar que contribuira a la degradacié de I'acid L-madlic, especidment
en |’ tltim tram de vinificacio.

D’igua forma, es pot condaar que Vitilactic manté certa poblacié vidble d llarg
de tot d procés on intervé & sulfurés (figura 4.32), mentre que desapareix ja gairebé a
find de la FA en d cas de C12 mixt, en contrast amb €s resultats de les figures 4.33 i
4.36, que indiquen que ds efectes inhibidors de SO, i C12 sHn smilars a nivel de
degradacio d’ acid L-mdic i d UFC/m.

Com a conclusio, hom pot dir que és la soca CRL, aillada pel nostre grup de recerca
(Reguant, 2001) a Celer dd Mas dels Frares, qui Simposa i porta a terme la FML en

totes les microvinificacions estudiades inoculades amb un cultiu mixt.
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4.4.5. Relacié amb alguns componentsdel vi

Alguns components dd vi es troben directament relacionats amb € metabolisme
dels bacteris lactics, per la qua cosa ha semblat interessant comprovar com van
evolucionar en cadascuna de les microvinificacions, entre dos punts claus com son €
find dela FA i d find de la FML, i esbrinar d'aguesta forma la incidencia que podria
modtrar sobre els la FML desenvolupada en cadascuna de les condicions. Es tracta
duna informacio vauosa ja que la mgor o menor presencia dadgun daguests
components pot condicionar completament |'estabilitat 1 la quditat organoléptica dd
producte findl.

En la figura 4.43 es modtren €s resultats obtinguts, mentre que en la taula 4.15
sindica € grau dcohdlic només d find de la FA, d voltant de 12 %, essent d vdor
inferior 11,9 % per aCu mixt i € superior 12,9 % per a SO, mixt.

Taula 4.15. Nivells d'etanol d final de FA i de pH d find de FA i de FML, per a
les microvinificacions inoculades amb un cultiu mixt d' O. oeni.

Cllevats| Cmixt |[C12mixt | Cu mixt | SO, mixt
% etanol (v/v) | find FA 12,790 | 12249 | 12357 | 11,898| 12,925
’ fina FA 3.39 345 341 341 3.39
P
find FML 3.39 372 361 358 3,63

*  Error experimental de |’ assaig de determinacio d' etanol: 2%.
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En la figura 4.43a, es pot observar com ds nivels d'acétic només augmenten
sgnificativament, gairebé e doble, en C mixti SO, mixt, mentre que en Cu mixt i C12
mixt I’augment és moalt lleu. El control corresponent d vi que no ha portat a terme la
FML (llevats), ens permet associar clarament I'increment dels nivells d'acetic durant la
FML a I'activitat metabdlica de les soques d'O. oeni. Des d'un punt de vista de quditat
del vi, vaors de 0,8 g/l, en & cas de C mixt, 0o de 0,6 g/l en d de Cu mixt, serien
excessus (Ddfini i Formica, 2001), S bé no superarien d limit legd etablert per la
CEE d'1,08 g/l en vins blancs i rosats 0 d'1,2 ¢/l en vins negres. Ara bé, no es pot
considerar que aguest fet Sgui un problema originat Unicament per les soques d'O. oeni
inoculades. Els nivdls d'acétic d find de la FA son congderablement dts en tots ds
casos, d voltant de 0,35-0,4 g/l, més encara S considerem la concentracié de sucres de
partida, de 220 g/l. Segons LafonLafourcade (1983) i RibéreaurGayon et al. (1998), en
vins provinents de mosts amb contingut moderat de sucres (220 g/l), la mgoria de
soques de S. cerevisiae produeixen entre 0,1 i 0,3 g/l d'acid acétic. Molt probablement,
e fet que la FA shagi desenvolupat en fermentadors a 25 °C —i per tant, pugui haver
asolit temperatures superiors ds dies de mgor multiplicacio dels llevats— induex a
pensar que € factor termic ha contribiit aincrementar la quantitat d' acetic findl.

Tanmateix, només ds increments lleus d'acetic en Cu mixt i C12 mixt es poden
consderar acceptables des d'un punt de vista enologic, ja que en tots dos casos son
inferiors a 0,1 g/l (RibérealrGayon et al., 1998; Reguant, 2001). S'ha descrit que en
vins que pateixen FMLs lentes, les concentracions d'acetic acostumen a ser més dtes
(Ribéreau-Gayon et al.,1998), fet que no es corrdaciona amb les nostres dades, excepte
en e casde SO, mixt.

Dds reaultats obtinguts, no es pot concloure que la soca que simposa en la mgoria
de casos, CR1, produeixi acétic en excés: per una banda, perqueé és la que preval en Cu
mixt i C12 mixt, i per I'dtra, perque en C mixt, on sembla que també ntervé Vitilactic
(nivells propers d 50 % d'imposicid), és on I'increment d acétic durant la FML és més
elevat.

Probablement, una bona part d aquest acétic hauria de provenir de la fructosa que
és degradada d llarg de la FML, especidment en Cu mixt i C12 mixt, per bé que, s ens
fixem en les grafiques a i ¢ de lafigura 4.43, precisament en aguestes dues condicions

en que es consumeix més fructosa, es augments d'acid acetic son menors. Pel que fa a
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la glucosa (figura 4.43d), també Sexperimenta una davalada en tots es casos, molt
lleu perque e s vaors de partida, un cop finditzadala FA, son relment molt baixos.

Els nivels dacdd L-l&ctic (figura 4.43f) corresponen, principdment, as que
provindrien estequiometricament de I'acid L-mdic present d find de la FA (d voltant
de 2,7 ¢/l, 9 es condgdera que fins a un 30 % de la quantitat inicid ja ha estat degradada
pels llevats). En € cas de C mixt, possblement es bacteris lactics ja haurien comencat
a degradar-lo es darrers dies de la FA i axo explicaria un vaor més devat que en la
resta de condicions. Al finad de la FML, es vaors més dts de lactic corresponen a C12
mixt.

Com es pot veure a la taula 4.15, d pH va augmentar d voltant de 0,2 unitats entre
d find delaFA i d find d la FML, mentre que d dliceral (figura 4.43e), considerant
es intervads deror, no paex cgp modificacio dgnificativa (cd recordar que la
degradacié de dlicerol per pat dds baecteris lactics pot mametre la quditat
organoleptica dd  vi, en rebaixar-ne la concentracio ided i en originar productes
secundaris del metabolisme, no desitjats). El mateix podriem dir per a I'acid citric
(figura 4.43b), que es manté estable (I'agparent augment, lleu, observat en la grafica,
podria ser degut araons anditiques).

4.4.6. Possible efectedelsbacterislacticssobreelsllevatsdurant la FA

Per detectar § es manifestava un efecte de la inoculacio amb O. oeni sobre €
ceixement des llevats, es reditzaen determinacions  dels  pesos dds
microfermentadors cada 1 o 2 dies Ja sha vis préviament que totes les
microfermentacions van acabar la FA & mateix dia, i ds resultats obtinguts pd que fa a
I'activitat fermentativa dels llevats es podien mesurar amb & seguiment de la davdlada
de pes (figura 4.44), consequéncia de la conversé dels sucres reductors dd most en
ganal i CO,. A gmple vida, i amb les dades disponibles, no es pot airmar que la
preséncia i € desenvolupament de bacteris lactics en d most afectés negativament €
desenvolupament de la FA. En tot cas, 9§ es té en compte la gréfica de la figura 4.44,
Sadverteix que ésen C llevats en qué no hi ha presencia d'O. oeni, on la disminuco

de pes dd fermentador és lleument inferior, tot i que no de forma significativa
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Cddria, perd, un estudi més acurat per poder extreure conclusions remarcables
sobre les interaccions d'O. oeni i S cerevisiae durant la FA, i continuar aprofundint en
els estudis encetats en I’ gpartat 4.3 de Resultatsi discussio.

D'dtra banda, €ls components d'edtres afegits en ds corresponents fermentadors
tampoc van aectar ggnificativament € desenvolupament de les FAS, a patir dd que es
dedueix de lamateixafigura4.44.

400
——Cllevas
305 —a— C mixt
—4— C12 mixt
\ Cu mixt
301 ‘ —%— SO2 mixt

375 -

disminucié pes microfermentador (g

370

Figura4.44. Evoluci6 de la FA en les diferents microfermentacions expressada com
adisminucio dd pes (g) dels matrassos Erlenmeyer d Ilarg ddl temps (dies).
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4.5. Estudi de la influencia d’alguns components del vi sobre la
dinamica de poblacions dels bacterislacticsdurant laFA i laFML en

una vinificacio real

Continuant amb I'estudi de la influencia d'aguns components dd vi sobre la
dinamica de poblacions, ens va semblar interessant introduir € seguiment duna
vinificacio red coincidint amb la campanya de verema de I'any 2000 d Mas dds Frares
(celler experimentd de la Facultat d’Enologia de la URV) en la qud € parametre
edudiat fou la influencia de la concentracié de SO, que pot condicionar la FML i fins i
tot provocar-ne aturades s sSempra en excés (Ribé&earGayon et al., 1977). El
seguiment de la dinamica de poblacions sha centrat, primerament, en detectar quina
ea I'expécie que Simposava i duia a terme la FML, mitjancant la técnica PCR
especifica d' espécie (veure gpartat 3.6.4 de Materials i metodes), i en segon lloc, en
tipificar les soques d’' O. oeni per mitja de la RAPD-PCR multiple (veure apartat 3.6.5).

4.5.1. Caracteristiquesdelesvinificacions

Com es descriu en I'apartat 3.4.2, la varigat de ram edtudiada ha estat I'ull de
llebre (“tempranillo”, cast.). Es reditzaren dues FAs, la primera amb una concentracio
habitual de SO,: 4 g/hl, i I'dtra anb una concentraci6 molt superior a la normament
utilitzada 10 g/hl, per poder comparar amb claredat 9 la vaiable SO, pot ser
determinant per a la imposcié duna o dtra soca dO. oeni d llarg de la FA i de la
FML, per la qud cosa es reditza d seguiment de la poblacié d'O. oeni durant tota la
vinificacié. D’aguesta forma, € dia O (zero) correspon a de I'inici dd procés, quan €
ram és premsat i € mogt resultant introduiit a les tines. A més, també S assga I’ efecte
dd lisozim com a subdtitut parcid dd SO, (Amdi et al., 1992), addicionant-ne un cop
acabadalaFA.
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Taula 4.16. Descripci6 de les caracterigtiques basiques de les vinificacions reds,
portades a terme en duestines diferents, A i B.

Tina A TinaB
Concentracio SO, 4ghl 10 ghl
Volum most (litres) 500 200
Data verema 12/9/00
Tipusvinificacio Vi negre

Llevat inoculat

S cerevisiae: Montrachet Davis 522 (Lavin)

Durada FA

9dies

9dies

T fermentacio

Estable 25 °C

Primersi darrersdies; 21-22 °C

A lameaitat delaFA: 24-25°C

Efecte SO, sobre FA

No sgnificatiu

Un cop finditzada la FA es descubaren les tines i € vi es va repartir en garrafes de

vidre de 30 litres, seguint ladigtribucio de lataula4.17.

Taua4.17. Didribucidi codis deles diferents condicions de FML assgjades.

Control A ) Control B © Lisozim®
Nomenclatura CAl CA2 CB1 CB2 Liso
FA origen A B A
FML/inoculacio espontania
Variable d estudi SO, afegit al’inic delaFA™ Lisozim: 30 g/h

Mi@

Elscontrols A i B esrealitzaren per duplicat.

(3) Saddicionaal vi provinent delatinaA, on s hi haviaafegit 40 g/hl de SO, al’inici delaFA.
(4) Elsnivellsde SO, lliureal final delaFA estrobaven al voltant de 5 mg/l enA i 10 mg/l en B.

Es mesura la poblacié viable de bacteris lactics de les mostres recollides i seguint

les indicacions de I'gpartat 3.6 de Materials i metodes, Sidentificaren i tipificaren les

soquesd' O. oeni.

D'dtra banda, també sSanditzaren diversos components dd vi interessants per

poder obtenir més informacio sobre I’evolucio i € resultat find de les vinificacions.
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Pe que fa a I’evolucié de I'acid L-mdic, aguesta no es va comencar a mesurar fins
un cop acabadalaFA.

4.5.2. Seguiment delespoblacionsdellevatsi bacterisdurant laFA

1,00E+09
1,00E+07 T,
— ——LLA
_ 1,00E+05 *—BLA
E 4 BAA
(@]
5 1.00E+03 LB
=4 —%—BLB
* —e BAB
1,00E+01
1,00E-01 - . . . . .
0 2 4 6 8 10

dies

Figura4.45. Evolucié de les poblacions de llevats (LL) i de bacteris lactics (BL) i
acetics (BA) d llarg de les fermentacions A i B.

En la figura 4.45, es comprova que @ creixement dels llevas és smilar en totes
dues tines, amb unes poblacions Ileugerament superiors en A, coherents amb les dades
de temperatura durant la FA. Aixi, la incidencia de I'increment de SO, sobre s llevats
no € molt important, encara que a I'inici —tot just després de la inoculacié— pot haver
contribuit ala davallada de poblacid de B en un ordre de magnitud.

Pd que fa ds bacteris lactics, segueixen una evolucio idéntica fins d 6e dia de
fermentacié, moment en que divergeixen i en la tina B continuen davalant en poblacié
mentre en A sacosten a 10° UFC/ml d dia 8, cap d find de la FA, en qué d nivell de
sucres reductors ja és proper a 2 g/l i la compeéncia dds llevats disminuex.
Possblement I'efecte bacteriogtdtic del SO, contribueixi a endarrerir la reaccié dels
bacteris lactics en B (Fornachon, 1963), i es manifesti més encara sobre la poblacio de
bacteris acétics, més elevada (a voltant de 10° UFC/ml) durant ds quatre primers dies

de la FA, moment en que comenca a davdlar fins a nivels resduds que ja no
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remuntaran, especidment en la tina B, mentre que en la tina A encara aconseguiran

beneficiar-se de ladisminucio de la competencia sobre nutrients per part dels llevats.

45.3. EfectessobrelaFML

En la figura 4.46, on es representa la degradacié de I'acid L-mdic, sobserva un
efecte evident de la concentracié de SO, sobre I'evolucio de la FML, comparable als
resultats obtinguts per Reguant (2001) en vinificacions reditzades amb garnatxa durant
la campanya 1999 a mateix Mas dels Frares. El dia 10 es refereix d moment en que es

descubai esredigtribueix € vi en garrafes.

3
25
> 21 ——CAl
2 —=—CA2
T 151 —a—Liso
— —x—CB1
k=)
e 14 ——CB2
05
0 T T T T T T T T T T T 1

10 14 18 22 26 30 34 38 42 46 50 4 58

diesdevinificaci6

Figura 4.46. Degradacio de I'acid L-mdic d llarg de la FML en les vinificacions
reals de la campanya 2000.

En primer lloc, ca destacar que totes les FMLs van ser completades i que €s
replicats evolucionaren idénticament, de la qual cosa es deriva que la FA ja condiciona
de forma destacable I'evolucié pogterior de la FML i que S es mantenen €s mateixos
parametres de control durant la resta de vinificacio, I'evolucid de la FML és forca
reproduible.

Entre les raons que explicarien la diferéncia de concentracié d'acid L-mdic en s

controls A respecte ds B, es trobaria € fet que la FA shauria desenvolupat en tines
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diferents, on la maceracid no hauria estat la mateixa i @ desenvolupament del
metabolisme dds llevas hagués portat a un consum dacid L-mdic superior en A.
Precisament, segons Henick-Kling i Pak (1994) i RibérearGayon et al. (1998),
aquesta degradacié d'L-malic per part dis llevats pot arribar a un 30 % de la quantitat
inicid, vaor que coincideix completament amb les nostres dades.

L’endarreriment de I’inici de la FML, provocat per la preséncia de SO,, és d' uns 20
diess, com es pot obsarvar en la figura 4.46. Curiosament, aguest periode
d endarreriment es manté entre € find de la FML de CAli CA2i d find de la FML en
CB1l i CB2 (d'uns 20-22 dies), explicable perque un cop Sinicia la caiguda d’'L-mdic
en es controls B, aguesta segueix un pendent congtant, Smilar a pendent dels controls
A. Fins i tot, mentre A no assoleix es 1,5 g/, la desgparicio de I'acid és més lenta,
fenomen que no es reprodueix per a B. El retard experimentat en presencia elevada de
SO, és equiparable d que fou descrit per Reguant (2001) en condicions Smilars de
vinificacio per alavarietat garnatxa

La condicio Liso manifeta una evolucid diferent a la de la reta Per bé que
comenca a davdlar padldament a CA1l i CA2, maité un pendent molt més
desacedlerat, pel qua I'L-mdic no ariba a consumir-se per complet fins garebé es
mateixos dies que ho fan es controls B. Aixi, des dd punt de visa dd reaultat find
sobre I'acabament de la FML, d lisozim i € SO,, en les condicions assgjades (30 g/hl i
10 g/hl respectivament), ofereixen uns resultats equiparables.

45.4. Efectesobreel creixement delsbacterislactics

Per poder discutir més a fons les dades anteriors de degradacio d'acid L-madlic, és
necessari  contrastar-les amb les ddl desenvolupament de poblacié viable de bacteris
lactics (O. oeni i les dtres especies presents inicidment en d most), que es troben
representades en lafigura4.47.
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Figura4.47. Evoluci6 de la poblacio viable (UFC/mI) de bacteris lactics d llarg de
les vinificacions de la campanya 2000.

A smple visa, es poden establir una s&rie de corrdacions evidents entre I'evolucio
poblaciond i € consum dacid L-mdic, tot i que amb diverses peculiaritats. Per
exemple, en ds casos de CA1 i CA2 la fase més activa de la FML coincideix amb €
moment en qué les poblacions s acosten a 10° UFC/m. Guilloux-Benatier et al. (1985)
I Reguant (2001), entre d dtres, havien congtatat que I'inici de la FML sesdevé gquan la
poblacié assoleix aguest llindar. En € nogtre cas, perd, cd matisar que, tot i amb un
pendent de consum d'L-mdic molt més suau, I'inic se Stua una mica abans, quan la
poblacié tota de bacteris lactics encara es troba en I'ordre de 10° UFC/mI. Aquest
fenomen es repeteix en les dtres condicions CB1 i CB2 inicien la FML quan la
poblacié encara no ha assolit 10° UFC/m, cap d 44é dia de vinificaci6 (en la gréfica de
la figura 4.47 apareixen petites oscil-lacions entre es replicats, possblement per causes
experimentas), mentre que Liso, sorprenentment, és capac d emprendre la FML amb
10* UFC/ml. S sanditza I'evolucié de la poblacié en Liso (figura 4.47), aquest
comportament S associa també a una dinamica de creixement diferent que en CB1 |
CB2, ja que durant una gran part de la FML la poblacié no sobrepassa les 10° UFC/m i
es manté en |'ordre de 10° UFC/ml. Ara bé, dtre cop es pot dir que, des del punt de
vida del resultat find, ds nivels de poblacidé sdn similars per ds controls B i per a Liso
en acabar € procés, entre 24-10° UFC/m, un ordre inferiors ds des controls A (4-10°
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UFC/ml, coincidents amb ds vaors indicats per LafonLafourcade (1983) per a
vinificacions amilars).

El comportament observat, doncs, en Liso, podria explicar-se pels mecanismes
d'actuacio dd lisozim sobre la poblacio bacteriana, diferents as exercits per SO,: actua
contra s mucopéptids de la paret cd-lular trencant I'enllag 1,4 peptidic entre I'N-
acdilglucosamina i I'acid  N-acetilmuramic, de forma que modifica la solidesa i
permesbilitat de la cd-lula (Madigan, 2001). Tot i que, segons Amai et al. (1992) o
Gebaux et al. (1999), la presencia de lisozim no canviaia substancidment les
caracteriiques quimiques i organoleptiques dels vins, cadria reditzar més estudis per
comprovar S I'evolucié de la FML en presencia d'agquest enzm influex a nivel dd
metabolisme cd lular i de produccié de compostos secundaris en O. oeni.

Un dtre aspecte que cadria subratllar és que es primers dies després d haver
separat € vi de les mares, en s controls B S observa una certa davalada del nombre de
colonies, posshlement deguda a la manca de I'gportacié de nutrients per part de les
mares (Ddfini, 1986).

45.5. Efectesobreladinamicapoblacional d’ O. oeni

D’acord amb un plantgament Smilar d ded seguiment de les microvinificacions, es
feren aillaments de colonies a partir de les mostres de most 0 de vi corresponents a
I'inici de la vinificacié (dia 0), a la meitat de la FA (dia 4), d find de la FA (dies 810)
i al’'inici, meitat i fina de cada FML en ds diferentstipus de vins.

La metodologia d'aillament és la descrita en I'gpatat 3.6.1 de Materials i
metodes. De les 30 colonies dillades de cada placa, identificades com a bacteris lactics
per mitja de les proves de la catdasa i dd Gram, 24 foren identificades a nivel
d’'espécie gracies a la tecnica de la PCR especifica descrita en 3.6.4, i tot seguit
tipificades a nivell de soca amb la PCR-RAPD miltiple (gpartat 3.6.5 de Materials i
meétodes).

Els resultats de les identificacions a nivell d' especie es presenten en les figures 4.48
1 4.49.
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Figura4.48. Evolucié dO. oeni i de la reta de bacteris lactics durant la FA en la
tinaA.
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Figura4.49. Evolucié dO. oeni i de la resta de bacteris lactics durant la FA en la
tinaB.
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De les figures 4.48 i 4.49 s£'n poden extreure diverses observacions. En primer
lloc, es condtata € predomini de I'especie O. oeni en ambdds casos, ja des de I'inici de
la FA. En la vinificaci® amb menor quantitat de SO, (4 g/hl), la preséncia d'dtres
espécies de bacteris lactics a I'inici de la FA (de I'ordre dd 25 %) congtitueix mes del
doble que en la vinificacié6 amb mgor quantitat de SO, (10 g/hl), on es troba d voltant
dd 8 %. En haver partit dun mog inicid identic, procedent de la mateixa verema i
trepig, i 9 consderem que I'Unic dement diferenciador entre una i dtra tina a I'inici de
la vinificacid correspon ds diferents nivels de SO,, molt probablement aguesta
diferencia de percentatge de poblacions podria ser deguda a I’ efecte antibactericida del
aulfurds, que actuaria ja en les primeres hores de vinificacid. Aixo contragtaria amb els
resultats obtinguts per Reguant (2001) en la campanya anterior (1999), en una dtra
vaietat de raim negre, garnatxa, on congtatava que les proporcions trobades a I'inici i a
la meitat de la FA eren smilars en vins tractats amb concentracions diferents de SO,
mentre que S goreciaven variacions en la digtribucidé d' espécies cap d find de la FA.
Aquedta darrera tendencia Sintueix lleugerament en la tina B (10 g/hl), pero en la tina
A es produeix una lleu davalada dd percentaige d espécies diferents d'O. oeni a
mesura que avanca la FA. Entre aguestes espécies, a l'inici de la FA podrien
predominar lactobecils heterofermentatius facultatius (Lb. casel i Lb. plantarum) que,
en avancar la FA, deixarien pas ds lactobecils heterofermentatius edtrictes i a P.
damnosus, P. pentosaceus i L. mesenteroides, en proporcions diferents segons ds
autors (Lafon-Lafourcade et al., 1983; Lonvaud-Fund et al., 1991). Possblement,
enfront les concentracions més eevades de SO,, es vegin afavorides dgunes soques de
lactobacils, especidment Lb. plantarum, amb eevada ressténcia a aguest
antibactericida segons Carr et al. (1976), per bé que Manca de Nadra et al. (1987)
detectaren que la mgor tolerancia d SO, en vins argentins la presenta Lb. hilgardii. En
definitiva, cddriareditzar identificacions anivell d espécies per a concretar-ho.

Els mateixos autors esmentats, i d'atres com ara Fleet et al. (1984) o Ribérear
Gayon et al. (1998), confirmen que O. oeni gpareix en nivels molt baxos o no
detectables en d most i a I'inici de la FA, mentre que Davis et al. (1986) o Reguant
(2001) van detectar nivels importants d'O. oeni des de I'inici, § bé en ds casos
edtudiats per Davis et al. (1986) aguests es feien indetectables ds pocs dies d'iniciar-se
la FA. La condatacio que la presso sdectiva dd SO, (veure figures 4.48 i 4.49) ja

incideix des de I'inici en la proporcié de bacteris lactics diferents d'O. oeni, i que la
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nodra es tracti d'una vinificacidé en un cdler on ja ds anys anteriors shi ha ana
desenvolupant regularment la FML amb la implantacié d'O. oeni, podria explicar-ne
predomini des dd principi.

Pd que fa a la tipificacio de soques dO. oeni des de I'inici del procés de
vinificacio, en conjunt se n'han obtingut 5 pefils diferents a patir de RAPD-PCR
multiple, com es pot veure en la figura 4.50, que ens permeten etiquetar les soques des
d Mf33 finsa Mf37.

M  Mf33 Mf33 Mf34 Mf35 Mf36 Mf37 Mf36 CR1

Pb

6557

2176
1766

1230
1033

633

234

Figura4.50. Pefils resultants de PCR-RAPD mlitiple de les diferents soques
dllades en la campanya de vinificacio de 2000: eectrofores en gd dagarosa: M)
Marcador de p.m. (Marker Il + Marker VI, Boehringer Mannheim), del qua només
sindiquen les mides d' gunes de les bandes, en pb (parells de bases).
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Figura4.52.  Biodiverdtat deles diferents soques d O. oeni enlesvinificacionsdela
tinaB, durant [laFA (A), i al’inid, matat i find delesFMLsdes controlsB: CB1 i
CB2 (B).

Una primera observecio de les figures 4.51 i 4.52, és que la mgor diverstat de
soques es presenta a l'inici de la FA, és a dir, en d most. En la tina A, on es porta a
terme la vinificacid amb menor presencia de sulfurés, shi han obtingut totes les 5
soques en diferents proporcions. des dMf34 i Mf33, amb un 36 % i un 27 %
repectivament, fins a Mf37, amb un 5 %, la de menor proporcié (figura 4.51A).
Mentre, en la tina B, amb una devada concentracié de sulfurds, només n'apareixen 3
d aguestes i en proporcions ben diferents, essent Mf33 la soca predominant amb un 65
%, seguida d'Mf36 amb gairebé un 30 % i, en un percentatge molt més baix, Mf34, que
curiosament eralamés abundant en latina A (figura4.52A).

Agquesta diverdgtat ja es veu consderablement reduida a la metat de la FA: en la

tina A, ja no gpareixen les soques minoritaries en I'inici i és Mf36 la que predomina
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lleugerament sobre Mf33 (un 55 % sobre un 30 %), en detriment d Mf34, que era la
soca que ho feia d dia O, i que pateix una davalada superior a 100 %. Per la seva
banda, en la tina B Sapunta I'inici d'una tendéncia per pat de la soca Mf34 a
augmentar gradudment la seva presencia en detriment de les dtres dues exigents
també a I'inici, sense I'gparicié de cap nova soca, fins arribar d find de la FA, en que
es conditueix en la soca mgoritaria (a voltant del 90 %), mentre que Mf36 garebé
desgpareix i Mf33 es manté de forma testimonid (a voltant d'un 1 %) (figura 4.52A).
Smultaniament, en la tina A, es produeix una evolucid smilar cgp d find de la FA,
essent Mf34 la soca predominant, amb la diferéncia que és Mf36 i no pas Mf33 la soca
residud, també d voltant del 10 % (figura4.51A).

En contras amb ds resultats obtinguts per Reguant (2001) en un vi diferent pero
amb concentracions smilars de sulfurés, es pot constatar que en € seu cas, S observava
amb claredat que, en cadascun dels 3 moments estudiats de la FA, les soques
predominants eren diferents i, a més, aquelles que eren mgoritaries a I'inici arribaven a
dessparéixer d find de la FA, o bé les que predominaven a la meitat o find de FA no
gpareixien a l'inici, mentre que, en d nodre cas, aguest fet Sobsarva només
parcidment, ja que s bé la soca que predomina d find es troba en petita proporcié a
I’inici, en cap cas no S imposa una soca que no gparegui en un % sgnificatiu € dia .

Es podria suposar que les soques Mf35 i Mf37, que només gpareixen d principi en
d cas de la tina A, sdn molt senshles a la presencia de sulfurds, i que aquest seria €
factor clau que en comprometria la viabilitat en d vi, més que no pas la competéncia
per part dels llevats o I'gparicio d etanal, ja que no s observen ni en € dia 0 a la tina B.
Tot i que cddrien més dades experimentds per a confirmar aguest suposit, diversos
autors ja han condatat que I’ efecte antibactericida del SO, és gairebé immediat després
de la seva addicié (Lafon-Lafourcade i Peynaud, 1974; Guzzo et al., 1998). Cd tenir
present que la presa de mostra del dia O es va fer unes hores després de la inoculacio |
que € magor percentatge de sulfurds lliure —a forma més activa microbiol ogicament—
es troba precisament a l'inici, aans que es combini amb dtres components del vi
(veure gpartat 1.2.3 delalntroduccio).

S ens centrem en @ desenvolupament de la FML, es pot veure com, en tots ds
casos (41 10 g/hl SO, i 30 g/hl lisozim, es dos primers reditzats per duplicat i tots dls
afegits inicidment) és la mateixa soca, Mf34, qui Simposa i porta a terme la FML. En
e cas de la figura 4.51 B, corresponent a CALl i CA2, s duplicats mostren resultats
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molt comparables i sSmilars, dels quas es pot deduir que, § bé Mf34 manté €
predomini ja marcat, com sha pogut veure (figura 4.51 A), d find de la FA, una dtra
soca, Mf36, roman en percentaige petit perd significatiu i pot participar també en la
finditzacio de I'activitat maolactica, beneficiada possblement per un cert esgotament
del creixement portat a terme fins llavors per part de la poblacié d Mf34. La condicié
CB (figura 4.52 B) modra una dinamica molt smilar, mentre que en la condicié on d
lisozim ha subdituit d SO,, ha etat també Mf34 qui sSha imposat totadment (figura
451 C).

Aquests resultats son completament equiparables as obtinguts per Reguant (2001),
que en la campanya 1999 dd Mas des Frares i amb un vaietat vinifera diferent
(garnatxa), va condatar com, en condicions de FML espontania Simposava un mateix
perfil de soca, CR1 (la maeixa que la nostra Mf34), independentment de la magor o
menor presencia de sulfurés en la vinificacié, perfil aguest que coincidia amb €
corresponent a la soca predominant en les FMLs també espontanies de la campanya
anterior (1998). Aixi doncs, podem concloure que la mateixa soca (CR1=Mf34)
Shauria imposat durant tres anys consecutius, | que es tractaria d'una de molt ben
adeptada a les condicions dd celler en questio, sempre que no Sintroduissn dtres
vaiables, com la inoculaci6 amb aguna soca de lleva determinada combinada amb
nivells excessus de sulfurés o I'addicié d'iniciadors comercids de FML que, en ser
degits en ordres de poblacions molt devats, dterarien completament la dinamica
poblaciond autoctona.

Pel que respecta a |'efecte dd SO, d llarg de tota la vinificacid, la condtatacio que
Mf34 sSimpos en ambdues condicions, independentment de quin sgui € nivel
d aguest agent antibacteria —com passa en les dues campanyes anteriors, del 1998 i
1999- fa creure que no és aquest @ factor determinant per explicar la preponderancia
dMf34 enfront la resta de soques. Probablement, es tracti dd resultat sinergic d'un
conjunt de factors, entre els la composicido dd vi, la competencia amb llevats i la

capacitat de mantenir un cert avantatge metabolic en condicions desfavorables.

4.5.6. Efectes sobr e alguns components del vi

Td com sha fet en I'estudi de les microvinificacions, Shan anditzat dguns des

components dels vins directament relacionats amb & metabolisme des bacteris lactics.
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Bl grau dcohdlic, mesurat d find de la FA, fou similar en totes dues tines 12,8 % (VIV)
enAi126%enB.

Els nivels d'acid acétic un cop finditzada la FML se Stuen d voltant de 0,2 g/l en
tots s casos, 9 bé CB1 i CB2 sin ds que presenten vaors lleument inferiors, de 0,19
g/, unes diferencies poc sgnificatives (figura 4.53a). Com ja sha vig en |'apatat 4.4,
on es parlava de les microvinificacions, aguests son uns vaors acceptables i habituds.
Com que € seguiment que sha reditzat de bacteris aétics indica que en cgp moment
shan superat llindars de poblacié totd d'acétics de 10° UFC/ml, aguest increment
duns 01 ¢/ regpecte d find de la FA possblement dgui resultat dd metabolisme
heterofermentatiu dels bacteris lactics, tot i que, com es pot veure en la figura 4.53 (Ci
d), la glucosa i fructosa, subdrats habituds de les vies heterofermentatives, ja es
trobaven en nivels molt baixos i no haurien dgnificat una gportacié destacable
d energia Tant és aixi, que aguests nivells 0 bé es mantingueren o bé sincrementaren
molt lleugerament (cddria condderar la posshilitaa d'errors de mesura perque
concentracions tan baixes incrementen les oscillacions des assaigs). No es pot
descatar, d'dtra banda, la posshilitat que un lleu increment de les concentracions
finds de sucres reductors sigui deguda a la hidrolis de polisacarids i glicoproteines per
part dels bacteris lactics, fenomen que Codelo et al. (1985) varen poder detectar en
dgunsvins

En cawi 4 aguest fenomen s que explicaria la formacio dacetic— I'acid citric
davdla ostensblement, en especid en les FMLs provinents de la tina A (controls A i
Liso), on es consumeixen més de dues terceres parts de I’acid present a fina de la FA
(veure figura 4.53 a i b) ; mentre que ds controls B en metabolitzen Unicament la
meitat, tot i patir a I'inici de la FML duna concentracié smilar. Tot plegat, es
corrdlaciona perfectament amb s nivdls finds d'acétic, lleument inferiors en CB1 i
CB2, com ja sha esmentat. Pel que fad glicerol (4.53 €) es pot comprovar que en cap
cas és metabolitzat | manté ds nivels d llarg de la FML, mentre que en la formacié
dacid L-lactic (4.53 f), es manifeta darament que € consum dacid L-mdic sha
canditzat a través de I'enziim madolactic dels bacteris lactics i es pot judificar que €s
controls B en tinguin mgor concentracié perqué també partien de nivells superiors d'L-
melic.
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Conclusions

L’ activitat ATPasa de membrana, principament deguda a H'-ATPasa (tipus FoF1-
ATPasa), es mostra com un on indicador de I'estat metabolic de les cd-lules d'O.
oeni davant les diferents condicions d'estres estudiades i es veu dfectada per
concentracions inhibidores de la vidbilitat cdlular d'etanol, SO,, coure i &cids
grassos, per la qual cosa es pot establir una rdacié directa entre la inhibicié del
creixement dO. oeni en condicions reds de vinificacio i la inhibicio de I'activitat
ATPasa.

En lasocatipus d O. oeni, CECT 4100, i segons les condicions d' assaig emprades,
I'etanol no produex un pefil de proteines de membrana excessvament diferent
respecte a control, mentre que & xoc en condicions acides 0 en presencia de I'acid
gras C12 inhibeix, en generd, I’ expressi6 proteica

La incubacié de cd{ules d'O. oeni de la soca tipus CECT 4100 en concentracions
de coure inhibidores del creixement cdfular 0 davant un xoc acid, afavoreix la
sobreexpressio d'una proteina de membrana, de 40 kDa. La incubacié de cd-lules
de diferents soques d’O. oeni en presencia de concentracions de SO, inhibidores
dd creixement també afavoreix la sobreexpressd d'una proteina de membrana de
40 kDa, la sequencia N-termind de la qud correspon a la familia de glicerddehid-
3-fodfatdeshidrogenases (GAPDH).

El SO,, en concentracions eevades, inhibeix I'activitat GAPDH citoplasmatica, i
per tant, e mecanisme glucalitic d obtencio d energia per part d' O. oeni.

Mitjancant RT-PCR, sha comprovat que ds nivels d' expressé génica d hspl8 en
resposta d xoc termic sOn fins a cinquanta vegades superiors que en les condicions
controls, en la soca tipus CECT 4100, mentre que en preséncia de concentracions
de C12, coure o SO, inhibidores dd creixement, Unicament Sobserva una certa
induccié en resposta d coure i en condicions de fase exponencia de creixement. En
larestade condicions, I’ expressié d’ hspl8 es troba lleugerament reprimida

L’ activitat proteasa associada a dues soques d'O. oeni estudiades (Lo 84.13 1 S3)
no é dgnificativa en les condicions experimentas emprades, excepte d find de la
fase exponencid de creixement i en presencia de dosis elevades d etanol (14 %).

En condicions de caréncia nutriciond nitrogenada, sha observat una relacié directa
entre la biodisponibilitat de nitrogen a-aminat i lataxa de creixement d’ O. oeni.

En les soques dO. oeni Lo 84.13 i S3 es produeix un lleuger increment de

I'expressé dd gen de I'enzim madolactic en concentracions elevades d'etanol, aixi
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10.

11.

12.

13.

com de gen de la proteina d' estrés Hsp18 durant la fase estacionaria, mentre que
no S observa expressio del gen d' una exoproteasa coneguda com a HtrA.

En les condicions de microvinificacié estudiades, la soca tipus CECT 4100 és la
que ha mogtrat menor capecitat d adaptacid en tots els casos, mentre que la soca
comercid Vitilactic és la primera en finditzar la FML en condicions control i en
presencia de C12 o de coure. Per la seva banda, en presencia de SO, és la soca
aillada CR1 la que es veu lleugerament més afavoridaen lareditzacio de la FML.

En les mateixes condicions de microvinificacié i en presencia d'un inocul mixt de
les tres soques d'O. oeni esmentades, la soca tipus CECT 4100 perd tota viabilitat
enfront de les dtres dues soques i desgpareix d llarg dds primers dies de
fermentacié dcohdlica, independentment de quin sigui € component destres
introduit en e mogt. Per la seva banda, les dtres dues soques, CR1 i Vitilactic,
conviuen d llarg de la fermentacio acohdlica i col-laboren en la finditzacid de la
fermentaci6 maolactica en proporcions similars Unicament en la condicié contral,
jaqgue en presenciade C12, coure 0 SO, ésCR1 qui Simposad llarg delaFML.

En totes les vinificacions portades a terme (4 i 10 g/hl de SO, totd i 30 g/hl de
lisozim) s observa un predomini de la soca O. oeni ja des de I'inici de la FA, i que
I’augment de concentracié del SO, accentuata predomini.

En la mateixa campanya de vinificacio, es va poder comprovar com d lisozim, en
una concentracié de 30 g/hl, endarrereix de forma smilar |’acabament de la FML a
com ho fan 10 g/hl de SO,, § bé I'evolucié de la concentracié d'L-madlic ide la
poblaci6 total de bacteris lactics Sigui diferent en cada cas.

En tots ds casos, és una mateixa soca d'O. oeni (Mf34) la que Simposa d llarg de
la FML, i que es presenta com a mgoritaria ja des dels primers dies de la FA, i per
tant, de procés de vinificacio. Aquesta soca, coincideix amb la que es va imposar
en les campanyes anteriors, 1998 i 1999, seguides per Reguant (2001) en la varietat
garnatxa, i allladai catalogada pd nostre grup com a CR1.

186



5. BIBLIOGRAFIA






Bibliografia

Amati, A., GArfdli, M. Simoni, A. Gandini, V. Gerbi, C. Tortia i R. Zironi (1992). Inhibizione della
fermentazione malolattica mediante il lisozima: aspetti microbiologici e tecnologici. Biologia Oggi, VI
(1-2): 95-102.

Amzel, LM, i P.L. Pedersen, (1983). Proton ATPases. structure and mechanism. Annual Reviews in
Biochemistry, 52: 801-824.

Arendt, E.K.; Lonvaud-Funel, A. i Hammes, W.P. (1991). Lysogeny in Leuconostoc oenos Journal of
General Microbiology, 137: 2135-2139.

Arnau, J., K.I. Sgrensen, F.A. Karen, F.K. Vogensen i K.Hammer (1996). Analysis of heat shock gene
expression in Lactococcus lactis MG1363. Microbiology, 142: 1685-1691.

Arnold, H., i D. Pette (1968). Bundling of glycolytic enzymesto structure proteins of the muscle.
European Journal of Biochemistry, 6: 163.

Auffray, Y., E. Lecesne, A. Hartke, P. Boutibonnes (1995). Basic Features of the Streptococcus
thermophilusHeat Shock Response. Current Microbiol ogy, 30: 87-91.

Ausubel, F.M, R. Brent, R. E. Kingston, D. D. Moore, JG. Seidman, JA. Smith, K. Struhl.
Massachusetts General Hospital and Harvard Medical School. 1987-1997. Current Protocols in
Molecular Biology, vol. 1, 2 and 3. John Wiley & Sons, Inc, UEA.
Avedovech, R. M. JR., M. R. McDaniel, B. T. Watson i W. E. Sandine (1992). An evaluation of
combinations of wine yeast and Leuconostoc oenos strains in malolactic fermentation of Chardonnay
wine. American Journal of Enology and Viticulture, 43 (3): 253-260.

Avraham, Y., N. Grossowicz i J. Yashphe (1990). Purification and characterization of uridine and
thymidine phosphorylase from Lactobacillus casei. Biochimica et Biophysica Acta, 1040: 287-293.

Bartowsky, E. J. i P. A. Henschke (1995). Malolactic fermentation and wine flavour. The Australian
Grapegrower & Winemaker, 378a 83-94.

Bartowsky, E. J. i P. A. Henschke (1999). Use of a polymerase chain reaction for specific detection of
the malolactic fermentation bacterium Oenococcus oeni (formerly Leuconostoc oenos) in grape juice and
wine samples. Australian Journal of Grape and Wine Research, 5: 39-44.

Baumberg, S. (1999) Prokaryotic Gene Expression. Oxford University Press.

Beech, F. W. i S. Thomas (1985). Action antimicrobienne de I'anhydride sulfureux. Bulletin de 1'O.1.V.,
58: 564-581.

Bedman, R. B., A. Gavin i R. M. Keen (1977). A new strain of Leuconostoc oenos for induced malo-
lactic fermentation in Eastern wines. American Journal of Enology and Viticulture, 28: 159-165.

Bedman, R.B. i J.F. Gallander (1979). Wine deacidification. Advances in Food Resear ch, 25, 1-53.

Bedman, R. B., R. M. Keen, M. J. Banner i S. W. King (1982). Interactions between wine yeast and
mal ol actic bacteria under wine conditions. Developmentsin Industrial Microbiology, 23: 53-61.

Beelman, R.B., R.M. Keen, M.J. Banner i SW. King (1985). Interactions between wine yeast and
malolactic bacteria under wine conditions. Develop. Ind. Microbiol., 23: 107-112.

Belli, W. A. i R. E. Marquis (1991). Adaptation of Streptococcus mutans and Enterococcus hirae to
Acid Stressin Continous Culture. Applied And Environmental Microbiology, 57(4): 1134-1138.

Bender, G.R.,, SV.W. Sutton i RE. Marquis (1986). Acid Tolerance, Proton Permesbilities, and
Membrane ATPases of Oral Streptococci. Infection and Immunity, 53 (2): 331-338.

189



Bibliografia

Benkirane, R., M.G. Gottschalk, J.D. Dubreuil (1997). ldentification of a Streptococcus suis 60-kDa
heat-shock protein using Western blotting. FEMS Microbiology Letters, 153: 379-385.

Bergmeyer, H.U. (1974). Methods of enzymatic Analysis, 11, 3" ed (pp. 211-213).

Bloom, H., H. Beier i H.S. Gross (1987). Improved silver gaining of plant proteins, RNA and DNA in
polyacrylamide gels. Electrophoresis, 8: 93-99.

Bode, J, M. Blumenstein, M.A. Raftery (1975). Biochemistry, 14: 1146

Bolotin, A., P. Wincker, S. Mauger, O. Jallon, K. Malarme, J. Weissenbach, S. Dusko Ehrlich i A.
Sorokin (2001). The Complete Genome Sequence of the Lactic Acid Bacterium Lactococcus lactis ssp.
lactis I1L1403. Genome Research, 11 (5): 731-753.

Boyer, P.D. (1997). The ATP synthase — a splendid molecular machine. Annual Reviews in
Biochemistry: 66, 717-749.

Britz, T.J. i R. P. Tracey (1990). The combination effect of pH, SO2, ethanol and temperature on the
growth of Leuconostoc oenos. Journal of Applied Bacteriology, 68: 23-31.

Broadbent, JR., C.J. Oberg, H. Wang i L. Wei (1997). Attributes of the Heat Shock Response in Three
Species of Dairy Lactobacillus Systematic and Applied Microbiology, 20, 12-19.

Cabanis, JC. i M.T. Cabanis (1998). Acides Organiques En Oenologie: Fondements Scientifiques Et
Technologiques, p. 319. Paris: Technique et Documentation.

Cabras, P., M. Méeloni, M. Mdlis, A. Farris, M. Budroni i T. Satta (1994). Interactions between lactic acid
bacteria and fungicides during lactic fermentation. Journal of Wine Research, 5: 53-59.

Capucho, I. i M. V. San Roméo (1994). Effect of ethanol and fatty acids on malolactic activity of
Leuconostoc oenos Applied and Environmental Biotechnology, 42: 391-395.

Carlsson, J. i I.R. Hamilton (1996). Differential toxic effects of lactate and acetate on the metabolism of
Streptococcus mutansand Streptococcus sanguis. Oral Microbiology and Immunology, 11: 412-419.

Carr, J. G., P. A. Daviesi A. H. Sparks (1976). The toxicity of sulphur dioxide towards certain lactic acid
bacteriafrom fermented apple juice. Journal of Applied Bacteriology, 40: 201-212.

Carreté, R., M.T. Vida, A. Bordons i M. Constanti (2002). Inhibitory effect of sulfur dioxide and other
stress compounds in wine on the ATPase activity of Oenococcus oeni. FEMSMicrobiology Letters, 211:
155-159.

Cartwright C. P., F.JVeazy, A.H. Rose (1987). Effect of the ethanol on activity of the plasma membrane
ATPase in, and accumulation of glycine by, Saccharomyces cerevisiae. Journal of General
Microbiology, 133: 857-865.

Cartwright C.P., JR. Juroszek, JR. Beavan, F.M.S. Ruby, SM.F. De Morais, A.H. Rose (1986).
Ethanol dissipates the proton motive force across the plasma membrane of Saccharomyces cerevisiae.
Journal of General Microbiology, 132: 369-377.

Castino, M., L. Usseglio-Tomasset i A. Gandini (1975). Factors which affect the spontaneous initiation
of the mao-lactic fermentation in wines. The possibility on transmission by inoculation and its effect on
organoleptic qualities. In: J. G. Car, C. V. Cutting i G. C. Whiting (Eds.). Lactic acid bacteria in
beverages and food (pp. 139-148). London: Academic Press.

Cavin, JF., V. Gerbaux, M. Guilloux, M.J. Leroy (1989) Pour une bonne fermentation malolactique,
ensemencer. Viti (138) Desembre: 61-62.

190



Bibliografia

Cayot, P. i G. Tainturier (1997). The Quantification of Protein Amino Groups by the
Trinitrobenzenesulfonic Acid Method: A Reexamination. Analytical Biochemistry, 249: 184-200.
Charpentier, C. i M. Feuillat (1993). Yeast Autolysis, chapter 7, Wine Microbiology and Biotechnology,
(Ed. G.H. Fleet) Harwood Academic Publishers, Amsterdam.

Cheung, A.L., K.J. Eberhardt i V. A. Fischetti (1994). A method to isolate RNA from gram-positive
bacteria and mycobacteria. Analytical Biochemistry, 222: 511-514.

Christensen, JE., E.G. Dudley, JA. Pederson i JL. Steele (1999). Peptidases and amino acid catabolism
in lactic acid bacteria. Antonie van Leeuwenhoek, 76: 217-246.

Constanti, M., C. Reguant, M. Poblet, F. Zamora, A. Mas i J. M. Guillamén (1998). Molecular analysis
of yeast population dynamics. effect of sulphur dioxide and inoculum on must fermentation.
International Journal of Food Microbiology, 41: 169-175.

Cooksey, D.A. i H.R. Azad (1992). Acumulation of cooper and other metals by cooper-resistant plant-
pathogenic and saprophytic pseudomonads. Applied and Environmental Microbiology, 58: 274-278.

Coolbear, T., JR. Reid i G.G. Pritchard (1992). Stability and specificity of the cell wall-associated
proteinase form Lactococcus lactis subsp. cremoris H2 released by treatment with lysozyme in the
presence of calciumions. Applied and Environmental Microbiology, 58: 3263-3270.

Costello, P. J. (1993). Induction procedures for malolactic fermentation. Australian and New Zealand
Wine Industry Journal, 8: 51-56.

Cox, D. J. i T. Henick-Kling (1989). Chemiosmotic energy from malolactic fermentation. Journal of
Bacteriology, 171(10): 5750-5752.

Daeschel, M.A.,, DS Jung i B.T. Watson (1991). Controlling Wine Malolactic
Fermentation with Nisin and Nisin-Resistant Strains of Leuconostoc oenos. Applied and Environmental
Microbiology, 57 (2): 601-603.

Daniel, P., E. de Waele i JN. Hallet (1993). Optimisation of transverse alternating field electrophoresis
for strain identification of Leuconostoc oenos. Applied Microbiology and Biotechnology, 38: 633-641.

Dashper, SG. i E.C. Reynolds (1996). Lactic acid excretion by Streptococcus mutans. Microbiology,
142: 33-39.

Davis, C. R., D. Wibowo, R. Eschenbruch, T. H. Lee i G. H. Fleet (1985). Practica implications of
malolactic fermentation: a Reviews. American Journal of Enology and Viticulture, 36 (4): 290-301.

Davis, C. R., D. Wibowo, T. H. Lee i G. H. Fleet (1986). Growth and metabolism of lactic acid bacteria
during fermentation and conservation of some Australian wines. Food Technology in Australia, 38 (1):
35-40.

Davis, C. R., D. Wibowo, T. H. Lee i G. H. Fleet (1988). Properties of wine lactic acid bacteria: their
potential enological significance. American Journal of Enology and Viticulture, 39: 137-142.

De Felice, M., L. Cinquantai A. De Leonardis (1993). Gli acidi grassi liberi inibitori dellafermentazione
malolatticadei vini. Industrie delle bevande, 22: 126-130.

De Jong, W.W., G.J. Caspersi JA.M. Leunissen (1998). Genealogy of the a-crystallin-small heat-shock
protein superfamily. International Journal of Biological Macromolecules, 22: 151-162.

De Man, J.C., M. Rogosai M.E. Sharpe (1960). A medium for the cultivation of Lactobacilli. Journal of
Applied Bacteriology, 23: 130-135.

Ddfini, C. (1986). Studio sull’attivita® biologica della schizoflora lattica nel mosti e nei vini. Rivista di
viticoltura e di enologia di Conegliano. 2: 61-82.

191



Bibliografia

Ddfini, C. i M.G. Morsiani (1992). Resistance to Sulfur Dioxide of Malolactic Strains of Leuconostoc
Oenosand Lactobacillus Sp. Isolated from Wines. Sciences Des Aliments, 12 (3): 493-511.

Ddfini, C. i JV. Formica (2001). Wine Microbiology, Science and Technology. Marcel Dekker, Inc.
2001

Ddmas, F., F. Pierre, F. Coucheney, C. Diviesi J. Guzzo (2001). Biochemical and Physiological Studies
of the Small Heat Shock Protein Lol8 from the Lactic Acid Bacterium Oenococcus oeni. Journa of
Molecular and Microbiological Biotechnology, 3 (4):

Ddtell, D. i JM. Jary (1992). La degradation biologique de Il'acide maique.
Elements de choix et technigue de mise en oeuvre des Schizosaccharomyces en
vinification en blanc. Biologia Oggi VI (1-2): 60-65.

Delteil, D. (2000a) Practical Management of Malolactic Fermentation for Mediterranean Red Wines.
Mondiavit seminar at Vinitech 2000, Nov. 2000, Bordeaux.

Delteil, D. (2000b) La gestion pratique de la fermentation malolactique des vins rouges méditerranéens.
Revue des (Enologues, 95: 23-26.

Delteil, D. (2001) Effets de differents moments d’inoculation en bactéries lactiques sur les profiles des
vins rouges mediterraneens. Extrait de Congress Proceedings, 26" o1V World Congress, Adelaide
(Australia).

Desens, C. i Lonvaud-Funel, A. (1988). Etude de la constitution lipidique des membranes de bactéries
utilisés en vinification. Connaissance de la Vigne et du Vin, 22: 25-32.

Desmazeaud i H. De Roissart (1994). Méthodes d'identification des bactéries lactiques. In: Bactéries
lactiques, Vol. 1. Uriage: Ed. Lorica.

Dicks, L. M. T., F. Ddlaglio i M. D. Collins (1995b). Proposa to reclassify Leuconostoc oenos as
Oenococcus oeni [corrig.] gen. nov., comb. nov.. International Journal of Systematic Bacteriology, 45
(2): 395-397.

Dicks, L. M. T., H. J J Van Vuuren i F. Dédlaglio (1990). Taxonomy of Leuconostoc species,
particularly Leuconostoc oenos, as revealed by numerical analysis of total soluble cell protein patterns,
DNA base compositions, and DNA-DNA hybridizations. International Journal of Systematic
Bacteriology, 40 (1): 83-91.

Dicks, L. M. T., P. A. Loubser i O. P. H. Augustyn (1995a). Identification of Leuconostoc oenosfrom
South African fortified wines by numerical analysis of total soluble cell protein patterns and DNA-DNA
hybridizations. Journal of Applied Bacteriology, 79: 43-48.

Dombek K.M., L.O. Ingram (1984). Effects of ethanol on the E. coli plasma membrane. Journal of
Bacteriology, 157: 233-239.

Drici-Cachon, Z., J. Guzzo, J-F. Cavin i C. Divies (1996). Acid tolerance in Leuconostoc oenos
Isolation and characterization of an acid-resistant mutant. Applied Microbiology and Biotechnology, 44:
785-789.

Edwards, C.G. (2000) Competition between yeast and bacteria in wines: the problem of Lactobacillus
(pp. 53-58). Inoculation rate and nutritional aspects, keys points for good alcoholic fermentation
management, Les entretiens scientifiques de Lallemand. Austria-May 2-4, 2000.

Edwards, C.G. i RB. Beelman (1987). Inhibition of the malolactic bacterium, Leuconostoc oenos PSU-1,
by decanoic acid and subsequent removal of the inhibition by yeast ghosts. American Journal of Enology
and Viticulture, 38 (3): 239-242.

Edwards, C.G, JC.  Peterson, T.D. Boylsson i T.D. Vasle (1994). Interactions

192



Bibliografia

between Leuconostoc oenos and Pediococcus spp. during vinification of red wines. American Journal of
Enology and Viticulture, 45 (1): 49-55.

Eliaz, AW., D. Chapman, D.F. Ewing (1976) Phospholipid phase transtion. Effects on n-alcohols, n-
monocarboxylic acids, phenyl- alkylalcohols and quaternarium ammonium compounds. Biochimica et
Biophysica Acta, 448: 220-230.

Ellis, J. (1987) Proteins as molecular chaperones. Nature, 328; 378-379.

Ellis, R.J. (1990) The nolecular chaperone concept. Semin. Cell Biology, 1: 1-9.

Eraso, P., i C. Gancedo (1987). Activation of yeast plasma membrane ATPase by acid pH during growth.
FEBSletters, 224: 193-197.

Eschenbruch, R. i PH. Kleynhans (1974). The influence of cooper-containing
fungicides on the copper content of grape juice and on hydrogen sulphide formation. Vitis, 12: 320-324.

Even, S. i C. Garrigues, P. Loubiere, N.D. Lindley i M. Cocaign-Bousquet (1999). Pyruvate Metabolism
in Lactococcus lactis is Dependent upon Glyceraldehyde-3-phosphate Dehydrogenase Activity.
Metabolic Engineering: 1, 198-205.

Farias, M.E., G.C. Rollan i M.C. Manca de Nadra (1996). Influence of nutritional factors on the protease
production by Leuconostoc oenosfrom wine. Journal of Applied Bacteriology, 81: 398-402.

Farias, M.E. i M.C. Manca de Nadra (2000). Purification and partial characterization of Oenococcus oeni
exoprotease. FEMS Microbiology Letters, 185: 263-266.

Fehlmann, M. (seqguéncia introduida al GenBank el 10 d'octubre de 2000). Molecular Biology,
University of Applied Science Waedenswil, Switzerland.

Ferre, F. (1992) Quantitative or Semi-Quantitative PCR: Reality Versus Myth. PCR Methods and
Applications, 2: 1-9.

Ferré L. (1922). Influénce de la retrogradation de I'acide malique sur la composition des vins blancs.
Annales dela Science Agronomique, 39: 277-283.

Feuillat, M., P. Bidan, Y. Rosier (1977). Croissance des bactéries lactiques a partir des principaux
constituents azotes des vins. Ann. Technol. Agric. 26: 435-447.

Fillingame, RH. (1997) Coupling H* transport and ATP synthesis in FiF;-ATP synthases: glimpses of
interacting parts in a dynamic molecular machine. The Journal of Experimental Biology: 200, 217-224.

Firme, M. P, M. C. Letao i M. V. San Roméo (1994). The metabolism of sugar and malic acid by
Leuconostoc oenos effect of malic acid, pH and aeration conditions. Journal of Applied Bacteriology,
76: 173-18L.

Fitch, M.\W., D.W. Graham, R.G. Arnold, SK. Agarwal, P. Pheps, G.E. Speitd i G. Georgiou (1993).
Phenotypic characterization of copper-resistant mutans of Methylosinus trichosporium OB3b. Applied
and Environmental Microbiology, 59: 2771-2776.

Fleet, G.H., S. Lafon-Lafourcade i P. Ribéreau-Gayon (1984). Evolution of Yeasts and Lactic Acid
Bacteria During Fermentation and Storage of Bordeaux Wines. Applied and Environmental
Microbiology, 48 (5): 1034-1038.

Fornachon, J.C.M. (1957) The occurrence of malo-lactic fermentation in Australian wines. Australian
Journal of Applied Sciences, 8: 120-129.

193



Bibliografia

Fornachon, JC.M. (1963). Inhibition of certain lactic acid bacteria by free and bound sulphur dioxide.
Journal of the Science of Food and Agriculture, 14: 857-862.

Foster, JW. i H.K. Hall (1990) Adaptative acidification tolerance response of Salmonella typhimurium
Journal of Bacteriology, 172: 771-778.

Foster JW., H.K. Hall (1991). Inducible pH homeostasis and the acid tolerance response of Salmonella
typhimurium Journal of Bacteriology, 173: 5129-5135.

Foster, JW. (1993) The Acid Tolerance Response of Salmonella typhimurium Involves Transient
Synthesis of Key Acid Shock Proteins. Journal of Bacteriology, 175 (7): 1981-1987.

Freese, E., C. Sheu, E. Galiers (1973). Function of lipophilic acids as antimicrobial food additives.
Nature 241: 321-325.

Galander, JF. (1979). Effect of time of bacteria inoculation on the stimulation of malo-lactic
fermentation. American Journal of Enology and Viticulture, 30: 157-159.

Garbay, S. i A. Lonvaud-Funel (1994). Characterization of membrane-bound ATPase activity of
Leuconostoc oenos growth conditions. Applied Microbiology and Biotechnol ogy, 41: 597-602.

Garbay, S. i A. Lonvaud-Funel (1996). Response of Leuconostoc oenos to environmental changes.
Journal of Applied Bacteriology, 81: 619-625.

Garbay, S., N. Rozeési A. Lonvaud-Funel (1995). Food Microbiology, 12: 387-395.
GarciaBarcd 6, J. (1990) Técnicas andliticas paravinos. (Ed. J. Garcia Barcel6). GAB: Barcelona.

Garcia, M.J. (1991) Caracterizacion fisioldgica de bacterias lacticas. Fermentacion malolactica en
Lactobacillus plantarum CECT 220. Tesis doctoral. Universidad de Valencia. Espafia.

Garcia, M.J.,, M. Zaiiga. F. Uruburu (1992). Revision: El metabolismo y € control de las bacterias
Icticas en el vino. Revista Espafiola de Cienciay Tecnologia de Alimentos, 32 (3): 233-268.

Garcia, M.J., M. Zlfiiga i H. Kobayashi (1992). Energy production from L-malic acid degradation and
protection against acidic external pH in Lactobacillus plantarum CECT 220. Journal of General
Microbiology, 138: 2519-2524.

Garvie, E. 1. (1967). Leuconostoc oenossp. nov.. Journal of General Microbiology, 48: 431-438.

Garvie, E.I. (1967). The growth factor and amino acid requirements of species of the genus L euconostoc,
including Leuconostoc paramesenteroides (sp. nov.) and Leuconostoc oenos. Journal of General
Microbiology, 48: 439-447.

Garvie, E. 1. (1969). Lactic dehydrogenases of strains of the genus Leuconostoc. Journal of General
Microbiology, 58: 85-94.

Garvie, E. I. (1984). Separation of species of the genus Leuconostoc and differentiation of the
Leuconostocs from other lactic acid bacteria. Methods in Microbiology, 16: 147-178.

Garvie, E. |. (1986). Genus Leuconostoc van Tieghem 1878, 198" emend must. char. Hucker and
Pederson 1930, 66°". In: P. H. A. Sneath, N. S. Mair, M. E. Sharpei J. G. Holt (Eds). Bergey's manual
of systematic bacteriology, Vol. 2 (pp. 1071-1075). Batimore: The Williams and Wilkins Co.

Garvie, E. I. i J A. E. Farrow (1980). The differentiation of Leuconostoc oenos from non-acidophilic

species of Leuconostoc, and the identification of five strains from the american type culture collection.
American Journal of Enology and Viticulture, 31 (2): 154-157.

194



Bibliografia

Gase, K., A. Gase, H. Schirmer i H. Malke (1996). Cloning, sequencing and functional overexpression of
the Streptococcus equisimilis H46A gapC gene encoding a glyceraldehydes-3-phosphate dehydrogenase
that also functions as a plasmina(ogen)-binding protein. Purification and biochemical characterization of
the protein. European Journal of Biochemistry, 239 (1): 42-51.

Georgopoulos, C., D. Ang, A. Maddock, S. Raina, B. Lipinska i M. Zylicz (1990). Properties of the
Escherichia coli heat shock proteins and their role in bacteriophage ? growth (pp. 191-221). En Stress
Proteins in Biology and Medicine (eds. Morimoto, R., A. Tissiéres i C. Georgopoulos), Cold Spring
Harbor Lab.

Gerbaux, V., A. Villay C. Monamy i A. Bertrand (1997). Use of lysozime to inhibit malolactic
fermentation and to stabilize wine after malolactic fermentation. American Journal of Enology and
Viticulture, 48 (1): 49-54.

Gerbaux, V., E. Meistermann, Ph. Cottereau, Ch. Barriére, C. Cuinier, JL. Berger i A. Villa (1999). Use
of lysozymein enology. Bulletin O.1.V., 72 (819-820): 348-373.

Gerhardt, P. (1984). Manual of methods for general bacteriology. Washington: American Society for
Microbiology.

Gindreau, E., A. Joyeux, G. De Revel, O. Claisse i A. Lonvaud-Funel (1997). Evaluation de
I établissement des levains malolactiques au sein de la microflore bactérienne indigene. J. Int. Sci. Vigne
Vin, 31 (4): 197-202.

Goerke, C., M.G. Bayer i C.Wolz (2001). Quantification of Bacteria Transcripts during Infection Using
Competitive Reverse Transcription-PCR (RT-PCR) and LightCycler RT-PCR. Clinical and Diagnostic
Laboratory Immunology, 8 (2): 279-282.

GonzdlezMérquez, H., C. Perrin, P. Bracquart, C. Guimont, G. Linden (1997). A 16 kDa protein family
overexpressed by Streptococcus thermophilus PB18 in acid environments. Microbiology, 143, 1587-
1594,

Goodson, M. i R.J. Rowbury (1989). Habituation to normal lethal acidity by prior growth of Escherichia
coli at asublethal acid pH value. Lettersin Applied Microbiology, 8: 77-79.

Grintzig, V., S.C. Nold, J. Zhou i JM. Tiedje (2001). Pseudomonas stutzeri Nitrite Reductase Gene
Abundance in Environmental Samples Measured by Real-Time PCR. Applied and Environmental
Microbiology, 67 (2): 760-768.

Guerzoni, M.E. i F. Gardini (1988). Interazione tra lieviti e batteri lattici nella conversione dell'acido
malico nei vini. Industrie delle Bevande, 17: 239-245.

GuillouxBenatier, M., H.S. Son, S. Bouhier i M. Feuillat (1993). Activités enzymatiques: glycosidases
et peptidase chez Leuconostoc oenos au cours de la croissance bactérienne. Influence des
macromol écules de levures. Vitis, 32: 51-57.

Guilloux-Benatier, M., M. Fediillat i B. Ciolfi (1985). Contribution & I’ éude de la dégradation de |’ acide
L-malique par les bactéries lactiques isolées du vin: Effet stimulant des autolysats de levures. Vitis, 24:
59-74.

Guilloux-Benatier, M., Y. Le Fur i M. Feuillat (1998). Influence of fatty acids on the growth of wine
microorganisms Saccharomyces cerevisiae and Oenococcus oeni. Journal of Industrial Microbiology &
Biotechnology, 20: 144-149.

GuillouxBenatier, M., Y. Le Fur i M. Feuillat (1998). Influence of fatty acids on the growth of wine

microorganisms Saccharomyces cerevisiae and Oenococcus oeni. Journal of Industrial Microbiology &
Biotechnol ogy, 20: 144-149.

195



Bibliografia

Guzzo, J,, F. Delmas, F. Pierre, B. Samyn, J. Van Beeumen, J.-F. Cavin i C. Diviés (1997). A small heat
shock protein from Leuconostoc oenosinduced by multiple stresses and during stationary growth phase.
Lettersin Applied Microbiology, 24: 393-396.

Guzzo, J.,, J. F. Cavin i C. Divies (1994). Induction of stress proteins in Leuconostoc oenos to perform
direct inoculation of wine. Biotechnology Letters, 16: 1189-1194.

Guzzo, J., M-P. Jobin i C. Diviées (1998). Increase of sulfite tolerance in Oenococcus oeni by means of
acidic adaptation. FEMS Microbiology Letters, 160: 43-47.

Guzzo, J., MP. Jobin, F. Delmas, L-C Fortier, D. Garmyn, R. Tourdot-Maréchal, B. Lee i C. Diviés
(2000). Regulation of stress response in Oenococcus oeni as a function of environmental changes and
growth phase. International Journal of Food Microbiology, 55: 27-31.

Hamilton, 1.R. (1991) Adaptation by Streptococcus mutansto acid tolerance. Oral Microbiology and
Immunology, 6: 65-71.

Hamilton, I.R., G. Svenséter (1998). Acid-regulated proteins induced by Streptococcus mutans and other
oral bacteria during acid shock. Oral Microbiology and mmnunology, 13: 292-300.

Hartke, A., S. Bouché, J.C. Giard, A. Benachour, P. Boutibonnes, Y. Auffray (1996). The lactic acid
stress response of Lactococcus lactis subsp. lactis. Current Microbiology, 33: 194-199.

Heid, C.A., J Stevens, K.J. Livak i PM. Williams (1996). Red Time Quantitative PCR. Genome
Methods, 6: 986-994.

Henick-Kling , T. (1986). Growth and metabolism of Leuconostoc oenos and Lactobacillus plantarumin
wine. Tesi doctoral. University of Adelaide.

Henick-Kling , T. (1986). Growth and metabolism of Leuconostoc oenos and Lactobacillus plantarumin
wine. Tesi doctoral. University of Adelaide.

Henick-Kling, T. (1993). Madolactic fermentation. G. H. Fleet (Ed). Wine microbiology and
biotechnology (pp. 289-326). Amsterdam: Harwood Academic.

Henick-Kling, T. i Y. H. Park (1994). Considerations for the use of yeast and bacterial starter cultures:
SO, and timing of inoculation. American Journal of Enology and Viticulture, 45: 464-469.

Henick-Kling, T. i T.E. Acree (1998). Modification of wine flavour by malolactic fermentation. The
Management of Malolactic Fermentation of Wine. A Symposium (Lalemand Italia, ed), pp 17-22,
Paragraphic, Tolouse, France.

Henschke, P. A. i V. Jiranek (1993). Y easts-metabolism of nitrogen compounds. In: G. H. Fleet (Ed.).
Wine microbiology and biotechnology. Amsterdam: Harwood Academic.

Herman, P., |. Konopasek, J. Plasek i J. Svobodova (1994). Time-resolved polarized fluorescence studies
of the temperature adaptation in Bacillus subtilis using DPH and TMA-DPH fluorescent probes.
Biochimicaet BiophysicaActa. 1190, 1-8.

Hernawan, T. i G. Fleet (1995) Chemical and cytological changes during the autolysis of yeasts. Journal
of Industrial Microbiology, 14: 440-450.

Herold, B., P. Pfeiffer i F. Radler (1995). Determination of the three isomers of 2,3-butanediol formed by

yeasts or lactic acid bacteria during fermentation. American Journal of Enology and Viticulture, 46: 134-
137.

Heukeshoven, J. i R. Dernick (1988). Improved silver staining procedure for fast staining in Phast
System Development Unit |. Staining of sodium dodecyl sulfate gels. Electrophoresis, 9: 28-33.

196



Bibliografia

Heyde M. i R. Portalier (1990). Acid shock proteins of Escherichia coli. FEMSMicrobiology Letters, 69:
19-26.

Hickey, EW. i LN. Hirschfeld (1990). Low-pH-induced effects on pattern of proteins synthesis and on
internal pH in Escherichia coli and Salmonella typhimurium Applied and Environmental Microbiology,
56: 1038-1045.

Higgins, D.G., J.D. Thompson i T.J. Gibson (1996). Using CLUSTAL for multiple sequence alignments.
Methods in Enzymol ogy, 266: 383-402.

Hill, C., B. O'Driscoll, I.R. Booth (1995). Acid adaptation and food poisoning microorganisms.
International Journal of Food and Microbiology, 28: 245-254.

Hiratsuka, M., Y. Kishikawa, K. Narahara, T. Inoue, SI|. Hamdy, Y. Agatsuma, Y. Tomioka i M.
Mizugaki (2001). Detection of Angiotensin-Converting Enzyme Insertion/Deletion Polymorphisms
Using Rea-Time Polymerase Chain Reaction and Melting Curve Analysis with SYBR Green | on a
GeneAmp 5700. Analytical Biochemistry, 289: 300-303.

Holck, A. i H. Naes (1992). Cloning, sequencing and expression of the gene encoding the cell-envel ope-
associated proteinase from Lactobacillus paracasei subsp. paracasei NCDO151. Journa Of Genetic
Microbiology, 138: 1353-1364.

Hsia, C.L., RW. Planck, C.W. Nagel (1975). Influence of must processing on iron and cooper contents
of experimental wines. American Journal of Enology and Viticulture, 26 (2): 57-61.

Huang, Y. C., C. G. Edwards, J. C. Peterson i K. M. Haag (1996). Relationship between sluggish
fermentations and the antagonism of yeast by lactic acid bacteria. American Journal of Enology and
Viticulture, 47 (1): 1-10.

Hugenholtz, H., D. van Sinderen, J. Kok i W.N. Konings (1987) Cell wall-associated proteases of
Streptococcus cremoris Wg2. Applied and Environmental Microbiology, 53: 853-859.

Jobin, M -P., F. Delmas, D. Garmyn, C. Diviés i J. Guzzo (1997). Molecular characterization of the gene
encoding an 18-kDa small heat shock protein asociated with the membrane of Leuconostoc oenos
Applied and Environmental Microbiology, 63 (2): 609-614.

Jobin, M-P., F. Delmas, D. Garmyn, C. Diviés i J. Guzzo (1997). Molecular Characterization of the Gene
Encoding an 18- Kilodalton Small Heat Shock Rotein Associated with the Membrane of Leuconostoc
oenos. Applied and Environmental Microbiology, 63(2): 609-614.

Jobin, M-P., D. Garmyn, C. Diviés i J. Guzzo (1999). Expression of the Oenococcus oeni trxA gene is
induced by hydrogen peroxide and heat shock. Microbiology, 145: 1245-1251.

Jordan, K.N., L. Oxford i C.P. O'Byrne (1999). Survival of Low-pH Stress by Escherichia coli

0157:H7: Correlation between Alterations in the Cell Envelope and Increased Acid Tolerance. Applied
and Environmental Microbiology, 65 (7): 3048-3055.

Kandler, O. (1983) Carbohydrate metabolism in lactic acid bacteria. Antonie van Leeuwenhoek, 49; 209-
224,

Kashket, E.R. (1987). Bioenergetics of lactic acid bacteria: cytoplasmatic pH and osmotolerance. FEMS
Microbiology Reviews, 46; 233-244.

Kellog, D.E., JJ. Sninsky i S. Kowk (1990). Quantitation of HIV-1 proviradl DNA relative to cellular
DNA by the polymerase chain reaction. Analytical Biochemistry, 189: 202-208.

197



Bibliografia

King, S. W. i R. B. Beedlman (1986). Metabolic interactions between Saccharomyces cerevisiae and
Leuconostoc oenosin a model grape juice/wine system. American Journal of Enology and Viticulture,
37: 53-60.

Kobayashi, H.; Y. Amraku (1972). Membrane-bound Adenosine Triphosphatase of Escherichia coli.
Journal of Biochemistry, 71: 387-399.

Kobayashi, H.; T. Suzuki, N. Kinoshita, T. Unemoto (1984). Amplification of the Streptococcus faecalis
proton-translocating ATPase by a decrease in cytoplasmatic pH. Journal of Bacteriology, 158 (3): 1157-
1160.

Kobayashi, H., T. Suzuki i T. Unemoto (1986). Streptococcal cytoplasmic pH is regulated by changesin
amount and activity of a proton-translocating ATPase. The Journal of Biological Chemistry, 261: 627.

Koch, A.(1900). Weinbau Weinhandel, 18: 395-419.

Kolberg, J. i K. Sletten (1996). Monoclonal Antibodies That Recoghize a Common Pneumococcal
Protein with Similarities to Streptococcal Group A Surface Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase.
Infection and |mmunity, 64 (9): 3544-3547.

Konopések, |., K. Strzalka | J. Svobodova (2000). Cold shock in Bacillus subtilis: different effects of
benzyl alcohol and ethanol on the membrane organisation and cell adaptation. Biochimica et Biophysica
Acta, 1464: 18-26.

Konings, W.N., B. Poolman i HW. Van Veen (1994) Solute transport and energy transduction in
bacteria. Antonie van Leeuwenhoek, 65: 369-380.

Konings, W.N., JS. Lolkema, H. Bolhuis, H.W. van Veen, B. Poolman, A.JM. Driessen (1997). The
role of transport processes in survival of lactic acid bacteria. Energy transduction and multidrug
resistance. Antonie van Leeuwenhoek, 71: 117-128.

Kok, J.,, K.J. Leenhouts, A.J. Haandrikman, A.M. Ledeboer i G. Venema (1988). Nucleotide sequence of
the cell wall-associated proteinase gene of Streptococcus cremoris Wg2. Applied and Environmental
Microbiology, 54: 231-238.

Kok, J. i De Vos, W.M. (1994). The proteolitic System of lactic acid bacteria. En: Gasson, M. i W. De
Vos (Eds.) Genetics and Biotechnology of Lactic Acid Bacteria, pp. 169-210. Blackie and Professional,
London, England.

Krieger, SA., W.P. Hammes, T. Henick-Kling (1992). Effect of Medium Composition
on Growth Rate, Growth Yield and Malolactic Activity of Leuconostoc oenos
LoZH;-t;-1. Food Microbiology, 9 (1):1-11.

Kroll, R.G., R.A. Patchett (1992) Induced acid tolerance in Listeria monocytogenes. Letters in Applied
Microbiology, 14: 224-227.

Kunji, E.R.S., I. Mierau, A. Hagting, B. Poolman i W.N. Konings (1996). The proteolytic systems of
lactic acid bacteria. Antonie van Leeuwenhoek, 70: 187-221.

Kunkee, R. E. (1967). M do-lactic fermentation. Advances in Applied Microbiology, 9: 235-279.

Kunkee, R.E. (1974). Chemistry of winemaking (pp. 151-170). A. D. Webb (Ed.). American Chemical
Society.

Kunkee, R.E. (1991). Some Roles of Maic Acid in the Malolactic Fermentation in
Wine Making; FEMS Microbiology Reviews, 88 (1): 55-72.

198



Bibliografia

Laan, H., H. Bolhuis, B. Poolman, T. Abee i W.N. Konings (1993). Regulation of proteinases synthesis
in Lactococcus lactis. Acta Biotechnol . 13: 95-101.

Labarre, C., J Guzzo, JF. Cavin i C. Diviés (1996a). Cloning and Characterization of the Genes
Encoding the Malolactic Enzyme and the Malate Permease of Leuconostoc oenos. Applied and
Environmental Microbiology, 62 (4): 1274-1282.

Labarre, C., C. Diviés i J. Guzzo (1996b). Genetic Organization of the mle Locus and Identification of a
mleR-Like Gene from Leuconostoc oenos. Applied and Environmental Microbiology, 62 (12): 4493
4498,

Lafon-Lafourcade, S. i E. Peynaud (1961). Composition azotée des vins en fonction des conditions de
vinification. Annales de Technologie Agricole, 10: 143-160.

Lafon-Lafourcade, S. i A. Joyeux (1970). Etude de la degradation de I'acide L-malique par les bactéries
lactiques non proliferantes isolées des vins. Annales de Technologie Agricole, 19 (2): 141-154.

Lafon-Lafourcade, S. i E. Peynaud (1974). Sur l'action antibacterienne de I'anhydride sulfureux sous
forme libre et sous forme combinée. Connaissance de la Vigne et du Vin (1):187-203.

Lafon-Lafourcade, S. (1983). H.J. Rehm i G. Reeds (Eds). Wine and brandy. Biotechnology, Vol. 5 (pp.
81-163). Weinheim : Verlag Chemie.

Lafon-Lafourcade, S., E. Carre i P. Ribéreau-Gayon (1983a). Occurrence of lactic acid bacteria during
the different stages of vinification and conservation of wines. Applied and Environmental Microbiology,
46 (4): 874-880.

Lafon-Lafourcade, S., E. Carre, A. Lonvaud-Funel i P. Ribéreau-Gayon (1983b). Induction de la
fermentation malolactique des vins par inoculation d'une biomasse industrielle congelée de L. oenos
apres réactivation. Connaissance dela Vigne et du Vin, 17: 55-71.

Lafon-Lafourcade, S., C. Geneix i P. Ribéreau-Gayon (1984). Inhibition of alcoholic fermentation of
grape must by fatty acids produced by yeasts and their elimination by yeast ghosts. Applied and
Environmental Microbiology, 47: 1246-1249.

Laoi, P, D. Atlan, B. Blanc, C. Gilbet i R. Portalier (1991). Cell-wadl-associated proteinase of
Lactobacillus delbrickii subsp. bulgaricus CNRZ397: differential extraction, purification and properties
of the enzyme. Applied Microbiology and Biotechnology, 36: 196-204.

Lamoureux, M., H. Prévost, J. F. Cavin i C. Diviés (1993). Recognition of Leuconostoc oenos strains by
the use of DNA restriction profiles. Applied Microbiology and Biotechnology, 39: 547-552.

Lanédle, G., J. Asselineau (1990). Structures, biosynthéses et fonctions des constituants des envel oppes.
Biochimies bactérienne, Herman Ed.

Lee, G.J,, A.M. Roseman, H.R. Saibil i E. Vierling (1997). A small heat shock protein stably binds heat
denatured model substrates and can maintain a substrate in afolding competent state. EMBO Journal, 16:
659-671.

Leitdo, M. C, H. C. Teixeira, M. T. Barreto Crespo i M. V. San Roméao (2000). Biogenic amines
occurrence in wine. Amino acid decarboxylase and proteolytic activities expression by Oenococcus oeni.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, 48: 2780-2784.

Lengeler, JW., H.G. Schlegel, G. Drews (1999). Biology of the prokaryotes. Georg Thieme Verlag,
Rudigerstrasse, 14, Stuttgart, Germany.

199



Bibliografia

Leroux, M.R., R. Medki, B. Gordon, G. Batelier i E.P.M. Candido (1997). Structure-function studies on
small heat shock protein oligomeric assembly and interaction with unfolded polypeptides. The Journal of
Biological Chemistry, 272: 24646-24656.

Lipke, P-N., i R. Ovale (1998) Cdl wall architecture in yeast: New structure and new challenges.
Journal of Bacteriology, 15: 3735-3740.

Liu, S.Q., C.R. Davis i JD. Brooks (1995). Growth and metabolism of selected lactic acid bacteria in
synthetic wine. American Journal of Enology and Viticulture, 46 (2): 166-174.

Liu, S.Q., C.R. Davis i JD. Brooks (1995). Growth and metabolism of selected lactic acid bacteria in
synthetic wine. American Journal of Enology and Viticulture, 46: 166-174.

Lonvaud-Funel, A., C. Desens. A. Joyeux (1985). Stimulation de la fermentation malolactique par
I'addition au vin d'enveloppes cellulaires de levure et differents adjuvants de nature polysaccharidique et
azotée. Connaissance de la Vigne et du Vin (19): 229-240.

Lonvaud-Funel, A. (1999). Lactic acid bacteria in the quality improvement and depreciation of wine.
Antonie van Leeuwenhoek, 76: 317-331.

Lonvaud-Funel, A. i A. Joyeux (1993). Antagonisn Between Lactic Acid Bacteria of
Wines - Inhibition of Leuconostoc oenos by Lactobacillus plantarum and Pediococcus pentosaceus.
Food Microbiology, 10 (5): 411-419.

Lonvaud-Funel, A. i A. Joyeux (1988). Une alteration bactérienne des vins. la maladie des vins filants.
Sci. Aliments, 8: 33-49.

Lonvaud-Funel, A., A. Joyeux i C. Desens (1988). Inhibition of malolactic fermentation of wines by
products of yeast metabolism. Journal of the Science of Food and Agriculture, 44: 183-191.

Lonvaud-Funel, A., A. Joyeux, O. Ledoux (1991) Specific Enumeration of Lactic Acid Bacteria in
Fermenting Grape Must and Wine by Colony Hybridization with Non-Isotopic DNA Probes. Journal of
Applied Bacteriology, 71 (6): 501-508.

Lonvaud-Funel, A., N. Biteau i C. Fremaux (1989). Identification de Leuconostoc oenos par utilisation
de sondes d'’ADN. Sciences des Aliments, 9: 533-541.

Lonvaud-Funel, A., Y. Guilloux i A. Joyeux (1993). Isolation of a DNA Probe for Identification of
Glucan-Producing Pediococcus damnosusin Wines. Journal of Applied Bacteriology, 74 (1): 41-47.

Lottenberg, R., C.C. Broder, M.D.P. Boyle, SJ. Kain, B.L. Schroeder | R. Curtis Il (1992). Cloning,
sequence analysis and expression in Escherichia coli of a streptococcal plasmina receptor. Journal of
Bacteriology, 174: 5204-5210.

Loubiere, P., P. Sdlou, M.J. Leroy, N.D. Lindley, A. Pareilleux (1992). Electrogenic malate uptake and
improved growth energetics of the malolactic bacterium Leuconostoc oenos grown on Glucose-Malate
mixtures. Journal of Bacteriology, 174 (16): 5302-5308.

Madigan, M.T., JM. Martinko i J. Parker (2000). Brock Biology of Microorganisms. New Jersey:
Prentice Hall Inc., 9aed.

Maicas, S. (2001). The use of aternative technologies to develop malolactic fermentation in wine.
Applied Microbiology and Biotechnol ogy, 56:35-39.

Manca de Nadra, M. C. i A. M. Strasser de Saad (1987). Effect of pH, sulfur dioxide and ethanol

concentrations on the growth of lactic acid bacteria isolated from Cafayate (Argentina) wines.
Microbiol ogie-Aliments-Nutrition, 5: 241-245.

200



Bibliografia

Manca de Nadra, M.C., M.E. Farias, V. Moreno-Arribas, E. Pueyo, M.C. Polo (1999). A proteolytic
effect of Oenococcus oeni on the nitrogenous macromolecular fraction of red wine. FEMS Microbiology
Letters 174, 41-47.

Markwell M., S. Haas, N.E. Tolbert i L.L. Bieber (1978). Protein determination in membrane and
lipoprotein samples: manual and automated procedures. Analytical Biochemistry, 87: 206.

Martineau, B. i T. Henick-Kling (1995). Formation and degradation of diacetyl in wine during alcoholic
fermentation with Saccharomyces cerevisiae strain EC1118 and malolactic fermentation with
Leuconostoc oenos strain MCW. American Journal of Enology and Viticulture, 46 (4): 442-448.

Martineau, B., T. E. Acree i T. Henick-Kling (1995). Effect of wine type on the detection threshold for
diacetyl. Food Resear ch International, 28: 139-143.

Martinez-Mdarcia, A. J i M. D. Collins (1990). A phylogenetic analysis of the genus Leuconostoc based
on reverse transcriptase sequencing of 16 SrRNA. FEMSMicrobiology Letters, 58: 73-83.

Marugg, JD., R. van Kranenburg, P. Laverman, G.A.M. Rutten i W.M. de Vos (1996). |dentical
Transcriptional Control of the Divergently Transcribed prtP and prtM Genes That Are Required for
Proteinase Production in Lactococcus lactis SK11. Journal of Bacteriology, 178 (6): 1525-1531.

Masqué, C. i A. Bordons (1996). Isolation and selection of malolactic bacteria from southern catalan
wines. Journal of Wine Research, 7 (2): 91-101.

Mathews, C.K. i K.E. van Holde (1996). Bioquimica, 2a ed. (1998). McGraw-Hill- Interamericana.

Mathews, SA., K.M. Volp i P. Timms (1999). Development of a quantitative gene expression assay for
Chlamydia trachomatis identified temporal expression of sigmafactors. FEBS Letters, 458: 354-358.

Matsudaira, P. (1987) N-termina sequence from proteins purified by SDS polyacrylamide gel
electrophoresis. Journal of Biological Chemistry, 262 (21): 10035-10038.

McDonadd, L.C., H.P. Fleming i H.M. Hassan (1990). Acid tolerance of Leuconostoc mesenteroides and
Lactobacillus plantarum Applied and Environmental Microbiology, 56: 2120-2124.

Meijer, W., JD. Marugg i J. Hugenholtz (1996). Regulation of proteolytic enzyme activity in
Lactococcus lactis. Applied and Environmental Microbiology, 62: 156-161.

Merck, K.B.; , PJT.A. Groenen, C.E.M. Voorter, W.A. Dehaard-Hoekman, J. Horwitz, H. Bloemendal i

W.W. Dgong (1993). Structural and functional similarities of bovine a-crystallin and mouse small heat-
shock protein, afamily of chaperones. Journal of Biological Chemistry, 268: 1046-1052.

Mira de Ordufig, R., S-Q. Liu, M. L. Patchett i G. J. Pilone (2001). Ethyl carbamate precursor citrulline
formation from arginine degradation by malolactic wine lactic acid bacteria. FEMSMicrobiology Letters,
183: 31-35.

Modun, B. i P. Williams (1999) The Staphylococcal Transferrin-Binding Protein Is a Cell Wall
Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase. Infection and Immunity, 67 (3): 1086-1092.

Monnet, V., D. LeBarsi J.C. Gripon (1986). Specifity of a cell wall proteinase from Streptococcus lactis
NCDO 763 towards bovine [>-casein. FEMS Microbiology Letters, 36: 127-131.

Mori, K. (sequéncia introduida al GenBank € 28 de maig de 1994). Katsumi Mori Nationa Food
Research Ingtitute, M.A.F.F., 2-1-2 Kannondai, Tsukuba | baraki 305.

Morimoto, R., A. Tissieres i C.E. Georgopoulos (1990). Strees Proteins in Biology and Medicine. Cold
Spring Harbor Laboratory, New Y ork.

201



Bibliografia

Morrison, T.B., J. J. Weisi C.T. Wittwer (1998). Quantification of Low-Copy Transcripts by Continuous
SYBR® Green | Monitoring during Amplification. BioTechniques, 24: 954-962.

Miller Thurgau, H. Uber die Ergebnisse neuer Untersuchungen auf den Gebiete der Weinbereitung. Ber.
X1 Dtsch. Weinbaukong (Worms): 128 (1891).

Mdaller Thurgau, J. i A. Osterwalder. Die Bakterien im Wein und Obstwein und die dadurch verur
sachten Veranderungen Zentr. Bakt. Parasitenk. Hyg., Abt. 2. 36: 129-338 (1913).

Nannen, N.L. i RW. Hutkins (1991) Proton-Translocating Adenosine Triphosphatase Activity in Lactic
Acid Bacteria. Journal of Dairy Science, 74(3): 747-751.

Narberhaus, F. (2002) a-Crystalin-Type Heat Shock Proteins: Socializing Minichaperones in the
Context of a Multichaperone Network. Microbiology and Molecular Biology Reviews, 66(1): 64-93.

Navarro, L., M. Zarazaga, J. Sdenz, F. Ruiz-Larrea i C. Torres (2000). Bacteriocin production by lactic
acid bacteriaisolated from Riojared wines. Journal of Applied Microbiology, 88: 44-51.

Neidhardt, F.C., R.A. VanBogelen i V. Vaughn (1984). The genetics and regulation of heat-shock
proteins. Annual Reviewsin Genetics, 18: 295-29.

Nes, I.F., D.B. Diep, L.S. Havarstein, M. B. Brurberg, V. Eijsink i H. Holo (1996). Biosynthesis of
bacteriocinsin lactic acid bacteria. Antonie van Leeuwenhoek, 70: 113-128.

Nigdsen, J. C., C. Prahl i A. Lonvaud-Funel (1996a). Malolactic fermentation in wine by direct
inoculation with freeze-dried Leuconostoc oenos cultures. American Journal of Enology and Viticulture,
47: 42-48,

Nielsen, J.C., E. PFilatte, C. Prahl (1996b). Mditrise de la fermentation malolactique par |'ensemencement
direct du vin. Rev. Fr. Oenol., 160: 12-15.

O'Driscall, B.,, C.G.M. Gahan i C. Hill (1997). Two-Dimensiona Polyacrylamide Gel Electrophoresis
Analysis of the Acid Tolerance Response in Listeria monocytogenes LO28. Applied and Environmental
Microbiology, 63 (7): 2679-2685.

O'Sullivan, E. i S. Condon (1997). Intracellular pH is a Maor Factor in the Induction of Tolerance to
Acid and Other Stresses in Lactococcus lactis. Applied And Environmental Microbiology, 65 (6): 4210-
4215.

Ohnishi, T., R.S. Gdl i M.L. Mayer (1975). An improved assay of inorganic phosphate in the presence of
extralabile phosphate compounds: application to the ATPase assay in the presence of phosphocreatine.
Analytical Biochemistry, 69: 261-267.

Olsen, E. B., J. B. Russal i T. Henick-Kling (1991). Hectrogenic L-malate transport by Lactobacillus
plantarunmt a basis for energy derivation from malolactic fermentation. Journal of Bacteriology, 173:
6199-6206.

Orberg, P.K. i W.E. Sandine (1984). Common occurrence of plasmid DNA and vancomycin resistance in
Leuconostoc sp. Applied and Environmental Microbiology, 68: 1129-1133.

Oshorne, JP., R. Mira de Ordufia, G.J. Pilone i S.Q. Liu (2000). Acetaldehyde metabolism by wine lactic
acid bacteria. FEMS Microbiology Letters, 191, 51-55.

Pancholi, V. i V.A. Fischetti (1992). A Major Surface Protein on Group A Streptococci Is a

Glyceral dehyde-3-Phosphate-Dehydrogenase with Multiple Binding Activity. Journal of Experimental
Medicine, 176: 415-426.

202



Bibliografia

Panchali, V. i V.A. Fischetti (1993). Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase on the surface of group
A streptococci is also an ADP-ribosylating enzyme. Proceeding of National Academic of Sciences USA,
90: 8154-8158.

Pardo, I., Garcia, M. J., ZUfiga, M. i F. Uruburu (1988). Evauation of the APl 50 CHL system for
identification of Leuconostoc oenos. American Journal of Enology and Viticulture, 39 (4): 347-350.

Pasteur, L. (1866). Etudes sur le vin (pp. 36-37). Paris: Masson.

W. R. Pearson (1990) Rapid and Sensitive Sequence Comparison with FASTP and FASTA. Methodsin
Enzymology, 183: 63 - 98.

Pederson,JA., G.J. Mileski, B.C. Weimer i JL.Stedle (1999). Genetic characterization of a cell
envelope-associated proteinase from Lactobacillus helveticus CNRZ32. Journal of Bacteriology, 181
(15): 4592-4597.

Germond,J.E Seqiéncia enviada directament a GenBank (06-OCT-1999) Nestle Research Center,
Vers-chez-les-Blanc, Lausanne CH-1000, Switzerland.

Pérez Chaia, A., Strasser de Saad, A.M., A.A. Pesce de Ruiz Holgado i G. Oliver (1994). Proton-ATPase
activity in cells of lactobacilli grown in the presence of propionate. Journal of Applied Bacteriology, 77:
3441

Persing, D. H., T. F. Smith, T. J. White i F. C. Tenover (1993). Diagnostic molecular biology, principles
and application. Washington: ASM.

Piard, JC. i M. Desmazeaud (1992). Inhibiting factors produced by lactic acid bacteria. 2. Bacteriocins
and other antibacterial substances. Lait, 72: 113-142.

Pilatte, E.i M. NyGaard (1999). Développement d'un activateur spécifique des bactéries malolactiques.
Rev. Oenal., 92: 31-33.

Pilatte, E. i J.C. Nielsen (1999). Mise au point d'un nouveau ferment malolactique & ensemencement
direct, pour vins blancs. Rev. Oenol ., 93: 15-16.

Pitotti., A., A. Dalbo i O. Boschelle (1992). Assay of Lysozyme by Its Lytic Action on Leuconostoc
oenos- A Suitable Substrate at Acidic pH. Journal of Food Biochemistry, 15 (6): 393-403.

Poblet-lcart, M., A. Bordons i A. Lonvaud-Funel (1998). Lysogeny of Oenococcus oeni (syn.
Leuconostoc oenos) and study of their induced bacteriophages. Current Microbiol ogy, 36: 365-369.

Poolman, B., D. Molenaar, E.J. Smid, T. Ubbink, T. Abee, P.P. Renault, W.N. Konings (1991).
Malolactic Fermentation : Electrogenic Malate Uptake and Malate/ Lactate Antiport Generate Metabolic
Energy. Journal of Bacteriology, 173 (19): 6030-6037.

Poolman, B. (1993). Energy transduction in lactic acid bacteria. FEMS Microbiology Reviews, 12: 125
148.

Poquet, I., V. Saint, E. Seznec, N. Simoes, A. Bolotin i A. Gruss (2000). HtrA is the unique surface
housekeeping protease in Lactococcus lactis and is required for natural protein processing. Molecular
Microbiology, 35 (5): 1042-1051.

Prahl C., A. Lonvaud-Funel, S. Korsgaard, E. Morrison i A. Joyeux (1988). Connaissance de la Vigne et
du Vin, 22: 197-207.

Puig-Deu, M., RM. Lamuea-Raventds, S. Buxaderas i C. Torre-Boronat (1994). Determination of

cooper and iron in must: comparison of wet and dry ashing. American Journal of Enology and
Viticulture, 45 (1): 25-28.

203



Bibliografia

Radler, F., M. Schiitz i H.W. Dodlle (1970). Die beim abban von L-&pfelsdure durch milchsaurebakterien
entstehenden isomeren der milchsaure. Naturwissenschaften, 57: 672-675.

Radler, F. (1975). The metabolism of organic acids by lactic acid bacteria (pp. 17-27), en Lactic acid
bacteriain beverages and food. J. G. Carr, C. V. Cutting i G. C. Whiting (Eds.) AcademicPress, London.

Rallu, F., A. Gruss, E. Maguin (1996). Lactococcus lactis and stress. Antonie van Leeuwenhoek, 70; 243-
251.

Rammelsberg, M., Radler, F. (1990) Antibacterial polypeptides of Lactobacillus species. Journal of
Applied Bacteriology, 69: 177-184.

Ramos, A., J.S. Lolkema, W.N. Konings i H. Santos (1995). Enzyme basis for pH regulation of citrate
and pyruvate metabolism by Leuconostoc oenos. Applied and Environmental Microbiology, 1303-1310.

Rankine, B. C. (1977). Developments in malo-lactic fermentation of Australian red table wines.
American Journal of Enology and Viticulture, 28 (1): 27-33.

Reguant, C. (2001) Identificacié molecular de soques d’ Oenococcus oeni i efecte de diverses condicions
de vinificacio sobre |la seva dinamica de poblacions Tesi doctora, Universitat Rovirai Virgili.

Requena, T. i C. Peldez (1995). Revision: Actividad antimicrobiana de bacterias lacticas. Produccién de
bacteriocinas. Revista Espafiola de Cienciay Tecnologia de Alimentos, 35 (1): 19-44.

Remize, F., M. GuillouxBenatier, R. Carreté i J Guzzo (2001). Hydrolyse de mannoprotéines
levuriennes par Oenococcus oeni dans le vin. 11° Réunion du Club des Bactéries Lactiques, nov. 2001,
Bordeaux.

Renault, P., C. Gaillardin i H. Hedot (1988). Role of maolactic fermentation in lactic acid bacteria.
Biochimie, 70: 375-379.

Ribéreau-Gayon, J. (1936) Sur la désacidification biologique des vins. PV Séances Soc. Sci. Phys. Nat.
Bordeaux, pp. 23-25.

Ribéreau-Gayon, J. i E. Peynaud (1961). Traité d'oenologie, Vol. 2 (pp. 433-505). Paris: Librairie
polytechnique, Béranger.

Ribéreau-Gayon, J.,, J. E. Peynaud, P. Ribéreau-Gayon i P. Sudraud (1975). Caracteres des vins.
Maturation du raisin. Levures et bactéries. In: Traité d'oenologie. Sciences et techniques de vin, Val. 2.
Paris: Dunod.

Ribéreau-Gayon, J., J. E. Peynaud, P. Ribéreau-Gayon i P. Sudraud (1977). Clarification et stabilisation.
Matériels et installation. In; Sciences et techniques du vin, Val. 4. Paris: Dunod.

Ribéreau-Gayon, P. (1985). New developments in wine microbiology. American Journal of Enology and
Viticulture, 36: 1-10.

Ribéreau-Gayon, P., D. Dubourdieu, B. Donéche, A. Lonvaud (1998). Traité d Enologie I.
Microbiologie du vin et vinifications Dunod, Paris.

Richmond, C.S,, JD. Glasner, R. Mau, H. Jin i F.R. Blattner (1999). Genome-wide expression profiling
in Escherichia coli K-12. Nucleic Acids Research, 27: 3821-3835.

Rimpildginen, M.A., K. Niskasaari, K.M.S. Juutinen, E.L. Nurmiaho-Lassila i R.I. Forsen (1986). The
plasma membrane of Streptococcus cremoris: isolation and partial characterization. Journal of Applied
Bacteriology, 60: 389-394.

Rollan, G.C., M.E. Farias i M.C. Manca de Nadra (1993). Protease production by Leuconostoc oenos
strains isolated from wine. World Journal of Microbiology and Biotechnology, 9: 587-589.

204



Bibliografia

Rollan, G.C., M.E. Farias i M.C. Manca de Nadra (1995). Characterization of two extracellular proteases
from Leuconostoc oenos. World Journal of Microbiology and Biotechnology, 11: 153-155.

Rollan, G.C., M.E. Farias, A.M. Strasser de Saad i M.C. Manca de Nadra (1998). Exoprotease activity of
Leuconostoc oenosin stress conditions. Journal of Applied Microbiology, 85: 219-223.

Romano, P., G. Suzzi (1993) en Wine Microbiology and Biotechnology, Fleet, G.H. Ed., Harwood
Academic Publishers.

Roy, SK., T. Hiyama i H. Nakamoto (1999). Purification and characterization of the 16-kDa heat-shock-
responsive protein from the thermophilic cyanobacterium Synechococcus vulcanus, which is an &
crystallin-related, small heat shock protein. European Journal of Biochemistry, 262: 406-416.

SaCorreia, . (1986). Synergistics effects of ethanol, octanoic and decanoic acids on the kinetics and
activation parameters of thermal dead in Saccharomyces bayanus. Biotechnology and Bioengeneering,
28; 761-763.

Saguir, F.M. i M.C. Manca de Nadra (1996). Growth and metabolism of Leuconostoc oenosin synthetic
media. Microbiologie-Aliments-Nutrition, 15: 131-138.

Sala, C., F. Fort, O. Busto, F. Zamora, L. Arola i J. Guasch (1996). Fate of some common pesticides
during vinification process. Journal of Agriculture and Food Chemistry, 44: 3668-3671.

Sdema, M., B. Poolman, J. S. Lolkema, M. C. Loureiro Dias i W. N. Konings (1994). Uniport of
monoanionic L-malate in membrane vesicles from Leuconostoc oenos. FEBS European Journal of
Biochemistry, 124: 1-7.

Sdema, M., J. S. Lolkema, M. V. San Roméo i M. C. L. Dias (1996). The proton motive force generated
in Leuconostoc oenosby L-malate fermentation. Journal of Bacteriology, 178 (11): 3127-3132.

Sadou, P., P. Loubiere i A. Pareilleux (1994). Growth and energetics of Leuconostoc oenos during
cometabolism of glucose with citrate or fructose. Applied and Environmental Microbiology, 1459-1466.

Sanders, JW., K.J. Leenhouts, A.J. Haandrikman, G. Venema i J. Kok (1995). Stress Response in
Lactococcus lactis: Cloning, Expression Analysis, and Mutation of the Lactococcal Superoxide
Dismutase Gene. Journal of Bacteriology, 177 (18): 5254-5260.

Sanders, JW., G Venemai J. Kok (1999) Environmental stress responses in Lactococcus lactis. FEMS
Microbiology Reviews, 23: 483-501.

Sauer, U. i P. Dirre (1993). Sequence and Molecular Characterization of a DNA region encoding a
small heat shock protein of Clostridiumacetobutylicum Journal of Bacteriology: 3394-3400.

Schreuder, M.P., A.T.A. Mooren, H.U. Toschka, C.T. Verrips i F.M. Kils (1996). Immobilizing proteins
on the surface of yeast cells. Trendsin Biotechnology, 14: 115-120.

Schitz, M. i F. Radler (1973). Das "Malatenzym" von Lactobacillus plantarum und Leuconostoc
mesenteroides. Archiv fir Mikrobiologie, 91 183-202.

Serrano R. (1991). Transport across yeast vacuolar and plasma membrane. Volume |. The molecular and
biology of the yeast Saccharomyces. genome dynamics, protein synthesis and energetics. Broach, J.R.,
Pringle, JN. | Jones, EW. (ed.) New York: Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor. 523-
586.

Serpa-Pimentel, M., M.H. Silva, I. Cortés i A. Mendes-Faia (1994). Growth and

Metabolism of Sugar and Acids of Leuconostoc oenos Under Different Conditions of Temperature and
pH. Journal of Applied Bacteriology, 76 (1): 42-48.

205



Bibliografia

Servant, P. i P. Mazodier (1995). Characterization of Streptomyces albus 18-kilodalton heat shock-
responsive protein. Journal of Bacteriology, 177 (11): 2998-3003.

Sinensky, M. (1974) Homeoviscous adaptation — a homeostatic process that regulates the viscosity of
membrane lipids in Escherichia coli. Proceeding of National Academic of Sciences USA, 71: 522-525.

Sirover, M.A. (1996) Emerging new functions of the glicolitic protein, glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase, in mammalian cells. Life Sciences, 58; 2271-2277.

Sirover, M.A. (1999) New insights into an old protein: the functional diversity of mammalian
glyceraldehydes-3-phosphate dehydrogenase. Biochimica et Biophysica Acta, 1432: 159-184.

Sissons, C.H. i E.M. Hancock (1993). Urease activity in Streptococcus salivarius at low pH. Arch. Oral
Biol., 38: 507-516.

Spettoli, P, M.P. Nuti, A. Zamorani (1984). Properties of malolactic activity
purified from Leuconostoc oenos ML 34 by affinity chromatography. Applied and Environmental
Microbiology, 48 (4): 900-901.

Strasser de Saad, A.M., A.A. Pesce de Ruiz-Holgado i G. Oliver (1984). Purification and properties of
mao-lactic enzyme from Lactobacillus murinus CNRZ313. Journal of Applied Biochemistry, 6: 373-
383

Strasser de Saad, A.M., SE. Pasterisi M.C. Manca de Nadra (1995). Production and stability of pediocin
N5p in grapejuice medium. Applied Bacteriology, 78 (5): 473-476.

Suarez, J. A. i B. Ifigo (1992). Desadificacién a cargo de bacterias: la fermentacion maloléctica.
Requerimientos nutritivos. In: Microbiologia enoldgica. Fundamentos de vinificacion (pp.319-320).
Madrid: Mundi-Prensa.

Svenséter G., B. §dgreni |.R. Hamilton (2000). Multiple stress responses in Streptococcus mutans and
the induction of general and stress-specific proteins. Microbiology, 146 (1): 107-17.

Tenreiro, R. (1995). Andlise taxonémica em Leuconostoc oenos. Uma perspectiva polifasica. Tesi
doctoral. Universidade de Lisboa.

Tenreiro, R., R. Santos, L. Brito, H. Paveia, G. Vieirai M.A. Santos (1993). Bacteriophages induced by
mitomicin C treatment of Leuconostoc oenos strains from Portuguese wines. Letters in Applied
Microbiology, 16, 207-209.

Thompson J.D., F. Plewnia, J-C. Thierry i O. Poch (2000). Rapid and reliable global multiple
alignments of protein sequences detected by database searches. Nucleic Acid Research, 28 (15): 2919-
2926.

Tonon, T., J-P. Bourdineaud i A. Lonvaud-Funel (2001). Catabolisme de I'arginine par Oenococcus
oeni: aspects énergétiques et génetiques. Lait, 81: 139-150.

Torija, M.J,, N. Rozés, JM. Guillamén i A. Mas (1999). Registre de la patent internaciona RV1:
“Seleccion de una levadura de TERRA ALTA y PRIORAT para su utilizacion como iniciador de
fermentacion”.

Tourdot-Maréchal, R. (1991). Etude du métabolisme de I’ acide malique chez Leuconostoc oenos. Thése
de Doctorat, Université de Bourgogne, Dijon.

Tourdot-Maréchd, R., J F. Cavin, Z. Drici-Cachon i C. Divies (1993). Transport of malic acid in

Leuconostoc oenos strains defective in malolactic fermentation: a model to evaluate the kinetic
parameters. Applied Microbiology and Biotechnol ogy, 39: 499-505.

206



Bibliografia

Tourdot-Maréchal, R., D. Gaboriau, L. Beney i C. Diviés (2000). Membrane fluidity of stressed cells of
Oenococcus oeni. International Journal of Food Microbiology, 55: 269-273.

Usseglio-Tomasset L., 1989. Chimie oenologique, Tec et Doc, Lavaisier, Paris.

Vaillant, H., P. Formisyn i V. Gerbaux (1995). Malolactic fermentation of wine: study of the influence of

some physico-chemical factors by experimental design assays. Journal of Applied Bacteriology, 79: 640-
650.

van Vuuren, H.JJ. i L.M.T. Dicks (1993). Leuconostoc oenos: a Reviews. American Journal of Enology
and Viticulture, 44 (1): 99-112.

Veinger, L., S. Diamant, J. Buchner i P. Goloubinoff (1998). The Small Heat-shock protein IbpB from
Escherichia coli stabilizes stress-denatured proteins for subsequent refolding by a multichaperone
network. The Journal of Biological Chemistry, 273 (18): 11032-11037.

Versari, A., G. P. Parpinello i M. Cattaneo (1999). Leuconostoc oenos and malolactic fermentation in
wine: aReviews. Journal of Industrial Microbiology & Biotechnology, 23: 447-455.

Vidal, M.T. (1997) Interaccions dels pesticides, especiament €l coure, amb €els bacteris lactics del vi i
efectes sobre lafermentacio malolactica. Tesi doctoral. Universitat Rovirai Virgili.

Vidal, M.T., M. Poblet, M. Constanti i A. Bordons (2001). Inhibitori Effect of Copper and Dichlofluanid
on Oenococcus oeni and Malolactic Fermentation. American Journal of Enology and Viticulture, 52 (3):
223-229.

Viegas, C.A. i |. SaxCorreia (1991). Activation of plasma membrane ATPase of Saccharomyces
cerevisiae by octanoic acid. Journal of General Microbiology, 137: 645-651.

Visser, S, CJ. Slangen, F.A. Exterkate i G.J.C.M. De Veer (1988). Action of a cell wall proteinases (P, )
from Streptococcus cremoris HP on bovine 3-casein. Applied Microbiology and Biotechnology, 29: 61-
66.

Warth, A.D. (1988). Effect of benzoic acid on growth yield of yeasts differing in their resistance to
preservatives. Applied and Environmental Microbiology, 54: 2091-2095.

Watson, K. (1990) Microbial stress proteins. Advanced Microbial and Physiology. 31: 183-223.

Welch, W.J. i C. Georgopoulos (1993) Function and regulation of heat shock proteins. Annual Reviewsin
Cell Biology.

Welsh, J. i M. McCleland (1990). Fingerprinting genomes using PCR with arbitrary primers. Nucleic
Acids Research, 18 (249: 7213-7218.

Wibowo, D., R. Eschenbruch, C. R. Davis ,G. H. Fleet i T. H. Lee (1985). Ocurrence and growth of
lactic acid bacteriain wine: a Reviews. American Journal of Enology and Viticulture, 36 (4): 302-313.

Williams, G. K., A. R Kubdlik, K. J. Livak, J. A. Rafaski i S. V. Tingey (1990). DNA polymorphisms
amplified by arbitrary primers are useful as genetic markers. Nucleic Acids Research, 18 (22): 6531-
6535.

Yang, D. i Woese, C.R. (1989). Phylogenetic structure of the leuconostocs: An interesting case of a
rapidly evolving organism. Systematic and Applied Microbiology, 12: 145-149.

Yuan, Y., D.D. Crane i CE. Bary (1996). Stationary phaseassociated protein expression in

Mycobacterium tuberculosis: function of the mycobacterial a-crystallin homolog. Journal of
Bacteriology, 178: 4464-4492.

207



Bibliografia

Yura, T., H. Nagai i H. Mori (1993). Regulation of the heat-shock response in bacteria. Annual Reviews
in Microbiology, 47: 321-350.

Zambondlli, C. (1988). Microbiologia e biotecnologia dei vini. Edagricole. Bologna.

Zapparoli, G., S. Torriani i F. Dellaglio (1998a). Differentiation of Lactobacillus sanfranciscensis strains
by randomly amplified polymorphic DNA and pulsed-field gel electrophoresis. FEMS Microbiology
Letters, 166: 325-332.

Zapparoli, G., S. Torriani, P. Pesente i F. Dellaglio (1998b). Design and evaluation of malolactic enzyme
gene targeted primers for rapid identification and detection of Oenococcus oeni in wine. Lettersin
Applied Microbiology, 27: 243-246.

Zavaleta, A. 1., A. J. MartinezM{rcia i F. Rodriguez-Valera (1997). Intraspecific genetic diversity of
Oenococcus oeni as derived from DNA fingerprinting and sequence analysis. Applied and Environmental
Microbiology, 63 (4): 1261-1267.

Zhang, J. i C.D. Byrne (1999). Differential priming of RNA templates during cDNA synthesis markedly

affects both accuracy and reproducibility of quantitative competitive reversetranscriptase PCR.
Biochemical Journal, 337: 231-241.

208



7. ANNEXOS






Annex A

- ANNEX A -

PREPARACIO | ADDICIO D'’ALGUNSCOMPONENTS
D'ESTRES

> AcidsgrassosC10i C12:

Per fadilitar la dissolucid dels acids grassos en un medi aqués com sOn ds
diferents medis de cultiu emprats i € mogt, cd sgponificar-los previament, per
la qual cosa es preparen en presencia de NaOH en excés i d'un petit volum en
etanol, per facilitar-ne la reaccid i la dissolucié poderior en aigua, € dissolvent
amb & qua sintroduira C10 i C12 en d medi, a partir duna solucié mare 10°
concentrada (1000X), que es pot mantenir indefinidament a-20°C.

> Coure
Quan parlem de la concentracié de coure afegida d medi (10 o 20 mg/l), ens
referim a la concentracié de coure cationic, CuP*. La solucié mare es prepara
també 1000X, a partir de CuSO,4.5H,0 i a pH 2,5 (amb H,SOy), per evitar que
aquest precipiti, i S autoclava.

>  SOo:
El SO, sdegex ads medisi d most o vi en forma de bisulfit potassc (K2S,0s),

consderant que, estequiometricament, 1,736 mg d aguesta sa corresponen a 1
mg de SO..
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ANNEX B. Catdeg de reactius emprats en I’ experimentacio.

REACTIU CASA COMERCIAL " i n°de cataleg
Ac lari contra GAPDH Biogenesys, ab3792-1000

Ac 2ai 1gG Sigma, A-9452

Acetat d amoni (CH;COO NH,") Panreac, 131114

Acetat de sodi Merck, 232198 A

Acetona Fuka Chemika, 00585

Acid acetic 99-100 %

Prolabo, 20 103.364

Acid acdtic, assag

Roche, 0148261

Acid DL-mdic Panreac, 372051
Acid gras C10 Sigma, C 1875
Acid gras C12 Sigma, D 9630

30 % Acril /bisacrilamida 29:1 (3,3 % C)

Bio-Rad, 161-0156

agar bacteriologic

Cultimed (Panreac), 402303

Agarosa (grau electrofores) GibcoBRL, 15510-019
Azidasodica Sigma, S 2002

blau de bromofenol Sgma, B 0126
Bromur d etidi Sigma, E 7637

BSA Sigma, A 2153
Casaminoacids Difco, 0230-15-5
Citrat de sodi Panreac, 131656
Citric, assaig Roche, 0139076
Cloroform Panreac, 211252
Cloroform-2-pentanol 24:1 Sigma, C 0549

Clorur d'hidroxilamina Sigma, H-9876
Coomassie Blue R-250 Bio-Rad, M7294A
dATP* Easytides, 512H 10251
DCCD (N,N’-Diciclohexilcarbodiimida) Sigma, D-3128
D-Fructosa Panreac, 142728
D-glucosa Panreac, 141341
D-glucosa/D-fructosa,assaig Roche, 0139106
DL-GAP Sigma, G 5251
DNAasal B. Mannheim, 104159
DNTPs (PCR grade) Roche, 1969 064
DPCB Sigma, D 5520
Espermade sdmd Sigma, S 3126

Etandl (per aandis)

Prolabo, 20 821.365

Etanol (per aB. Molecular)

Merck, 1.08543.0250

Etanol, assag Roche, 0176290
Extracte de llevat DIFCO, 212750

Extracte de llevat DI 54 codi 30101

Bio Springer

Extracte de llevat estandard

106, pols sense sal tipus B, standard (Bio
Springer), codi B

FAST DAB® Sigma, D 4418

Ficoll 400 Sigma, F 5415
Formadehid 37 % Merck, 1.04003.1000
Formamida Carlo Erba, 452286
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Glicerol Panreac, 131339
Gliceral, assag Roche, 0148270
Glidna Sigma, G 83898
H,SO, (96 %) Carlo Erba, 410301
Immobilon P Millipore

Kaleidoscope Prestained Sandards

Bio-Rad, 161-0324

Kit Random Primers DNA Labeling

Life Technologies, 18187-013

System

L-isoleucina Sigma, | 2752

Lisozim B. Mannheim, 1585657
L-lactic, assag Roche, 1112821
L-madlic, assag Roche, 0139068
Mannoproteines de llevats Guilloux-Benatier
Marker |1 Roche, 236250

Marker VI Roche, 1062590
Membrananil6 NY TRAN® NYTRAN®

[3- mercaptoetanol Sigma, M 3148

Metanol Imatra, ALO1396T
MgSO,.7H,0O Panreac, 131404
Molibdat anonic Labs RISER, 292006
MOPS Q.Biogene, MOPS0250
MRS DIFCO, 288130
NaATP B.Mannheim, 519979
NaCO3 RECTAPUR, Prolabo, 27 766.292
NaEDTA Sigma, E5134

NAD" (100 %, grau )

Roche, 223 468

NADH (100 %, grau )

Roche, 107 727

Nigtatina CALBIOCHEM, 475914
N-laurilsarcosna Sigma, S 7672

Paper Saran” Dow

Pepstatina A Sigma, P 4265
Peptona bacteriol ogica Cultimed, 403695
Peptona de llevat codi 222 Bio Springer, codi 222
Persulfat d’ amoni Bio-Rad, 161-0700
pimaricina Sigma, P 9703

Piruvat sodic Sigma, P 2256

PM SF Roche, 236608
PVP-40 Sigma, 9003-39-8
Reactiu de Bradford Bio-Rad, 500-0006
Reectiu Folin-Ciocalteau Merck , 1.09001.0500
RNAasa A Sigma, R 5503

SDS Merck, 13760
SyberGreen 2X PCR Master Mix AB, 4309155
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Tampd 10X PCR

Tamp6 amb MgCh (25 mM) i Tag
polimerasa (5 U/ml)

Taq polimerasa (5 U/m)

Ecogen, ETAQ500

TagMan Reverse Transcription Reagents AB, N808-0234

Tartrat sodic Panreac, 131729

TCA Sigma, T 9159

TEMED Bio-Rad, 161-0800
Tiocianat de guanidina Fluka, Biochemika, 50990
TNBSA Fluka, Chemika, 92823

TagMan® Reverse Transcripiton
Reagents. inclou Transcriptasa

MultiScribe™ Reverse (50 U/m)

A.B., Roche, N808-0234

trictanolamina

Panreac, 141750

Tri-Reagent

Sigma, T 9424

Tris (per a electroforesi)

Bio-Rad, 161-0719

Tris-HCI

B. Mannheim, 85560822

Tween 20

Sigma, P 1379

Tween80

Sigma, P 1754

* Algunes cases comercids potser ja no exigeixen com a tas perd en la taula
sindiquen la casa comercid i la referéncia corresponent per a cada producte utilitzat.
Algunes abreviatures referides a cases comercids, emprades en lataula:

AB: Applied Biosystems (Roche)
Bio-Rad: Bio-Rad Laboratories

B. Mannheim: Boehringer Mannheim
Carlo Erba: Carlo Erba Reagenti
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- ANNEX C -
Com es pot veure en la figures C1 i C2, I'assaig ATPasa de membrana és lined dins
I'interva de 10 — 30 minuts com a minim (Cl), i per a diferents concentracions de
substrat (5-15 nyg de proteing) (C2).

y =1.500x + 28.333 r=0.997

nmols Pi

307
35~

] ]
o [Te]
N N

10
157

temps de reaccio (min)

FiguraCl Linedita de I'assaig enzimdic per a I'ATPas
d llarg dd temps.

y=6.337x-4.728 r=0.999

100

75

50

nmols Pi

25

0

5
107
157
20~

ug proteina

FiguraC2 Lineditat de la quantitat de modira en I'assaig ATPasa
respecte alaquantitat de P, dliberada
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a)
PrtP KTVTLAKVYYPTDAKANSMANVQAVWSNYKYKGEGTVVSVI DSGI DPTHKDMRLSDDKDV 235
MB3946 KTVTLAKVYYPTDAKANSMANVQAVWSNYKYKGEGTVVSVI DTGl DPTHKDVRL SDDKDV 235
AF133727 KSVTLAKVYYANDSSADNMANVSTVWNNYKYKGEGTVVSI | DTGl DPNHKDLRLSDDSKV 224
L48487 KNVTPVKVYHPTDESADQ\/AQ\/QDVV\QEQKLKGEGI\/l\/I Sl | DTG DSSHQDLKLDSGVST 240
*.** -***:.. * *. * * % % % * * - **:*** ** i
i Segiiéncia per a PrtP-oenos-F
PrtP AAACT CGATGGCGAAT GT GCAAGCCGTATGGTCCAATTACAAATAT AAAGGTGAAGGCAC 1837
MB3946 TAACTCGAT GGCGAAT GT GCAGGCCGTATGGTCCAAT TACAAATATAAAGGT GAAGGCAC 2276
AF133727 TGACAATATGGCTAACGT TTCAACCGT TTGGAACAAT TATAAATACAAAGGGGAAGGTAC 599
L48487 TGATCAAATGGCCCAAGTGCAGGACGTTTGGCAAGAACAAAAGCTCAAGGGTGAAGGTAT 3290
* k k k% * * % * % % * k% * % * % * % * k k k% *
PrtP AGTTGTCTCGGTTATTGACAGTGGCATTGATCCAACACATAAAGACATGCGGCTAAGCGA 1897
MB3946 AGTTGTCTCGGTTATTGACACT GGCATTGATCCAACACATAAAGACATGCGGCTAAGCGA 2336
AF133727 CGTCGTTTCTATCATCGATACTGGTATTGATCCCAATCACAAAGATTTGCGCTTAAGCGA 659
L48487 GGTCATTTCGATCATTGATACAGGGATCGACTCCAGCCACCAGGACTTGAAGTTGGACAG 3350
* % * * * * * % * * * * % * % * % * * * % * * % * *

b) PrtP GAAI KAGS- NI TVPAGKTAQ EFTLSL PKSFDQQQFVEGFLNFKGSDGSR- - LNLPYMGE 828
MB3946 GAAI KAGS- DI TVPAGKTAQ EFTLSLPKSFDQQQFVEGFLNFKGSDGSR- - LNLPYMGF 828
AF133727 GASVKASG- DI FVPANSTKEL TLTLTLPSDFKENQYVEGFLTFNSSDSSQ - LRLPYMGF 815
L48487 KGQLTTETPKVTVQDGESVDVSFTLTLPYSFQ?QNFVEGYVGFEAKDQATPNLVLPYI\/GF 813

: :**:** '*..:::*** : * * k kk k ok
PrtP FGDWN- - DGKI VDSLNG- | TYSPAGGNFGTVPLLTNKNTGTQYYGGMWTDADGNQTVDDQ 885
MB3946 FGDWN- - DGKI VDSLNG- | TYSPAGGNYGTVPL L TNKNTGHQYYGGWTDADGKQTVDDQ 885
AF133727 FGDWASSDL Pl FASLNDPNVFQPDNNMFEG- - TLVTVGNSSDNTNPGL SQDASGNL SFDSS 873
L48487 FGSYS- - QASVSAPI\/LYEGGNSNLI NTI HSLVGVI\/FSNNNDI\/LGHTGYEGDDYSKYTDPD 871
* % .
i Segiiéncia per a PrtP-oenos-R
PrtP CTTGAACTTGCCATACATGGGCTTTTTTGGTGACTGG- - - AAT- - - GACGGTAAGATTGT 3718
MB3946 CTTGAACTTGCCATACATGGGCTTTTTTGGTGACTGG- - - AAT- - - GACGGTAAGATTGT 4157
AF133727 ATTGCGTCTTCCATATATGGGCTTCTTTGGCGAT TGGGCAAGT TCAGATCTTCCAATCTT 2480
L48487 CCTGGTTCTTCCATACATGGGCTTTTTCGGCAGCTACAGTCAAGC GAGTGrCAGOGCAC 5116
* * k k k% *kkkkkkk * % * * * %
Prt P: L. lactissubsp. cremoris MB3946: Lactobacillusparacasei
AF133727: Lb.helveticus L48487: Lactobacillus delbrueckii

Figura D1. Fragments de sequéncia, proteica i nuclectidica, de PrtP, dineats segons
Clusta W (1.81)] per d disseny dels encebadors degenerats PrtP-oenos-F i PrtP-
oenos-R En la llegenda inferior sindica a quin organisme correspon cadascuna de les

sequencies.

En vermel sindica la seqliencia consens emprada per a disseny de I’ encebador

F (forward) i per a I'encebador R (reverse). Les corresponents sequencies de bases

nitrogenades, 0 un segment daguestes, també disponibles en les bases de dades

(GenBank), serviren per al’ elaboracié del's encebadors degenerats.
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PrtP
MB3946
AF133727
L48487

PrtP
MB3946
AF133727
L48487

PrtP
MB3946
AF133727
L48487

Figura D2.

SFKPDI TAPGGNI WSTONNNGYTNMSGT SVASPFEI AGSQAL L KQALNNKNNPFYAYYKQL 651
SFKPDI TAPGGNI WETONNNGYTNMSGT SMASPFI AGSQAL L KQALNNKNNPFYADYKQL 651
AFKPDI SAPGGHI WSTONNNGYTNMSGTSMASPFI AGT QAL VSQTMNDKNGAFYATYQKM 639
DFKPEI TAPGGKI YSLANDNKYQQ\/BGTSI\MSPFVAGSEALI LQGI KKQG— —————— LNL 641

*** *-**** * - % * - * -********** ** -** *

!

CTGGT CAACGCAAAACAACAAT GGCTACACAAATATGT CTGGTACGT CAATGECCTCACC 3076

CTGGTCAACGCAAAACAACAAT GGCTACACAAATATGT CTGGTACGTCAATGGCCTCGCC 3515

TTGGT CAACTCAAAATAACAATGGCTATACTAACATGTCTGGTACTTCAATGGCTTCTCC 1835
CTACTCGCTGGCCAACGACAACAAGT ACCAGCAAAT GAGT GGGACTTCAATGGCTTCACC 4505

* * % * % * k k% * k k% *k*k **k K*khkkhkkhkkhkkkk **k k%

ATTTATTGCCGGT TCACAAGCATTGT TGAAACAAGCATTGAATAACAAAAACAACCCATT 3136
ATTTATTGCCGGT TCACAAGCATTGI TGAAACAAGCGT TGAATAACAAAAACAACCCATT 3575

ATTTATTGCTGGTACCCAAGCACTTGT TAGT CAAACAAT GAACGACAAGAATGGTGCTTT 1895

ATTTGICGCAGGTTCCGAAGCATTAATTTTGCAAG: - - - - - GTATCAAGAA--------- 4550

*k*k*k * **k Kkk*k Kk *kk*k*k % * * % % *k*k K%

Sequéncies, proteica i nucleotidica, per d disseny de I'encebador

degenerat PrtP-oenos-F2.
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TaulaD1. Diferents condicions damplificacio aplicades en les proves pa a
identificar lapresenciadd gen PrtP en O. oeni, mitjancant encebadors degenerats.

PROVA Nombre Condicions dereaccio

i encebadors decicles T (°C) Temps

1 94 3min

PrtP-oenos-F > 03

1 B P-0enos. R 30 Hibridacio 40 30s
Elongacié 72 2min

1 72 4min

1 92 2min

PrtP-oenos-F 92 30s

2| PrtP-oenos-F2 30 Hibridacio 52 30s
PrtP-oenos-R Elongacio 72 1min

1 72 2min

1 92 3 min

PrtP-oenos-F 92 30s

3| PrtP-oenos-F2 30 Hibridacio 52 30s
PrtP-oenos-R Elongacio 72 2min

1 72 4min

1 92 2min

PrtP-oenos-F 92 30s

4| PrtP-oenos-F2 30 Hibridacio 54 30s
PrtP-oenos-R Elongacio 72 1min

1 72 2min
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TaulaEl. Resultatsdelesanalisis dels continguts d’ amines biogenes (mg/l) en les mostres de vins de la campanya 2000

afinal devinificacio:

MOSTRA TI® HI FE SE TRP PU CA AG ED EM
1. CAl1 ND® £025 £025 ND ND 200(0,03)° £025 £025 ND £05
2. CA2 ND £025 £025 ND ND 2,17 (0,01) £025 £025 ND £05
3. LISO ND £025 £025 ND ND 2,90 (0,01) £025 £025 ND £05
4. CB1 ND £025 £025 ND ND 1,72 (0,06) £ 025 £025 ND £05
5. CB2 ND £025 £025 ND ND 1,71 (0,01) £025 £025 ND £05

& TI, tiraming; HI, histamina; FE, b-feniletilamina; SE, serotonina; TRP, triptamina; PU, putrescing; CA, cadaverina; AG, agmating;

ED, espermiding; EM, espermina

®- No detectada.

C.

TaulaE2. Alguns parametres enologics de les mostres de vins de la campanya 2000 a final de vinificacio:

Mitjana (desviaci6 estandard).

MOSTRA IC MATIS A.TOT. |.PVPP I.ION. TANINS I.DIAL. I.HCL |.GEL. |.EtOH
1. CAl1 8,51 64,2 464,6 119 25,07 3,07 60,0 334 28,0 230
2. CA2 85 64,0 462,9 129 23,79 311 60,6 359 192 228
3. LISO 83 62,1 4445 17,8 2548 2,82 59,6 37,0 58 198
4. CB1 59 67,3 4821 251 16,36 245 550 355 113 142
5. CB2 5,61 69,7 4839 249 14,94 239 %49 30,0 111 130

A. TOT.: Antodians totas (mg/l); 1. PVPP: index de PVPP (%); |. 10ON.: index d ionitzacio (%); TANINS (g/l);

|. DIAL.: index de didisi (%); |. HCI: index o’ HCl (%); |. GEL .: index de gdaing; |. EtOH: index d’ etanal.
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